3-bromopirogronian (3-BP) to aktualnie intensywnie badany zwigzek o aktywnosci przeciwnowotworowej. Nietypowa aktywnosé
tego leku polega na zahamowaniu biologicznych systeméw produkcji energii charakterystycznych dla komérek nowotworowych
tzw. efekt Warburga. Efekt ten przejawia sie w intensywnym tempie glikolizy zachodzacej réwniez w obecnosci tlenu. Badania
na komdrkach zwierzecych oraz badania przeprowadzone na ludzkich liniach nowotworowych pokazujg wysoka skutecznos¢ 3-
BP w terapii. Nalezy podkresli¢, ze stezenie dziatajace bojczo na komérki nowotworowe jest ok. 3 — krotnie nizsze niz stezenie
bojcze dla komérek zdrowych. Wigze si¢ to nie tylko z nietypowym metabolizmem reprezentowanym przez komorki
nowotworowe, ale réwniez z tym, ze 3-BP jest transportowany do komorek przy pomocy transporteréw MCT1, ktérych w
komdrkach nowotworowych jest wiecej niz w komérkach zdrowych. W ludzkim organizmie sg komorki, ktore rowniez posiadajg
liczne transportery MCT1 co skutkowaé moze akumulacjg 3-BP réwniez w tego rodzaju komoérkach podczas terapii. Doktadny
mechanizm dziatania 3 — BP nie zostat jeszcze poznany, wiadomo jednak, Ze jest to zwigzek wysoce reaktywny, przypuszcza sie,
ze moze powodowac alkilacje enzymoéw glikolitycznych i mitochondrialnych oraz indukowaé stres oksydacyjny. Proponowany
projekt ma na celu zbadanie po raz pierwszy czy 3-bromopirogronian (3-BP) jest zwigzkiem genotoksycznym u modelowego
organizmu jakimi sg drozdze Saccharomyces cerevisiae. Ocena mutagennych aktywnosci 3-BP bedzie zbadana zaréwno w
stosunku do genomu jadrowego jak i mitochondrialnego. OdpowiedZz komorkowa na uszkodzenia DNA, mechanizmy aktywacji
punktéw kontrolnych cyklu komérkowego oraz mechanizmy naprawy uszkodzeh DNA sg niezwykle podobne pomiedzy
komdrkami drozdzy oraz wyzszymi eukariontami. Drozdze Saccharomyces cerevisiae sg uzytecznym modelem w badaniach
wielu molekularnych mechanizméw, w tym dziatania nowych chemioterapeutykéw. Zaletg wyboru drozdzy jako eukariotycznego
modelu do badarn jest nie tylko ich znaczne podobienstwo do wyzszych eukariontéw ale réwniez fakt, iz sa one tatwe i tanie w
hodowli. Biologia molekularna dysponuje wieloma metodami, ktére umozliwiajg w do$¢ krotkim czasie uzyskaé oczekiwane
wyniki. Dzieki zastosowaniu modelu drozdzowego znaczaco pogiebiono wiedze w zakresie biologii molekularnej komorek
eukariotycznych.

W celu sprawdzenia czy 3-BP wykazuje aktywno$¢ genotoksyczng planuje przeprowadzié szereg eksperymentéw pokazujacych
czy po zadziataniu 3-BP dochodzi do generowania uszkodzeri w DNA oraz czy uruchamiana jest odpowiedz komdrkowa na
uszkodzenia DNA. Wstepne badania pozwolity zidentyfikowa¢ pierwsze mutanty pozbawione biatek niezbednych dla
prawidlowej odpowiedzi komorki na uszkodzenia DNA, ktére to wrazliwe sg na 3-BP. Aby sprawdzi¢ czy jednym z
mechanizmoéw cytotoksycznosci 3-BP jest generowanie uszkodzenn DNA w pierwszej kolejnosci zbadana zostanie wrazliwos$é na
3-BP kolejnych mutantéw pozbawionych biatek waznych dla prawidtowego przebiegu cyklu komérkowego oraz biorgcych udziat
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. W kolejnym kroku okreslimy czy w odpowiedzi na obecno$é 3-BP dochodzi do aktywacji
punktéw kontrolnych cyklu komérkowego. We wczesnej fazie odpowiedzi na dwuniciowe ztamania DNA oraz zaburzenia
replikacji dochodzi do fosforylacji histonu H2A co zwigzane jest z aktywacjg punktow kontrolnych cyklu komérkowego.
Nastepnym krokiem bedzie wiec zbadanie metodg Western Blot poziomu fosforylacji tego biatka w szczepie typu dzikiego po
ekspozycji na 3-BP. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA fosforylacji ulega rowniez kinaza efektorowa Rad53 co w konsekwencji
prowadzi do aktywacji punktéw kontrolnych cyklu komérkowego. Dodatkowo zaplanowano wiec réwniez sprawdzenie poziomu
fosforylacji kinazy efektorowej Rad53 w czasie ekspozycji na 3-BP. Pojawienie sie ufosforylowanej formy biatka Rad53 oraz
histonu H2A w obecnosci 3-BP bedzie wskazywato na aktywacje punktow kontrolnych cyklu komérkowego w odpowiedzi na
pojawiajace sie uszkodzenia DNA. Aby sprawdzi¢ czy w odpowiedzi na 3-BP powstajg ztamania DNA, ktére naprawiane sg przy
pomocy homologicznej rekombinacji zostanie wykorzystany szczep, w ktérym gtéwny mediator homologicznej rekombinacji,
biatko Rad52, podlega ekspresji wspélnie z biatkiem z6tej fluorescencji YFP. Szczep ten zostanie poddany inkubacji z 3-BP a
nastepnie obserwacji w mikroskopie fluorescencyjnym w celu okres$lenia liczby skupisk biatka Rad52, ktére odpowiadaja centrom
naprawczym. Wzrost liczby komérek w ktérych obserwuje sie skupiska tego biatka w odpowiedzi na 3-BP bedzie $wiadczyt o
pojawieniu sie uszkodzen DNA, ktdre naprawiane sg przy udziale homologicznej rekombinacji. Aby ustali¢ czy 3-BP powoduje u
drozdzy powstanie dwuniciowych ztaman postanowiono wykorzysta¢ technike elektroforezy pulsacyjnej chromosoméw (PFGE).
Pozwala ona na rozdziat catych chromosoméw w zelu i ich uwidocznienie w postaci wyraznych, oddzielonych od siebie prazkéw,
z ktorych kazdy przedstawia przynajmniej jeden chromosom drozdzowy. Znikanie prazkéw i akumulacja niskoczasteczkowego
»,SZmiru” wskazuje na fragmentacje chromosoméw. W odpowiedzi na ztamania DNA dochodzi do aktywacji punktéw
kontrolnych cyklu komorkowego czego nastepstwem jest spowolnienie lub zatrzymanie cyklu komorkowego. Aby sprawdzi¢ czy
ekspozycja na 3-BP skutkuje zaburzeniami w kinetyce cyklu komoérkowego postanowiono przeprowadzié analize przebiegu cyklu
komdrkowego w odpowiedzi na 3-BP przy pomocy cytometrii przeptywowej. W celu uzyskania petnego obrazu aktywnosci 3-BP
na DNA komérek eukariotycznych zbadany zostanie réwniez wptyw 3-BP na genom mitochondrialny. Sprawdzimy réwniez czy
3-BP powoduje niestabilnos¢ genomu poprzez okreSlenie min. czestosci rekombinacji w regionie wysoce aktywnym
transkrypcyjnie rDNA.

Ze wzgledu na wzrost zachorowan na nowotwory, wysokie koszty leczenia a takze czesto obserwowany brak skutecznosci
stosowanych terapii ciggle poszukuje sie nowych metod leczenia. W petni uzasadnione wydajg sie by¢ badania majace na celu
petng charakterystyke nowego leku dzieki ktéremu mozliwe bedzie wykorzystanie nowatorskiego podejscia do terapii. Petna
charakterystyka mechanizmu dziatania 3-BP moze przetozy¢ sie na skuteczno$¢ stosowanych terapii. Jezeli 3-BP powoduje
uszkodzenia DNA to by¢ moze jest to kolejny, niepoznany dotagd mechanizm dziatania (mutagennego) dzieki ktéremu niszczone
sg komérki nowotworowe, w ktérych mechanizmy naprawcze moga nie byé wystarczajaco skuteczne. Wyniki uzyskane w ramach
realizacji tego projektu moga by¢ wstepem do projektéw w ramach ktorych zbadana zostanie aktywno$¢ genotoksyczna na
komdrkach ludzkich. Realizacja tego projektu dostarczy réwniez nowych i podstawowych informacji na temat komérkowej
odpowiedzi na stres.



