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Stala aktywacja czynnikow transkrypcyjnych (cz.t.) NF«B jest cechg charakterystyczng niektorych chioniakow B-komorkowych,
wtym chloniaka rozlanego z duzych komoérek B (DLBCL) i klasycznego chtoniaka Hodgkina (cHL). Aktywnos¢ NF«B stymuluje
proliferacje i chroni przed $miercia komérki nowotworowe DLBCL, cHL ale takze komorki niektorych nowotworow litych.
Dlatego strategie wycelowane w cz.t. NFxB sa wysoce pozadane i intensywnie poszukiwane. Niestety, podobnie jak w przypadku
innych cz.t., strategie bezposrednio wycelowane w biatka NFkB nie okazaty si¢ skuteczne i do obecnej chwili nie opracowano ich
bezposrednich i klinicznie uzytecznych inhibitorow. Podobnie jak w przypadku innych nowotworéw, na tkanke chioniakow
sktadajg si¢ zarowno komorki nowotworowe jak i nienowotworowe, tworzace mikro§rodowisko nowotworu. W cHL, komorki
mikrosrodowiska sg liczniejsze od komorek tego chtoniaka (k. Reed-Sternberga, RS) oraz pelnig istotng role w ich podtrzymaniu i
immunologicznym uprzywilejowaniu. Zwigkszona liczebno$¢ makrofagéw zwiagzanych z nowotworem (TAM) w tkance cHL jest
czynnikiem niekorzystnego rokowania, wskazujac na ich kluczowa role w patogenezie choroby. Komorki RS rekrutujg aktywnie
komorki nienowotworowe (whacznie z makrofagami) do mikrosrodowiska i powoduja ich ,,przeprogramowanie”. Tak zmienione,
dostarczajg one czynnikow wspierajacych przezywalno$¢ komorek RS oraz produkujg biatka immunomodulacyjne, ktore hamuja
przeciwnowotworowa odpowiedz ukladu immunologicznego. W komorkach RS, cz.t. NFxB odpowiadaja za ekspresje biatek
antyapoptotycznych, cytokin/chemokin oraz bialek immunomodulujacych zaangazowanych w komunikacj¢ komérek RS z ich
mikro$rodowiskiem. W naszych trwajgcych badaniach zaobserwowalismy, ze komorki RS indukujg aktywacje NF«B oraz pro-
nowotworowy fenotyp w makrofagach, co sugeruje iz aktywnos¢ NFkB odgrywa kluczowa rolg w biologii choroby, zaréwno w
komorkach RS jak i TAM. Obserwacije te wskazujg takze, ze identyfikacja wspdlnego celu regulujacego aktywnosé NFxB w
komorkach RS i TAM moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowej strategii terapeutycznej. Aktywnos¢ cz.t. NFxB kontrolowana
jest poprzez zalezng od kinaz fosforylacje niektorych cz.t. NFkB. Wsrod znanych, fosforylacje p65-S276/536 oraz cRel-S267
wywieraja silny wptyw na aktywno$¢ transkrypcyjng NF«B. Rola tych modyfikacji w komorkach chtoniakéw B-komérkowych
jest jednak mato poznana. Wyniki naszych wstepnych badan wskazuja, iz zahamowanie fosforylacji p65-S276 hamuje NFB-
zalezng transkrypcje w komorkach DLBCL, cHL oraz w TAM. Zidentyfikowalismy PIM1 jako kinaze dla p65-S276, ulegajaca
ekspresji zarowno w komorkach tych chtoniakéw jak i TAM, oraz okreslilismy wstepnie konsekwencje zahamowania PIM w tych
komorkach, obejmujgce obnizong ekspresje genow NFkB-zaleznych. Pomimo tych obiecujgcych danych, wiele zagadnien oraz
pytan pozostaje niewyjasnionych. W szczegolnoscei: (i) czy fosforylacja cRel odgrywa istotng role w aktywnosci transkrypcyjnej
NFkB?; (i) jakie sa szczegdlowe transkrypcyjne i biologiczne konsekwencje zahamowania fosforylacji p65 w komorkach
chioniakow 1 TAM?; (iii) czy poza kinazami PIM istniejg inne kinazy mogace modulowac¢ p65?; (iv) czy fosforylacja p65 S276
moze mie¢ wplyw na immunosupresyjny fenotyp TAM?

Celem proponowanych badan jest okreslenie funkcji fosforylacji p65/cRel oraz identyfikacja kinaz odpowiedzialnych za te
modyfikacje w chtoniakach B-komoérkowych oraz TAM. Zagadnienia te nie byly dotychczas podejmowane przez badaczy.

Dla osiggniecia stawianych przez nas celow podejmiemy roznorodne dziatania. W celu okreslenia roli modyfikacji p65/cRel dla
NFiB-zaleznej transkrypcji, wygenerujemy zmodyfikowane genetycznie linie komorkowe, w ktorych ekspresji ulega¢ beda
zmutowane biatka p65 i cRel, w taki sposob by odpowiadaly one stale defosforylowanym (nieaktywnym) czynnikom. W
komorkach tych, przy uzyciu techniki globalnego sekwencjonowania RNA (RNA-seq) zidentyfikujemy geny, ktorych ekspresja
ulega zmianie w zalezno$ci od specyficznych dla tych cz.t. fosforylacji, oraz szczegétowo zbadamy powigzane z tymi zmianami
mechanizmy. W tym celu, w badaniach proteomicznych zidentyfikujemy zalezne od specyficznych fosforylacji kofaktory dla
pb5/cRel i ocenimy wplyw zablokowania fosforylacji na formowanie si¢ kompleksow czt. NFkB z kofaktorami metoda
immunoprecypitacji chromatyny i sekwencjonowania DNA (ChlP-seq). Spodziewamy si¢ ze wyniki analiz RNA-seq i ChlP-seq
pozwolg nam zrozumie¢ W jaki sposdb fosforylacje p65/cRel wptywaja na ekspresje genéw w komoérkach DLBCL, RS oraz TAM.
Zidentyfikowalismy juz PIML1 jako kinaze dla p65-S276 w komorkach DLBCL, RS oraz TAM. Nie wiemy jednak czy jest to
jedyna funkcjonalna kinaza dla tego czynnika oraz nie znamy kinaz dla cRel w tych komoérkach. W badaniach proteomicznych
zidentyfikujemy kinazy specyficzne dla p65-S276/S536 oraz cRel-S267, a nastepnie ocenimy wplyw ich genetycznego
zahamowania dla specyficznych fosforylacji p65/cRel, ekspresji genow NF«B-zaleznych oraz przezywalnosci komorek DLBCL i
RS. W planowanych analizach danych transkrypcyjnych komorek z nadekspresjag mutantow p65/cRel oraz komorek z wyciszong
ekspresjg kinaz spodziewamy si¢ zidentyfikowa¢ grupy gendw o spdjnie obnizonej ekspresji i odgrywajacych kluczowg role dla
przezywalnoséci komoérek nowotworowych i ksztaltowania pro-nowotworowego fenotypu TAM. Powyzsze obserwacje zostang
zweryfikowane przy uzyciu matoczasteczkowych inhibitorow dla zidentyfikowanych kinaz. Dla najbardziej obiecujacych
zwigzkow ocenimy ich przydatno$¢ terapeutyczng oraz potencjat do synergistycznej aktywnosci ze znanymi inhibitorami biatek
proksymalnie modulujacych szlak NF«kB in vitro, w komérkach DLBCL oraz RS. Interakcje zwiazkow synergistycznie hamujacych
wzrost komoérek chtoniakéw zostang zbadane nastepnie w mysim modelu z przeszczepem komorek od chorych z DLBCL.

Realizacja celéow zatozonych w projekcie pozwoli zrozumie¢ funkcje fosforylacji p65/cRel w komoérkach chioniakow B-
komoérkowych i TAM, oraz identyfikacje kinaz odpowiedzialnych za te modyfikacje. Na podstawie wynikow naszych wstgpnych
badan zakladamy, iz inhibicja tych kinaz spowoduje zahamowanie NFxB-zaleznej ekspresji gendw, ostabi przezywalnos¢ i wzrost
komérek nowotworowych oraz uposledzi immunosupresyjne wiasciwosci TAM. W zwiazku z tym, wyniki zaplanowanych badan
mogga przyczyni¢ si¢ do identyfikacji nowych strategii terapeutycznych wycelowanych jednoczesnie W komorki nowotworowe oraz
ich immunosupresyjne mikrosrodowisko.



