STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Analiza mechanizmu sygnalizacji oraz funkcji receptora
PD1 w kostniakomiesaku.
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Terapia nowotworéw zostata zrewolucjonizowana przez inhibitory immunologicznych punktéw
kontrolnych skierowane przeciwko osi PD1/PDL1, pelniacej role hamulca dla uktadu immunologicznego.
Pomimo sukcesu terapeutycznego, niektorzy pacjenci nie reagujg na terapie lub ich stan szybko sie pogarsza
z powodu niezupetnie wiadomego mechanizmu. Badania przeprowadzone w réznych typach nowotworéw
wykazaly, zZe ekspresja receptora PD1 nie jest obecna wytacznie na komoérkach odpornosciowych, ale takze
na komoérkach nowotworowych. Ponadto, w zalezno$ci od rodzaju nowotworu, PD1 moze dziata¢ zar6wno
jako promotor, jak i supresor wzrostu nowotworu oraz moze stanowi¢ mechanizmem opornosci na terapie
PD1/PDL1. Ograniczona odpowiedz na inhibitory PD1/PDL1 zostala réwniez zaobserwowana
w kostniakomiesaku. Celem tych badan bylo ustalenie, czy nowotworowy receptor PD1 moze
by¢ odpowiedzialny za ograniczong skuteczno$¢ inhibitorow PD1/PDL1 w kostniakomiesaku

oraz charakteryzacja funkcji PD1 i opisane jego interakcji z innymi biatkami w komérkach kostniakomiesaka.

Nasze wyniki wykazaly zaréwno powierzchniows, jak i wewnatrzkomérkowa ekspresje biatka PD1
w komoérkach U20S kostniakomiesaka. Wyciszenie genu PDCD1 znaczgco zwiekszyto migracje komdrek
iich przezywalnos$¢. Analiza proteomiczna technikg LC-MS/MS wykazata, ze zmiany w ekspresji PD1 istotnie
wptynety na proteom komérek U20S. Narzedzia stuzace od interpretacji wielkoskalowych danych, GO i GSEA,
jednoznacznie pokazaly, ze wyciszenie PDCD1 prowadzi do wzrostu poziomu biatek zaangazowanych
we wzrost komorek, migracje oraz mobilno$¢, co odpowiada efektom, ktére zaobserwowaliSmy w testach
laboratoryjnych. Analiza oddziatywan biatek, ktérych poziom najbardziej ulegt zmianie przy uzyciu bazy
danych STRING, wskazata na ich role w sygnalizacji mTORC1, adhezji komoérkowej oraz przerzutach
nowotworowych, sugerujac, ze nowotworowy PD1 w kostniakomiesaku moze dziata¢ jako supresor wzrostu

nowotworu.

Sciezka sygnalizacji PD1 zostata dobrze scharakteryzowana w limfocytach T, jednak rola jaka petni
w nowotworach wrcigz podlega dyskusji i nadal niewiele wiadomo o oddziatywaniach biatkowych
nowotworowego PD1. Badania interaktomu na szeroka skale, jakie przeprowadziliSmy metoda LC-MS/MS
zidentyfikowaty dotychczas nieznang interakcje miedzy PD1 i AXL (receptor kinazy tyrozynowej UFO).
Interakcja ta zostala potwierdzona metodami PLA i Western Blot. Dokowanie molekularne, uzyte
do scharakteryzowania interakcji, dodatkowo potwierdzito odzialywanie biatkowe i wykazato, ze zachodzi
ono w domenach wewnatrzkomérkowych obu biatek. Zgodnie z naszymi danymi eksperymentalnymi,
mutacje w resztach tyrozynowych PD1 podlegajacych fosforylacji nie przerwaty wigzania PD1 z AXL. Jednak
analiza in silico wykazata, ze w zalezno$ci od mutacji, kompleks biatkowy podtrzymywany byt przez inne

typy wiazan, sugerujac zréznicowana site i powinowactwo kompleksu.

Podsumowujac, nasze badania opisuja uprzednio nieznane funkcje biatka PD1 przez komérki
kostniakomiesaka oraz stanowig Zrddto informacji o szlaku sygnalizacji PD1 w komérkach nowotworowych.
Ponadto, analiza odzialywan biatkowych PD1 zidentyfikowata nowg interakcje pomiedzy PD1 a AXL.
W $wietle badann naukowych i klinicznych, ktére wykazaty lepsza odpowiedZ na inhibitory PD1/PDL1
w potaczeniu z inhibitorami AXL, nasze wyniki moga rzuca¢ nowe $wiatto na lezacy u podstaw tej odpowiedzi
mechanizm. Niemniej jednak, dalsze prace nad znaczeniem nowotworowego receptora PD1 s3 niezbedne,

aby zrozumie¢ jego znaczenie terapeutyczne i poprawi¢ bezpieczenstwo i skuteczno$¢ immunoterapii.



