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1. Gtdwnym celem projektu jest zbadanie roli kanatéw jonowych potencjatu przejsciowego (TRP) ankiryny 1
(TRPA1) oraz melastatyny 2 (TRPM2) w fizjologii limfocytéw T w kontekscie hipoksji oraz ich zaangazowania
w potencjalng regulacje odpowiedzi immunologicznej.

Limfocyty T sq komdrkami uktadu odpornosciowego, zaangazowanymi w reakcje obronne przeciwko
patogenom, takim jak wirusy, ale takze odgrywajace kluczowg role w przypadku nowotwordw i chordb
autoimmunologicznych. Biologia limfocytéw T jest jednak zlozona i wiele czynnikéw reguluje ich prawidtowe
funkcjonowanie. Obecnie powszechnie wiadomo, ze na odpowiedz immunologiczng moga wptywac takie
czynniki jak temperatura, pH czy hipoksja. Hipoksja jest dobrze udokumentowana jako czynnik negatywnie
wplywajacy na fizjologie limfocytéw T, hamujacy ich aktywacje, cytotoksycznos¢ czy metabolizm. Co wazne,
obecne dane wskazuja, ze tzw. metaboliczne punkty kontrolne majg duze znaczenie w regulacji funkcji
limfocytow T.

Kanaty jonowe TRP sg rodzing receptorow, ktdre reagujg na rézne bodzce ze $rodowiska zewnetrznego i
przekazujg informacje do wnetrza komorki za pomocg m.in. sygnalizacji wapniowej. Dwa biatka z rodziny
kanatow TRP, a mianowicie TRPA1i TRPM2, moga by¢ aktywowane przez hipoksje i nastepujacy po niej stres
oksydacyjny. Z tego wzgledu nasza hipoteza zaktada istnienie zwigzku miedzy hipoksjg a TRPA1 i -M2, ktéry
potencjalnie moze wptywac na fizjologie limfocytéw T, na przyktad w mikro$rodowisku nowotworowym.
Metody:

Nasz model badawczy opiera si¢ na pierwotnych ludzkich limfocytach T, izolowanych z krwi zdrowych dawcéw.
Projekt bedzie skupiat sie na hipoksji oraz kanatach jonowych TRPA1 i TRPM2. W pierwszym kroku ustalimy
ekspresje TRPA1 i TRPM2 w odpowiedzi na hipoksje, korzystajac z technik real time PCR, Western Blot, i
skorelujemy to z procesem aktywacji limfocytéw T. Aby potwierdzi¢ aktywacje i wiasciwg odpowiedz na




hipoksje, sprawdzimy réwniez poziomy ekspresji markeréw aktywacji (np. CD69, CD25) oraz markeréw
hipoksji (np. HIF1-a). Ponadto, zbadamy role TRPA1 i TRPM2 w ,wyczuwaniu” hipoksji, stosujac inhibitory
TRPA1 i TRPM2. Inhibitory TRPA1 i TRPM2 zostang zweryfikowane przy uzyciu testu Fura-2 pozwalajacego
na pomiar stezenia jondw wapnia. Ocenia¢ bedziemy, czy hamowanie TRPA1 i TRPM2 wplywa na fizjologie
limfocytow T pod wzgledem aktywacii, proliferacji, apoptozy, cytotoksyczno$ci (produkcji granzymu B i
perforyny przez komérki CD8+), produkcji wybranych cytokin oraz ekspresji czasteczek kontrolujacych
odpowiedz immunologiczng, np. PD-1. Do analizy wykorzystamy cytometrie przeptywowa, ELISA, real time
PCR oraz Western Blot. Dodatkowo, ocenimy wptyw hamowania TRPA1 i TRPM2 na metabolizm limfocytow
T, analizujgc ich oddychanie przy uzyciu Oxygraph, produkcje reaktywnych form tlenu (ROS), poziomy
mleczanu i ATP wewnatrzkomérkowego.

Wptyw wynikow:

Wyniki projektu moga przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia biologii limfocytow T i odpowiedzi
immunologicznej, szczegolnie w kontekscie hipoksji w mikrosrodowisku nowotworowym (TME). Co
najwazniejsze, wyniki projektu moga réwniez umozliwi¢ opracowanie nowatorskich strategii leczenia choréb
autoimmunologicznych i nowotworowych oraz poprawe immunoterapii opartej na limfocytach T.

Doktorat bedzie realizowany w ramach projektu NCN.

Promotor pomocniczny: dr Joanna Katarzyna Bujak (Instytut Biologii, SGGW)

2. Gtéwnym celem projektu jest zbadanie mechanizmu uszkodzer i naprawy DNA po ekspozycji na czynnik
genotoksyczny, substancje rakotworcza - pyt miejski (PM, ang. particulate matter), ze szczegoinym
uwzglednieniem roli kanatéw jonowych w odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA damage
response). Chociaz mechanizmy DDR zostaly szeroko zbadane, wigkszo$C prac koncentruje si¢ na
sygnalizacji, w ktdrej posrednicza biatka cytozolowe lub jadrowe, a nie biatka zwigzane z btong - kanaty
jonowe. Do naszych badan wybralismy biatko, ktore jest kluczowym regulatorem fizjologii komdrki — kanat
potasowy o duzej przewodnosci aktywowany wapniem (BKCa, KCa1.1, KCNMA1). Biatko to jest obecne w
wielu roznych typach komorek. Wykazano jego obecno$¢ réwniez w ludzkich komérkach nabtonkowych
oskrzeli (HBE, ang. human bronchial epithelial cells) naszego uktadu oddechowego — pierwszej bariery
kontaktowej wdychanych czastek, w tym PM.

Wedtug ostatnich badan wdychanie czastek statych prowadzi do uszkodzenia DNA. Jednak aktualna wiedza
na temat udziatu kanatu BKCa w odpowiedzi na uszkodzenia DNA i naprawy po ekspozycji na PM jest
ograniczona. W zwigzku z tym, w oparciu o badania wstepne postawilismy hipoteze, ze kanat potasowy BKCa
moze by¢ kluczowym elementem odpowiedzi na uszkodzenie DNA komorki, aktywowanym przez PM. Po
pierwsze, aby przetestowa¢ naszg hipoteze, wygenerowali$my linig komdrkowa HBE z delecja podjednostki a
kanatu BKCa (HBE AaBKCa) przy uzyciu technologii CRISPR/Cas9. Ponadto ekspozycja na PM spowodowata
wzrost dwuniciowych peknie¢ DNA w komérkach HBE AaBKCa w poréwnaniu z grupami kontrolnymi, co po
raz pierwszy sugeruje role BKCa w odpowiedzi na uszkodzenie DNA. Aby przetestowa¢ nasza hipoteze,
popartg wstepnymi wynikami, realizacja projektu obejmie nastepujace zadania badawcze:

a) Ocena skutkéw biologicznych indukowanych przez PM na poziomie komérkowym, w tym przezywalnosci
komorek, proliferacji, apoptozy, cyklu komérkowego, detekcja oraz analiza réznych typéw uszkodzerh DNA
przy uzyciu mikroskopii konfokalnej, cytometrii przeplywowej i nowatorskich platform o wysokiej
przepustowosci.

b) Analiza ekspresji genow zwiazanych ze szlakiem sygnalizacji cyklu komérkowego, uszkodzen i naprawy
DNA po ekspozycji na PM z wykorzystaniem linii komérkowej HBE wt oraz HBE AaBKCa dwiema metodami:
real-time PCR oraz technikg sekwencjonowania wysokoprzepustowego oraz walidacja wybranych szlakow
DDR na poziomie biatek z wykorzystaniem techniki western blot.

c) Farmakologiczna modulacja kanatéw BKCa: z wykorzystaniem specyficznych aktywatoréw i inhibitorow
kanatéw BKCa w celu modulacji aktywnosci kanatéw w komérkach HBE typu dzikiego i zbadania wptywu na
markery DDR, wydajnos¢ naprawy DNA, przezywalno$¢ komoérek i apoptoze.

Uzyskane wyniki w niniejszym projekcie przyczynig si¢ do poszerzenia wiedzy z zakresu kanatéw jonowych, a
tym samym do lepszego zrozumienia mechanizmdw odpowiedzi komdrkowej na uszkodzenia DNA. Ponadto
uzyskane w projekcie analizy transkryptomiczne szlakéw DDR mogg réwniez wskaza¢ na kanat BKCa jako
nowy czynnik modulujacy wrazliwo$¢ komoérek nie tylko na PM jako czynnik uszkadzajacy DNA, ale takze na
inne czynniki genotoksyczne, takie jak promieniowanie, szeroko stosowane w wielu terapiach
przeciwnowotworowych. Zrozumienie molekularnych mechanizméw odpowiedzi na uszkodzenia DNA na
genotoksyczne czynniki $rodowiskowe, w tym PM, moze rowniez dostarczy¢ informacji na temat opracowania
nowych strategii leczenia choréb neurodegeneracyjnych i raka ptuc.
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