Badanie nowych rél biatka ADAR1 w nowotworach; udziat w tworzeniu neoantygenéw, powigzanie z
biatkiem p53 oraz wptyw terapii przeciwnowotworowych na aktywnos¢ biatka ADAR1

Powody dla ktérych podjeto ten temat:

Najbardziej rozpowszechnionym i najlepiej zbadanym typem modyfikacji RNA, ze 170 znanych, jest edycja
RNA z udziatem biatka ADARL. Proces ten moze powodowac powstawanie réznych form danego biatka, a
zwiekszony poziom edycji RNA obserwowany jest w nowotworach. Enzym ADAR1 odpowiada za zmiane
adenozyny w czasteczce dwuniciowego RNA (dsRNA) w inozyne. Ten mechanizm odgrywa znaczacy role w
rozpoznawaniu przez komérke wtasnych i obcych (np. wirusowych) czgsteczek RNA. Inozyna w czasteczkach
dsRNA jest rozpoznawana przez mechanizmy nieswoistej odpowiedzi odpornosciowe] i taka czasteczka
dsRNA jest traktowana jako ,wtasna”. Dlatego w przypadku braku biatka ADAR1, obecne w komorce
czasteczki dsRNA bez inozyn (nieedytowane) sg rozpoznawane jako wirusowy materiat genetyczny, co
uruchamia nieswoistg odpowiedz immunologiczng i prowadzi do $mierci komérki. Brak ADAR1 moze rowniez
prowadzi¢ do zmian w procesie wycinania intronéw z transkryptéw (splicing). Natomiast, wysoki poziom
biatka ADAR1 (takze obserwowany w wielu nowotworach) powoduje zbyt wysoki poziom edycji RNA, co moze
prowadzi¢ do zmian w sekwencji aminokwasowej biatek w komdrkach nowotworowych. Zaréwno
nieprawidtowy splicing jak i zbyt wysoki poziom edycji RNA moze prowadzi¢ do prezentacji peptydow
nowotworowych (o zmienionej sekwencji aminokwasowej) przez czasteczki MHC klasy | na powierzchni
takich komérek. Tym samym, zardwno brak jak i zbyt duzy poziom biatka ADAR1 moze skutkowac
powstaniem antygendw nowotworowych, ktdore potencjalnie mogtyby zosta¢ wykorzystane jako marker
diagnostyczny w nowotworach. Obecnie nie s3g znane wszystkie przyczyny powstawania antygendw
nowotworowych (mogg pochodzi¢ z egzondw, introndéw, obrébki w proteasomie, czy modyfikacji
potranslacyjnych). Dlatego w naszym projekcie chcemy zbadac efekty edycji RNA na powstawanie antygenow
nowotworowych, by stworzyé ogdlny model powstawania antygendw nowotworowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem edycji RNA.

Cel projektu:

Planowane badania majg na celu zidentyfikowanie w ujeciu globalnym miejsc edycji RNA z udziatem ADARL.
Uzyskane dane zostang wykorzystane do identyfikacji peptydédw pochodzacych z edycji RNA i
prezentowanych na powierzchni komérek nowotworowych. Wyniki te pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie czy
peptydy powstate na skutek zwiekszonej edycji RNA lub jej braku sg prezentowane na powierzchni komdrek
nowotworowych. Ponadto nasze badania wykazg ktére z miejsc edytowanych w RNA zalezg od biatka p53
(gtéwny supresor nowotworowy). Ostatnim celem naszego projektu jest wykrycie miejsc edycji RNA zaleznej
od ADAR1 pojawiajacych sie w nastepstwie odpowiedzi na zastosowanie czynnikdéw uszkadzajacych DNA
stosowanych powszechnie w leczeniu nowotwordw. Odpowiedz na te pytania jest niezwykle istotna, jako ze
zmiany w edycji RNA po zastosowaniu przeciwnowotworowych czynnikdéw uszkadzajagcych DNA lub
niestabilnos¢ chromosomowa bedgca nastepstwem utraty biatka p53 w rozwoju nowotworu mogg miec
wplyw na rodzaj prezentowanych neoantygendw, a w konsekwencji na wykrywanie komorek
nowotworowych przez komarki uktadu odpornosciowego.

Opis badan:

W pierwszym roku projektu planujemy stworzy¢ 8 linii komérkowych z podwyzszong lub obnizong ekspresjg
biatka ADAR1. Ich materiat genetyczny zostanie zsekwencjonowany (RNA-seq), a peptydy powstate w wyniku
edycji RNA, prezentowane przez MHC klasy | zostang zidentyfikowane z uzyciem spektrometrii mas. W ciggu
drugiego roku stworzymy linie komdrkowe z wyciszong ekspresjg genu p53, ktérych materiat genetyczny
zostanie zsekwencjonowany (RNAseq). W trzecim roku planujemy poddaé¢ wyjsciowe (niepoddane
modyfikacjom) linie komdérkowe dziataniu wybranych lekéw/terapii przeciwnowotworowych (cisplatyna i
radioterapia), a nastepnie okreslimy zmiany w poziomie edycji RNA (dane z RNAseq).

Najwazniejsze spodziewane efekty:

Zweryfikujemy teorie, ze zmiany edycji RNA zaleznej od ADAR1 prowadzg do zmiany prezentowanych
antygenow nowotworowych. Pozyskamy réwniez wiedze na temat zmian w edycji RNA pojawiajgcych sie w
nastepstwie ekspozycji komodrek nowotworowych na dziatanie lekéw przeciwnowotworowych
uszkadzajgcych DNA. Zbadamy tez czy brak/obnizona ekspresja genu p53 wptywa na edycje RNA.



