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Miedzywydziatowych Studiéw Matematyczno-Przyrodniczych (MiS MaP), 2002 rok. Tytut
pracy magisterskiej pod kierunkiem prof. Ewy Bartnik (Zaktad Genetyki Uniwersytetu
Warszawskiego) ,, Uzyskanie fuzyjnych dimeréw ludzkiego biatka p53 poprzez konstrukcje i
ekspresje multigendw w Escherichia coli.”. Uzyskany tytut: magister biologii, specjalizacja -
biologia molekularna.

e Dyplom doktora nauk biologicznych uzyskany w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w
Warszawie w ramach Studium Medycyny Molekularnej (SMM), 2008 rok, promotor — prof.
Alicja Zylicz (Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie).
Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Wspomaganie aktywnosci ludzkiego biatka p53 przez biatka
opiekuncze”. Uzyskany stopien naukowy: doktor nauk biologicznych w zakresie biochemii.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych:

e 2002 - 2008 — doktorant w Zaktadzie Biologii Molekularnej, Miedzynarodowy Instytut Biologii
Molekularnej i Komérkowej w Warszawie (w ramach Studium Medycyny Molekularnej —
SMM).

e 2008 - 2010 — pracownik typu post-doc (badacz) w Zaktadzie Biologii Molekularnej,
Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie.

e 2011 - 2016 — pracownik typu post-doc (badacz) w Jednostce Onkologii Molekularnej,
Laboratorio Nazionale Consorzio Interuniversitario per Biotechnologie (LNCIB) w Triescie,
Wtochy.

e 2016 - 2018 — Adiunkt w Zaktadzie Choréb Neurozwyrodnieniowych CUN , Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie.

e Od 2018 - Kierownik Pracowni Multi-omki Choréb Cztowieka, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie.



4. Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe, o ktorym mowa w art. 16 ust. 2
ustawy

a. tytut osiggniecia naukowego/artystycznego:

Onkogenne funkcje, regulacja i terapeutyczne wykorzystanie zmienionego
mutacjami biatka p53 w chorobach nowotworowych cztowieka

b. Wykaz publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego:
(autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

Opisane ponizej osiggniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl prac oryginalnych definiujgcy
zmutowane geny TP53 jako onkogeny i przedstawiajgcy nieznane wczesniej onkogenne role oraz
sposoby terapeutycznego wykorzystania biatek p53 zmienionych przez mutacje w chorobach
nowotworowych cztowieka. Podstawg do sformutowania wniosku o nadanie stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie medycyny jest nastepujgcy zbidr prac oryginalnych:

1. Walerych D, Napoli M, Collavin L, Del Sal G.* The rebel angel: mutant p53 as the driving
oncogene in breast cancer. Carcinogenesis. 2012; 33: 2007-17.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu zdecydowanej wiekszosci analizy
dostepnej literatury, wyciggniecia wnioskow, na pisania ok. 80 % tresci publikacji i stworzenia
ostatecznych wersji wszystkich rycin/tabel. Moj udziat procentowy szacuje na 80 %.

2. Walerych D, Lisek K, Sommaggio R, Piazza S, Ciani Y, Dalla E, Rajkowska K, Gaweda-Walerych K,
Ingallina E, Tonelli C, Morelli MJ, Amato A, Eterno V, Zambelli A, Rosato A, Amati B, Wisniewski
JR, Del Sal G.* Proteasome machinery is instrumental in a common gain-of-function program of
the p53 missense mutants in cancer. Nature Cell Biol. 2016; 18: 897-909.

Modj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu i bezposrednim nadzorowaniu ciggu
doswiadczalnego, przeprowadzeniu wtasnorecznie wiekszosci doswiadczern laboratoryjnych,
przeprowadzeniu duzej czesci analiz bioinformatycznych, napisaniu wiekszosci tresci zarowno
wstepnie jak i przy rewizji pracy, przygotowaniu z wtasnych wynikow ok. 75% wszystkich
ilustracji zawartych w publikacji i jej suplemencie oraz koordynacji wszystkich wspdtprac
prowadzqgcych do uzyskania wynikow. Mdj catkowity udziat procentowy szacuje na 60 %.

3. Lisek K, Campaner E, Ciani Y, Walerych D*, Del Sal G*. Mutant p53 tunes the Nrf2-dependent
antioxidant response to support survival of cancer cells. Oncotarget. 2018; 9: 20508-23.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na bezposrednim nadzorowaniu pracy pierwszego
autora publikacji (takze jako opiekun pomocniczy doktoratu), w tym zaplanowaniu wiekszosci
ciggu doswiadczalnego, bedgcego kontynuacjq poprzedniej publikacji cyklu (poz. 2). Mdoj wktad
polegat tez na zaplanowaniu, przeprowadzeniu i przygotowaniu do publikacji doswiadczen
innunoprecypitacji chromatyny (ChIP) zawartych na rycinie gtownej 2 E,F, dodatkowej 3 F,G oraz
doswiadczen konkurencji peptydow z aktywacjq przez mutanty p53 ekspresji gendw proteasomu
(ryc. dodatkowa 3E). Ponadto bratem u dziat w pisaniu publikacji i przygotowaniu wszystkich
rycin — zaréwno na wstepnym etapie, jak i podczas rewizji. Podczas rewizji pracy
przeprowadzitem tez dodatkowq analize statystyczng danych zawartych na rycinach 1,2,3 i 5
oraz — jako autor korespondencyjny — bratem udziat w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentdow. Swdj udziat procentowy szacuje na 35 %.

4. Walerych D*, Pruszko M, Zyla L, Wezyk M, Gaweda-Walerych K, Zylicz A. Wild-type p53
oligomerizes more efficiently than p53 hot-spot mutants and overcomes mutant p53 gain-of-
function via a “dominant-positive” mechanism. Oncotarget. 2018; 9: 32063-80.



Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaprojektowaniu ciggu doswiadczalnego i
wykonaniu wiekszosci doswiadczern | obliczen zawartych na wszystkich rycinach pracy,
koordynacji pracy pozostatych wspdtautordw, napisaniu wstepnej i zrewidowanej wersji
publikacji i korespondencji z redaktorem czasopisma jako autor korespondencyjny - w tym
odpowiedzi na uwagi recenzentow podczas rewizji pracy. Mdj udziat procentowy szacuje na 75
%.

Oswiadczenia wspoétautorow okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie prac objetych
cyklem habilitacyjnym zawiera Zatacznik 7.

Dodatkowo (poza osiggnieciem), nastepujgce prace opublikowane po obronie pracy doktorskiej wnosza
wyniki i informacje uzupetniajace, ktére zostaty wykorzystane w ponizszym opisie celow naukowych i
otrzymanych wynikéw:

5. Walerych D, Olszewski MB, Gutkowska M, Helwak A, Zylicz M, Zylicz A.* Hsp70 molecular
chaperones are required to support p53 tumor suppressor activity under stress conditions.
Oncogene. 2009; 28: 4284-94.

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu cafosci doswiadczen i obliczeri zawartych na
rycinach 2-4, udziale w doswiadczeniach zawartych na wszystkich pozostatych rycinach, napisaniu
wiekszosci wstepnej i zrewidowanej wersji publikacji wraz z dr Maciejem Olszewskim, bedgcym
rownorzednym, pierwszym wspdtautorem tej pracy. CzesS¢ moich wynikow zawarta w tej pracy byta
wykorzystana w pracy doktorskiej - niezawarte w pracy doktorskiej byty cate ryc. 1,2 i 5. MdJj udziat
procentowy w catosci pracy szacuje na 40 %.

6. Walerych D, Gutkowska M, Klejman MP, Wawrzynow B, Tracz Z, Wiech M, Zylicz M, Zylicz A.*
ATP binding to Hsp90 is sufficient for effective chaperoning of p53 protein. J Biol Chem. 2010;
285:32020-8.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaprojektowaniu i wykonaniu catosci doswiadczer oraz
obliczen zawartych na rycinach 1, 3 i 5, udziale w doswiadczeniach zawartych na wszystkich pozostatych
rycinach, napisaniu wiekszosci wstepnej i zrewidowanej wersji publikacji. Czes¢ moich wynikéw zawarta
w tej pracy byta wykorzystana w pracy doktorskiej - niezawarte w pracy doktorskiej byty Ryc. 1, 2 i 4
publikacji. Méj udziat procentowy w catosci szacuje na 60 %.

7. Garibaldi F, Falcone E, Trisciuoglio D, Colombo T, Lisek K, Walerych D, Del Sal G, Paci P, Bossi G,
Piaggio G, Gurtner A.* Mutant p53 inhibits miRNA biogenesis by interfering with the
microprocessor complex. Oncogene. 2016; 35: 3760-70.

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaprojektowaniu i wykonaniu doswiadczeri wykrywania
interakcji miedzy zmienionym mutacjami biatkiem p53 a p72/p82 (rycina 3e oraz suplement pracy),
udziale w napisaniu wstepnej i zrewidowanej wersji publikacji. Mdj udziat szacuje na 10 %.



c. Omoéwienie celu naukowego/artystycznego powyiszych prac i osiggnietych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

1. Zmutowany gen TP53 jako onkogen (wstep)

Od czasu odkrycia genu TP53 i jego istotnej roli w powstawaniu choréb nowotworowych cztowieka
pod koniec lat 70. XX wieku, gen i kodowane przez niego biatko p53, staty sie jednymi z
najpopularniejszych obiektéw badawczych w naukach o zyciu. Badania z lat 80. dowiodty, ze dziki
wariant ludzkiego genu TP53 czy jego mysi ontolog, sg wydajnymi genami-supresorami nowotworowymi
— po indukcji hamujg rozwéj komérek nowotworowych. W konsekwencji onkosupresorowa aktywnosc
ludzkiego genu TP53 jest wyjgtkowo czesto inaktywowana przez mutacje w spontanicznych
nowotworach réznych tkanek cztowieka (Kandoth et al., 2013; Zehir et al., 2017). Do dzi$, mimo
dziesigtkow tysiecy opublikowanych prac opisujgcych rozmaite aspekty TP53, badania nad nim
prowadzg do odkrywania nowych jego funkcji i wzbudzajg emocje. Proporcje ilosciowe mutacji
inaktywujacych TP53 w nowotworach sg wyjatkowe wsréd supresoréw nowotworowych — sg to przede
wszystkim mutacje punktowe, typu zmiany sensu (ang. missense) — ktére nie prowadzg do absencji
biatka p53 w komadrkach nowotworowych, ale do akumulacji jego zmienionych przez mutacje wariantow
(Bouaoun et al., 2016). Te fakty, jak i szereg badan funkcjonalnych nad mutantami TP53, prowadzonych
od lat 80. XX wieku, wskazuja, iz najczestsze mutacje TP53 indukujg onkogenne funkcje zmienionych
mutacjami biatek p53 (Mantovani et al., 2017; Walerych et al., 2012, Walerych et al., 2015). W zwigzku z
tym najczestsze zmutowane warianty TP53 spetniajg wymogi klasycznej definicji onkogenu (Tsuchida et
al., 2016) — sg genami aktywnie promujgcymi transformacje nowotworowg komérek. Dzika forma TP53
— obok definicji genu-supresora nowotworowego — spetnia jednoczesnie definicje proto-onkogenu.

Fakt, iz czeste mutanty punktowe TP53 sg onkogenami nie jest tatwy do zrozumienia dla naukowcéw
i lekarzy, przyzwyczajonych do dobrze ugruntowanej ksigzkowej wiedzy na temat onkosupresorowej roli
dzikiego wariantu TP53. Niejasnosciom sprzyja fakt, ze w pierwszych latach badan nad TP53 to jego dziki
wariant byt mylnie podejrzewany o wfasciwosci onkogenne (Finlay et al., 1989). Dlatego zadaniem
istotnym dla onkologii doswiadczalnej i medycznej jest dokfadne wyjasnianie roli i mozliwosci
terapeutycznego wykorzystania mutantéw TP53 — najczesciej aktywowanych przez mutacje onkogendéw
w chorobach nowotworowych, obecnych srednio w ponad 35% wszystkich powstajgcych spontanicznie
nowotwordow cztowieka (Bouaoun et al., 2016; Kandoth et al., 2013; Zehir et al., 2017).

2. Podsumowanie dotychczasowej wiedzy na temat onkogennej roli mutantéw TP53 i znalezienie
najwazniejszych jej brakow (publikacja 1. osiggniecia)

Celem moich badan opisanych w ponizszej rozprawie habilitacyjnej byto zrozumienie mechanizmu
funkcjonowania szeregu mutantéw TP53 jako onkogendw w raku piersi, zweryfikowanie uniwersalnosci
uzyskanych wynikow w innych nowotworach, znalezienie sposobdw na terapeutyczne wykorzystanie
obecnosci mutantéw TP53 w komdrkach nowotworowych oraz okreslenie wzajemnej relacji dzikiego i
zmutowanych wariantow biatka p53 w przypadku wspétwystepowania w komérkach.

Pierwsza praca wchodzaca w sktad osiggniecia w tej rozprawie jest pracg przeglagdowa (Walerych et
al., 2012). Postuzyta do doktadnego podsumowania dotychczasowej wiedzy na temat onkogennej
aktywnosci zmutowanych gendw TP53 i znalezienia najwazniejszych brakéw w informacjach na jego
temat. Byto to kluczowe do zaplanowania i przeprowadzenia doswiadczen przedstawionych w kolejnych
publikacjach doswiadczalnych cyklu. W tytule tej pracy pojawia sie jeden z pierwszych przypadkéw
nazwania wprost zmutowanego TP53 onkogenem w publikacjach naukowych. Praca ta jest do roku 2019
najczesciej cytowang pracg mojego autorstwa z ponad 200 cytowaniami w bazie Google Scholar i ponad
150 cytowaniami w bazach Web of Science czy Scopus.



Najwazniejszymi wnioskami wynikajgcymi z publikacji (Walerych et al., 2012) s3:

a) Wiedza zgromadzona w setkach publikacji poczawszy od korca lat 80. XX wieku na temat
dziatania mutantéw TP53 w rdéznych nowotworach, w modelach doswiadczalnych in vitro, in
vivo, jak i w materiale od pacjentéw z chorobami nowotworowymi, wskazuje jednoznacznie, ze
biatka p53 zmienione mutacjami i zakumulowane w komérkach sg aktywnymi onkoproteinami,
mogacymi stymulowac transformacje nowotworowg i podtrzymywac gtéwne cechy fenotypowe
komérek nowotworowych.

b) Najpopularniejszym pod wzgledem liczby opublikowanych badan modelem badawczym w
molekularnych badaniach nad nowotworami jest rak piersi. W zwigzku z tym najdoktadniejsze
do roku 2012 dane na temat onkogennosci mutantéw TP53 pochodzity wtasnie z tego rodzaju
nowotworu, a w szczegdlnosci potrdjnie negatywnego raka piersi (ang. TNBC), w ktérym
czestos¢ mutacji TP53 jest najwieksza wsréd podtypow raka piersi. Stato sie tak zaréwno dzieki
najliczniejszym wsréd nowotwordw badanym grupom pacjentek, jak i popularnym modelom
komérkowym czy zwierzecym. Dane te zostaty zebrane i podsumowane w publikacji.

¢) Prowadzone do roku 2012 badania nad mechanizmem onkogennej aktywnosci mutantéow TP53
w wiekszosci wskazywaty, ze zmienione mutacjami, zakumulowane biatko p53, posrednio -
poprzez inne czynniki transkrypcyjne - wigze sie z sekwencjami promotorowymi w genomie, w
rejonach DNA innych niz dziki wariant p53 i reguluje ich aktywnos$é, w ten sposdb sprzyjajac
transformacji nowotworowej. W zwigzku z tym w dalszych badaniach nad mutantami TP53 jako
punkt wyjscia mozina byto zastosowa¢ metody tarskryptomiczne i badajgce wigzanie
zmienionych mutacjami biatek p53 do chromatyny.

d) Podczas gdy liczne publikacje opisywaty pojedyncze szlaki molekularne regulowane przez
konkretne mutanty TP53, bardzo niewielka wiedza zostata zgromadzona na temat szerokiego
wyptywu mutantéw TP53 na genom, proteom i metabolom, a szczegdlnie wptywu, ktéry bytby
wspadlny dla grupy najczestszych mutacji TP53. Problem czy traktowac najczestsze mutacje w
TP53 jako funkcjonalnie odrebne onkogeny czy jeden onkogen byt nierozwigzany i w zwigzku z
tym szczegdlnie warty kolejnych doswiadczen.

e) Prowadzone do 2012 préby terapeutyczne zwigzane z bezposrednim lub posrednim
hamowaniem zmienionych mutacjami biatek p53, czy reaktywacjg supresorowych wtasciwosci
dzikiego wariantu p53, w wiekszosci nie dawaty znaczacych klinicznie efektéw w monoterapiach.
Strategia wartg dalszych badan bylo zatem racjonalne potgczenie terapeutycznego
wykorzystania mutantéw TP53 i innych lekéw przeciwnowotworowych.

Whioski te byty dalej poszerzane, udoktadniane i aktualizowane w publikowanych w kolejnych latach
krétszych pracach przeglagdowych mojego autorstwa na temat mutantow TP53 (Mantovani et al., 2017;
Walerych et al., 2015; Walerych et al.,, 2016a) oraz w rozdziale ksigzki ,,Mutant p53 and MDM2 in
Cancer” (Girardini et al., 2014), czesto z uwzglednieniem wynikéw badan witasnych, opisanych w
kolejnych punktach ponizszego autoreferatu.

3. Wspdlny molekularny program mutantéw TP53 w komérkach nowotworowych (publikacja 2.
osiggniecia)

Uporzadkowanie wiedzy w publikacji (Walerych et al.,, 2012) pozwolito na zaplanowanie i
przeprowadzenie serii doswiadczen nad onkogenng rolg mutantéw TP53 (Walerych et al., 2016b). Ciag
doswiadczalny opisany w tej publikacji byt w catosci zaplanowany przez mnie, prowadzony pod opieka i
przy konsultacji z prof. Giannino Del Salem, kierownikiem Molecular Oncology Unit, Laboratiorio
Nazionale Consorzio Interuniversitario per Biotechnologie (LNCIB) w Trescie, we Wioszech.
Wspadtautorami publikacji sg osoby specjalizujgce sie w uzyciu konkretnych metod, z osrodkéw
wspotpracujgcych we Wtoszech, w Polsce i w Niemczech. Koordynacja tych wspotprac byta prowadzona
przeze mnie.



Najwazniejszymi wnioskami wynikajgcymi z publikacji (Walerych et al., 2016b) s3:

a) Badanie transkrypcyjnego programu, kontrolowanego przez pie¢ rdéznych endogennych
mutantéw TP53, w pieciu liniach komdrkowych potréjnie negatywnego raka piersi (TNBC),
wskazuje, ze wspdlna dla wszystkich badanych mutantéw TP53 czes¢ tego programu jest
silniej zasocjowana z gorszg prognozy dla pacjentéw raka piersi, niz czesci programu
regulowane specyficznie przez konkretne mutacje TP53. To sugeruje ze przynajmniej piec
badanych mutantéw TP53 zachowuje sie w raku piersi bardziej jak pojedynczy onkogen, niz
grupa onkogendéw o odmiennych szlakach kontroli komérki nowotworowej.

b) Najsilniej zasocjowang ze znanymi szklakami molekularnymi ludzkiej komdérki czesScig
programu wspolnego dla pieciu badanych mutantow TP53 byta grupa gendw kodujgcych
podjednostki proteasomu 26S. Proteasom byt tez najwyrazniej regulowanym komponentem
subkomérkowym w przypadku multi-omicznej analizy jednego mutanta TP53 — kodujacego
wariant R280K p53 w linii komérkowej MDA-MB-231 — zbadanego na potrzeby pracy
metodami proteomiki, traskryptomiki (RNA-seq) i sekwencjonowania po immunoprecypitacji
chromatyny (ChlP-seq). Kontrola gendéw i aktywnosci proteasomu przez inne mutanty TP53
zostata potwierdzona w tkankach pacjentek z rakiem piersi, w liniach komdérkowych raka
trzustki, jelita grubego, jajnika oraz watroby, a takze w tkankach mysiego modelu z
wstawionym zmutowanym mysim genem Trp53, odpowiednikiem ludzkiego TP53.

c) Za posrednictwem maszynerii proteasomu 26S mutanty TP53 wptywajg na znaczng
populacje biatek proteomu komérki nowotworowej, co zostato w pracy zbadane metodami
proteomiki. Zidentyfikowane i zbadane zostaty szlaki molekularne wczesniej nie taczone z
aktywnoscig proteasomu w komédrkach nowotworowych — m.in. wptyw na metabolizm
mitochondridow czy dojrzewanie onkosupersorowych mikroRNA. Ten ostatni proces,
przebiegajgcy poprzez degradowane przez proteasom biatko KSRP, okazat sie miec
najwyrazniejszy wptyw na fenotyp badanych komérek nowotworowych.

d) Badania molekularne wskazaty, ze zmienione mutacjami biatka p53 wigzg i aktywujg
promotory gendéw proteasomu za posrednictwem biatka NRF2 (NFE2L2) — wczesniej
opisanego jako czynnik transkrypcyjny gendéw podjednostek proteasomu i znanego
regulatora odpowiedzi komarki na stres oksydacyjny.

e) Powyzsze wyniki pozwolity na przeprowadzenie przedklinicznych prob terapeutycznych
taczacych hamowanie zmienionych mutacjami biatek p53 i uzycie innych lekdw
antynowotworowych w potrdjnie negatywnym raku piersi. Proby te sg opisane w punkcie 4.

Wyniki z pracy (Walerych et al.,, 2016b) po raz pierwszy powigzaty onkogenng aktywnosc
proteasomu z mikro RNA, poprzez zalezne od zmutowanego TP53 i proteasomu w TNBC biatko KSRP
— regulujgce dojrzewanie szeregu onkosupresorowych miRNA. Réwnoczesnie bratem udziat w
projekcie instytutu badan nad chorobami nowotworowymi Regina Elena w Rzymie, we Witoszech, na
temat bezposredniego wptywu mutantdow TP53 na dojrzewanie mikro RNA. Wyniki zostaty zebrane
w publikacji (Garibaldi et al., 2016), wymienionej jako uzupetniajgca do niniejszego cyklu publikacji.
Gtéwna konkluzjg tej pracy jest pokazanie, ze zmienione mutacjami biatka p53 wigzg i hamujg biatko
p72/p82, zaktdcajgc tym samym prace kompleksu biatka Drosha z pri-miRNA i hamujgc dojrzewanie
licznej populacji onkosupresorowych mikro RNA. W ten sposéb publikacje (Walerych et al., 2016b) i
(Garibaldi et al., 2016) pokazujg odpowiednio posredni (przez proteasom) i bezposredni (poprzez
wigzanie biatka p72/p82) wptyw mutantéw TP53 na ogdlng gospodarke miko RNA w komorkach
nowotworowych. Dowodzi to, ze onkogenna rola zmienionych mutacjami biatek p53 spetniana jest
rownolegtymi, uzupetniajgcymi sie szlakami, prowadzac do ostatecznego efektu pro-
nowotworowego.



4. Terapeutyczne wykorzystanie programu molekularnego mutantéow TP53 do niszczenia
komarek nowotworowych (publikacje 2. i 3. osiggniecia)

W opisanej wyzej pracy (Walerych et al., 2016b) zostato pokazane, iz zmienione mutacjami biatka
p53 wspodtpracujg z biatkiem NRF2 w reakcji kompensacyjnej na zahamowanie proteasomu (tzw.
bounce-back). Skutkuje ona w potrdjnie negatywnym raku piersi (TNBC) opornoscig na terapeutyczne
inhibitory proteasomu - uzywane w klinice z powodzeniem w terapii szpiczakow Bortezomib i
Carfilzomib. W zwigzku z tym potaczenie leku hamujgcego onkogenng aktywno$¢ mutantéw TP53 i
reaktywujgcego czes$¢ funkcji dzikiego biatka p53 (APR-246/PRMIA-1MET) oraz inhibitora proteasomu
(Carfilzomibu) dato efekt synergistyczny w zabijaniu komdrek TNBC. Skutecznos¢ tej kombinacji lekow
zostata w publikacji (Walerych et al., 2016b) potwierdzona in vitro na panelu linii komdrkowych TNBC
oraz in vivo na ortotopowych heteroprzeszczepach komdrek raka piersi u myszy. Badania te zostaty
nastepnie rozszerzone o hamowanie innych aspektow wspdtpracy miedzy mutantami TP53, a biatkiem
NRF2 w publikacji (Lisek et al., 2018). Czes$¢ badan przy rewizji pracy byta prowadzona juz w zaktadanej
przeze mnie w Polsce w roku 2018 Pracowni Multi-omiki Chordob Cztowieka Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej PAN w Warszawie.

Najwazniejsze wnioski wynikajgce z publikacji (Lisek et al., 2018) sg nastepujgce:

a) Geny regulowane przez czynnik transkrypcyjny NRF2 (NFE2L2), zwigzane z jego reakcjg na stres
oksydacyjny, mozna podzieli¢ na dwie grupy w zaleznosci od wptywu mutantéw TP53 —
hamowane i aktywowane przez zmienione mutacjami biatka p53. Do gendéw aktywowanych
przez kompleks zmutowany p53-NRF2 nalezg m.in. geny proteasomu 26S (zgodnie z publikacjg
(Walerych et al.,, 2016b)) czy geny systemu tioredoksyny (TXN, TXNRD1). Do gendéw
hamowanych przez kompleks mutant p53-NRF2 nalezy m.in. gen hemooksygenazy | (HMOX1).
Jest to odmienny efekt na dziatanie NRF2 od znanego wczesniej wptywu innych wiodgcych
onkogendéw w nowotworach cztowieka — np. K-RAS czy C-MYC — ktére aktywujg wszystkie
zbadane geny zalezne od NRF2.

b) We weczesniejszej publikacji (Walerych et al., 2016b) zostata okreslona domena zmienionych
mutacjami biatek p53, odpowiadajgca za interakcje z NRF2. Jest to centralna domena p53,
wigzgca DNA (ang. DNA-biding domain, DBD). W pracy (Lisek et al., 2018), dzieki
trzydziestoaminokwasowym peptydom pokrywajacym catg DBD biatka p53, rejon interakcji
obydwu biatek zostat okreslony doktadniej — na pierwsze 30 aminokwaséw DBD (aminokwasy
98-128 petnej dtugosci biatka p53). Peptyd ten, przy silnej nadprodukcji ekotopowej, efektywnie
konkurowat z interakcjg mutant p53 — NRF2 oraz z efektami funkcjonalnymi mutantéw p53 na
NRF2 — zaréwno z aktywacjg jak i hamowaniem gendw zaleznych od NRF2.

c) Powyzszy wynik wskazywat posrednio, ze zarowno aktywacja jak hamowanie gendow zaleznych
od NRF2 przez zmienione mutacjami biatka p53 mogg mie¢ znaczenie dla promowania
onkogennych zmian komoérek zaleznych od mutantéw TP53. Efekt ten zostat zbadany na
przyktadzie gendéw tioredoksyny (TXN, aktywowany przez mutanty TP53) i hemooksygenazy |
(HMOX1, hamowany przez mutanty TP53). Biatko TXN promowato zywotnos¢ i migracje
badanych komdrek nowotworowych potréjnie negatywnego raka piersi (TNBC), podczas gdy
biatko HO-1 (kodowane przez HMOX1) hamowato zywotnos¢ i migracje tych samych komorek,
szczegblnie w obecnosci stresu oksydacyjnego. Wynik ten oznaczat, ze mutanty TP53
podtrzymujg zywotnos$é i migracje komodrek specyficznie aktywujac zalezne od NRF2 geny
sprzyjajace przezyciu komérek nowotworowych, jednoczesnie hamujgc zalezne od NRF2 geny
mogace zabi¢ te komadrki. Efekt ten byt szczegdlnie wyrazny w obecnosci stresu oksydacyjnego,
indukowanego w doswiadczeniach in vitro na podobnym poziomie jak naturalnie wystepujgcy w
guzach nowotworowych.

d) W celu terapeutycznego wykorzystania poznanego mechanizmu potgczone zostaty dwie
substancje lecznicze — indukujacy stres oksydacyjny Auranofin i hamujgcy onkogenng aktywnos¢
mutantéw TP53 APR-246 (PRMIA-1MET). Substancje wykazaty synergistyczny efekt usmiercania
komorek in vitro zalezny od stresu oksydacyjnego, specyficznie gdy byt w nich obecny mutant
TP53. Wyniki oznaczaty to, ze badane komodrki nowotworowe TNBC, w ktorych obecne s3



mutanty TP53, nie mogg skutecznie bronic¢ sie przed stresem oksydacyjnym, gdy zahamuje sie
zmienione mutacjg biatko p53.

Podsumowujac, w otrzymanych w tym cyklu publikacji wynikach opisane zostaty przynajmniej trzy
nieznane wczesniej sposoby hamowania lub/i zabijania komoérek nowotworowych z mutantami TP53 —
zastosowanie kombinacji inhibitora proteasomu Carfilzomibu i APR-246 (Walerych et al., 2016b),
peptydu zawierajgcego aminokwasy 98-128 biatka p53 (najtrudniejsze do ewentualnego zastosowania in
vivo ze wzgledu na konieczno$¢ wprowadzania do guza wektora kodujgcego peptyd) i kombinacji
Auranofin + APR-246 (Lisek et al., 2018). Pierwszy z tych protokotow, ze wzgledu na najdoktadniejsze
przetestowanie na heteroprzeszczepach u myszy, zostat przekazany do przeprowadzenia testu
klinicznego u pacjentek TNBC na oddziale onkologicznym szpitala w Bergamo, Wtochy.

Wyniki zawarte w pracy (Lisek et al.,, 2018) dodaty tez istotng wiedze na temat funkcjonowania
biatka NRF2 w komadrkach nowotworowych. Biatko NRF2 jest znane zaréwno z efektéw hamujgcych
rozwdéj guzéw na wczesnym etapie, jak i wspomagania wzrostu i przerzutéw rozwinietych nowotworow
(Menegon et al., 2016). Nasze badania pokazaty po raz pierwszy jak zaréwno pro- i antynowotworowe
funkcje NRF2 mogg by¢ rdéznicowo kierowane przez jedno onkogenne biatko — zmienione mutacjg
punktowg p53 — i wprowadzone na droge promowania fenotypu nowotworowego.

5. Relacja miedzy dzikim wariantem biatka p53 a jego wariantami zmienionymi przez mutacje —
odkrycie efektu ,,pozytywnej dominacji” dzikiego wariantu p53 (publikacja 4. osiggniecia)

W okresie poprzedzajgcym powyisze badania prowadzitem funkcjonalne, biochemiczne
doswiadczenia nad dzikim wariantem biatka p53. Wiekszos¢ badan biochemicznych z uzyciem
oczyszczonych biatek, w warunkach in vitro, zostata zawarta w mojej pracy doktorskiej (uzyskana w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, 2008). Po uzyskaniu stopnia doktora prowadzitem
dodatkowe doswiadczenia gtéwnie nad relacjg dzikiego i zmutowanych wariantéw TP53 w ludzkich
komdrkach. Sumarycznie wyniki te zawarte zostaty w dwdch pracach wymienionych jako uzupetnienie
gtéwnego cyklu osiggniecia (Walerych et al., 2010; Walerych et al., 2009). Zaréwno wyniki wykorzystane
pracy doktorskiej, jak uzyskane po jej otrzymaniu, przy wspoétudziale innych autoréw publikacji
(doktadnie - niezawarte w pracy doktorskiej byty: ryc. 1,2 i 5 publikacji (Walerych et al., 2009) oraz Ryc.
1,2 i 4 publikacji (Walerych et al., 2010)) wskazywaty, ze dziki wariant p53 podlega podobnym
mechanizmom regulacji konformacji i aktywnosci, jak zmienione mutacjami warianty p53. Mechanizmy
te mogg promowac odpowiednio: wspomaganie onkosupresorowej funkcji dzikiego wariantu TP53 lub
onkogennej roli mutantéw TP53. W wymienionych dwdch pracach zostato to pokazane na przyktadzie
biatek opiekuniczych — z rodzin Hsp90, Hsp70 i Hsp40. Biatka te potrafig skutecznie zapobiegaé
termicznej inaktywacji dzikiego wariantu biatka p53 w warunkach fizjologicznych dla ludzkiej komorki
(37°C), jak i w przypadku krétkotrwatego stresu termicznego. Gdy jednak wigzg zmienione mutacjami
punkowymi warianty p53 — nie mogg przywrdcic ich natywnej konformacji i aktywnosci, stabilizujg je i
przyczyniajg sie do wzmocnienia aktywnosci onkogennej zmutowanych wariantéw genu TP53 w
komérkach (Walerych et al., 2010; Walerych et al., 2009).

Powyzsze obserwacje spowodowaty, ze juz przed rokiem 2010 rozpoczatem osobny projekt
poswiecony relacji dzikich i zmienionych mutacjami biatek p53, w przypadku gdy znajdujg sie
jednoczesnie w komadrce — np. w sytuacji heterozygotycznej komarki +/mut TP53. Celem projektu byto
wyjasnienie jak wydajnie oligomeryzujg dzikie i zmienione mutacjami biatka p53 oraz ktére z nich
»przewaza” funkcjonalnie. Ze wzgledu na stabg wiedze na temat szczegdétéw mechanizmdéw uzyskiwania
onkogennych funkcji przez mutanty TP53 przed rokiem 2010, badania te udato sie dokornczy¢ dopiero
dzieki innym publikacjom tego cyklu, a w szczegdlnosci pracy (Walerych et al., 2016b), ktéra pokazata
wspadlny dla wielu mutantéw TP53 program molekularny (opisany wyzej, w punkcie 3). Cato$¢ wynikdw
badan tego projektu, uzyskanych zaréwno przed 2010 rokiem (zadne z nich nie zostaty zawarte w pracy




doktorskiej), jak i w latach 2016-8, zostata ostatecznie opublikowana w manuskrypcie (Walerych et al.,
2018).

Najwazniejsze wnioski wynikajgce z publikacji (Walerych et al., 2018) sg nastepuijace:

a) Wydajnos¢ specyficznej oligomeryzacji (dimeryzacji i tetrameryzacji) biatek p53 z
fluorescencyjnymi znacznikami molekularnymi CFP i YFP mozna zmierzy¢ iloSciowo w zywych
komadrkach metodg bezpromienistego transferu energii — FRET (Forster Resonance Energy

Transfer). Pomiarow mozna dokonywaé zaréwno na populacjach komérek w zawiesinie - za
pomocg spektrofluorymetrii, jak w pojedynczych komérkach i ich kompatmentach - za pomoca
mikroskopii konfokalne;.

b) Pomiary wydajnosci FRET w ludzkich komérkach raka ptuca wykazaty po raz pierwszy, ze dziki
wariant biatka p53 oligomeryzuje wydajniej niz warianty p53 zmienione mutacjami punktowymi,
czesto wystepujgce w nowotworach cztowieka. Wynik ten zostat uzyskany poprzez bezposrednie
pomiary FRET, konkurencje z FRET nieznakowanymi wariantami p53 i potwierdzony metoda
koimmunoprecypitacji.

¢) Funkcjonalnym skutkiem wydajniejszej oligomeryzacji dzikiego wariantu biatka p53 jest
nieopisany wczesniej efekt ,dominacji pozytywnej” — inaktywacji onkogennych funkcji
zmienionych mutacjami wariantéw p53 przez dzikie biatko p53. Onkogenny efekt funkcjonalny
mutantéw TP53 zostat zmierzony m.in. dzieki monitorowaniu aktywacji transkrypcji gendéw
proteasomu 26S, na podstawie metod z wczesniejszych publikacji (Lisek et al., 2017; Walerych et
al.,, 2016b). ,,Dominacja pozytywna” wspodtistnieje ze znanym w badaniach nad biatkiem p53
efektem odwrotnym - ,dominacjg negatywng”, czyli hamowaniem dzikiego wariantu p53 przez
warianty zmienione mutacjami. ,,Dominacja pozytywna” jest jednak wydajniejsza. ,Dominacja
pozytywna” zachodzi w sposdb statystycznie znaczacy juz przy stosunku ilosciowym ok. 1:1
dzikiego do zmutowanych p53 w komodrce, podczas gdy wydajna ,dominacja negatywna”
wymaga przynajmniej dwukrotnej przewagi iloSciowej zmienionych mutacjami wariantéw p53.

Wyniki te po raz pierwszy pokazatly, iz oligomeryzacja biatka p53 nie jest jednakowo wydajna dla
dzikich i zmienionych punktowymi mutacjami onkogennymi wariantéw p53, a takze, iz dzikie warianty
p53 mogg inaktywowac¢ zmutowane. Ma to wiele punktéw odniesienia i jest czesto potwierdzane w
szeregu publikacji innych autoréw opisanych w dyskusji pracy (Walerych et al., 2018). Publikacje te
pokazujg jak dziki wariant p53 przewaza funkcjonalnie nad zmutowanymi w mysich modelach
nowotworzenia zaleznych od mutacji w genie Trp53, oraz iz dziki allel TP53 jest najczesciej
inaktywowany przez mechanizmy utraty heterozygotycznosci (LOH) u pacjentdw z nowotworami
zawierajgcymi mutacje TP53. Whnioski z publikacji (Walerych et al., 2018) w zaden sposdb nie zaprzeczajg
silnej onkogennej roli mutantéw TP53 — pokazujg jedynie, ze funkcjonalna dominacja dzikiego wariantu
p53 wymusza bardzo czestg w nowotworach akumulacje zmienionych mutacjami biatek p53 oraz
eliminowanie z komdrek nowotworowych dzikiego wariantu p53. Opisywany w licznych publikacjach
efekt negatywnej dominacji mutantéw TP53 jest obecny, ale jedynie przy duzej przewadze iloSciowe;j
mutantéw p53 nad dzikim p53 — podczas gry zwykle w komérkach nowotworowych dziki wariant p53
jest zupetnie eliminowany z komoérek.

Wyizsza wydajnos$¢ oligomeryzacji i dominacja funkcjonalna dzikich wariantéw p53 potwierdzajg
natomiast zasadnos$¢ stosowania i poszukiwania sposobéw na zahamowanie zmienionych czestymi
mutacjami punktowymi wariantéw p53, przy jednoczesnej reaktywacji antynowotworowych witasciwosci
dzikiego wariantu biatka p53. Takie wtasnie cechy posiada lek APR-246 (PRMIA-1MET), ktorego uzycie w
nowych protokotach przedklinicznych zostato opisane w punkcie 4.

10



5. Pozostate osiggniecia naukowo-badawcze:

a) dziatalno$¢ dydaktyczna - promotor pomocniczy w: pracy magisterskiej (mgr tukasz Zyta, 20009,
obroniona na SGGW, Warszawa), trzech pracach doktorskich obronionych (dr Carolina Marotta, dr
Valeria Capaci, dr Kamil Lisek — Uniwersytet w Triescie, Wtochy, 2013-15) i jednej pracy doktorskiej w
toku (mgr Zuzanna Staszczak, IMDiK PAN, Warszawa). Prowadzenie cyklu wyktadéw o biologii
molekularnej nowotworéw dla studentéw i doktorantéw uniwersytetu w Trie$cie — jezyk angielski i
wtoski (2012-2015). Doniesienia zjazdowe (plakaty lub/i seminaria) na ok. 20 miedzynarodowych
konferencjach naukowych w latach 2003-2018.

b) dziatalno$¢ popularyzatorska - prowadzenie zaje¢ laboratoryjnych dla stypendystéow Krajowej
Fundacji na Rzecz Dzieci (2002-2006). Organizacja warsztatow i zaje¢ warszawskiego Festiwalu Nauki
(m.in. pomyst i prowadzenie panelu ,Ewolucja Zycia na Ziemi — duchowni i naukowcy w dyskusji” oraz
warsztatow — ,Klonujemy gen” i ,Zbadaj swdj DNA” — lata 2000-2008). Ttumaczenie artykutéw dla
czasopisma ,Swiat nauki” (2005-2007). Przygotowanie pokazéw popularyzatorskich dla szerokiej
publicznosci w ramach ,,Dnia otwartego” Jednostki Onkologii Molekularnej, LNCIB, Triest, Wtochy (2012-
2016).

c) dziatalno$é organizacyjna - Prowadzenie merytoryczne zespotu trojga badaczy/doktorantow w
ramach Jednostki Onkologii Molekularnej, LNCIB, Triest, Wtochy (2012-2016). Pomyst naukowy i
zdobycie funduszy na zatozenie Samodzielnej Pracowni Multi-omiki Choréb Cztowieka w Instytucie
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN (2016-2018). Od roku 2018 — kierowanie Pracownig Multi-
omiki Choréb Cztowieka IMDiK PAN — zakup wyposazenia, zatrudnienie pracownikéw, organizacja
wspotpracy naukowych, realizacja od 2018 roku jako kierownik tgcznie 4 grantéw z Narodowego
Centrum Nauki i Komisji Europejskiej. Wiecej informacji na stronie internetowej pracowni:
http://imdik.pan.pl/pl/dzialalnosc-naukowa/zaklady-badawcze/1067-pracownia-multi-omiki-chorob-
czlowieka
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