Uzyskanie przez komérki zdolnosci do nieograniczonych podziatéw jest kluczowym etapem

w procesie nowotworzenia. Jest to mozliwe gtéwnie dzieki przywréceniu aktywnosci telomerazy. Wykazano, ze enzym ten jest
aktywny w ok. 80 - 90% komorek nowotworowych, natomiast nie obserwuje sie tej aktywnosci w wiekszosci komorek
somatycznych organizmu. Wieloczynnikowos$¢ procesu nowotworzenia sktania do wykorzystania strategii wyciszenia telomerazy,
co w potgczeniu

z podaniem cytostatykow i/lub radioterapig moze sie przyczyni¢ do zmniejszenia dawek lekdw

i promieniowania koniecznych do wywotania $mierci komérkowej. Strategia wptywu na komorki nowotworowe uwzgledniajgca
regulacje telomerazy jest obecnie czesto stosowana (nukleotydy antysensowe, rybozymy, witamina D, stabilizatory
kwadruplekséw, wektory adenowirusowe), Prowadzono wiele badan dotyczacych regulacji telomerazy, jednak proces ten
pozostaje niejasny. Zroznicowane mechanizmy $mierci komorkowej, wliczajac autofagie, katastrofe mitotyczng oraz nekroze, a w
kontekscie terapii przeciwnowotworowej, réwniez proces starzenia sie, posiadajg wiele obszaréw wspélnych. Problemem w
identyfikacji niektérych mechanizmdw jest rowniez ztozonos¢ tych proceséw oraz istnienie mechanizmu alternatywnego
wydtuzania telomeréw niezaleznego od telomerazy (ang. Alternative Telomere Lenghtening, ALT). W efekcie powstaje trudnosé
w ocenie zaleznosci przyczynowo-skutkowych oraz wykorzystania tej wiedzy w zwalczaniu komérek nowotworowych. Poznanie
tego mechanizmu pozwoli w przysztosci na zastosowanie terapii wykorzystujgcej wysoce specyficzng interferencje RNA, ktérej
celem bedzie wyeliminowanie komdrek nowotworowych. Wykazano, ze wzrost ekspresji telomerazy w komérkach
nowotworowych koreluje z wiekszg lekoopornoscia, dlatego w projekcie zbadana zostanie skuteczno$¢ przeciwnowotworowa
zahamowania aktywnosci telomerazy z jednoczasowa chemio- i radioterapig.

Telomeraza jest kompleksem biatkowym sktadajacym sie z dwdch gtéwnych podjednostek: R TERT o aktywnosci odwrotnej
transkryptazy oraz hTR bedacej matryca dla syntezy telomerdw. Ponadto w celu prawidtowego funkcjonowania telomerazy
wymagana jest obecnos¢ biatek kompleksu szelteryny oraz, miedzy innymi, dyskeryny czy hsp90. Dotychczasowe badania nad
wykorzystaniem zjawiska interferencji RNA w celu wyciszenia telomerazy pokazaty wptyw na zahamowanie proliferacji i wzrost
apoptozy komdrek nowotworowych.

Do tej pory jedynie kilka badan wykazato przydatnos¢ wyciszenia podjednostki TERT za pomocg siRNA w leczeniu nowotworéw
rejonu gtowy i szyi. Jednak mechanizm, w przypadku wykorzystania lentiwiruséw, jako narzedzia niosacego spinke stabilnie
wyciszajaca ekspresje telomerazy w nowotworach rejonu gtowy i szyi, wcigz pozostaje niejasny. Podejscie, ktore zaproponowano
pozwoli zidentyfikowa¢ nowy mechanizm umozliwiajacy dtugotrwaty efekt wyciszenia, stanowiacy bardziej stabilny oraz
wydluzony efekt terapeutyczny.

Interesujacym zjawiskiem jest rozwijanie opornosci na cytostatyki przez komorki nowotworowe. W rezultacie jej zaistnienia
nowotwory cechujg sie mniejszg wrazliwoscig na chemioterapie. Jak zauwazono, wzrost ekspresji i aktywnosci telomerazy
koreluje z opornoscia na chemioterapie komdrek nowotworowych. W przypadku wyciszenia ekspresji telomerazy wykazano
zwiekszong podatno$¢ na zastosowane stezenia cisplatyny i paklitakselu. Ostatnie badania nie wyjasniaja jednak efektu
molekularnego dziatania cytostatykow, zwtaszcza po wezesniejszym wyciszeniu telomerazy. Sugeruje sie, ze cytostatyki
wptywaja na aktywacje apoptozy w komdrkach nowotworowych, jednakze efekt autofagii takze jest intensywnie badany.
Zbadany zostanie takze wptyw promieniowania jonizujacego na komérki nowotworowe z wyciszong telomeraza. Dotychczasowe
badania z zastosowaniem adenowirusa OBP-301 wskazujg na zwiekszong wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujgce poprzez
zahamowanie mechanizméw naprawczych DNA. Wedtug autoréw projektu uzyskanie wiekszej promieniowrazliwosci jest
zwigzane raczej ze zwigkszeniem powstawania podwajnoniciowych uszkodzen DNA na skutek obnizenia stabilno$ci genomu po
wyciszeniu telomerazy. Dalsze badania pozwolg wyjasni¢ ztozono$¢ mechanizmu $mierci komoérkowej w przypadku wyciszenia
telomerazy z jednoczesnym zastosowaniem cytostatykow i radioterapii. Takie podejscie, z zastosowaniem lentiwiruséw ze spinka
wyciszajaca telomeraze w potgczeniu z radio- i chemioterapig, nie byto dotad stosowane w badaniach nad nowotworami rejonu
gtowy i szyi. Kompleksowosé procesu kancerogenezy, regulacja ekspresji i/lub aktywnos$ci telomerazy, ale i sam proces starzenia,
wymaga dalszych, szczegdtowych, przeprowadzonych na wielu poziomach badan, co jest celem autoréw projektu.

W projekcie planowana jest analiza zastosowania lentiwirusoéw, jako wektora niosacego spinki skierowane przeciw podjednostce
TERT w celu eliminacji komérek nowotworowych. Unikalne wasciwosci interferencji RNA pozwolg uzyska¢ wydajng technike
przeciwnowotworowa, szczegélnie zastosowang razem z chemio- i/lub radioterapia. Ze wzgledu na ztozony proces regulacji
telomerazy i jej wptyw na procesy starzenia i kancerogenezy problemem jest stuszno$¢ hipotezy czy zahamowanie ekspresji
telomerazy bedzie wystarczajace do aktywacji Smierci komérkowej. Co wiecej, nie jest jasne czy Smieré¢ komorkowa nastepuje na
skutek apoptozy czy autofagii. Wyniki uzyskane w ramach projektu pozwolg na identyfikacje aktywacji indywidualnego typu
$mierci komdrkowej komdrek nowotworowych, a takze umozliwig znalezienie uniwersalnego rozwigzania przeciw komérkom
opartym na technice wyciszenia telomerazy.

Rezultat badan zostanie zaprezentowany w formie wystapien ustnych i plakatowych. Ze wzgledu na nowatorskie podejscie
prowadzonych badan, wyniki beda opublikowane w miedzynarodowych czasopismach o wysokim wspotczynniku oddziatywania.
Spowoduje to poszerzenie ogélno$wiatowej wiedzy na temat regulacji telomerazy, jej odziatywaniu z radioterapig i cytostatykami
powszechnie stosowanymi w leczeniu chorych na nowotwory rejonu gtowy i szyi oraz mechanizmoéw $mierci komoérkowej.



