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Choroby nowotworowe to jeda z najczgstszych przyczyn $Smierci na $wiecie. Jedng z glownych cech
charakterystycznych nowotworu jest szybki rozwdj nieprawidtowych komorek, ktore moga objaé swoim
zasiggiem inne organy w procesie zwanym metastazg.

Ze wzgledu na fakt, iz obecnie dostepne terapie przeciwnowotworowe obejmujace chemioterapie,
radioterapi¢ oraz operacje s3a niewystarczajace przewidywania sa szokujace — czgsto$¢ wystepowania
nowotworé6w moze wzrosngé do 19.3 miliona do 2050 roku. Wszystkie sposoby leczenia powoduja efekty
uboczne, gdyz charakteryzuja si¢ nieswoistoscig dziatania zaréwno w stosunku do komérek nowotworowych
1 prawidtowych. Nowotworzenie t0 proces wieloetapowy $cisle zwigzany ze zmianami na molekularnym
poziomie komorki. Przyczyna tkwi w bodzcach stresowych, do ktorych zalicza si¢ niedobor glukozy,
zaburzenia homeostazy redoks oraz poziomu wapnia. Gtéwnym bodzcem stresogennym prowadzacym do
rozwoju choroby nowotworowej jest hipoksja wywotujaca aktywacje komorkowych szlakow odpowiedzi
$cisle zwigzanych z zmianami w ekspresji genow.

Przewidujemy, ze wykorzystanie niskoczgsteczkowych inhibitoréw kinazy PERK moze przyczyni¢
si¢ do pokonania obecnych probleméw zwigzanych z nieefektywnym leczeniem nowotworow. W warunkach
hipoksji komorki nowotworowe w porownaniu z komoérkami prawidlowymi znaczaco ograniczaja procesy
wymagajace nakladu tlenu oraz energii. Przyczyna tych réznic tkwi w procesach adaptacyjnych komorek
nowotworowych umozliwiajacym im przezycie w stresowych warunkach hipoksji. Niski poziom tlenu
indukuje stres retikulum endoplazmatycznego (ER), ktory prowadzi do aktywacji jednego =z
transmembranowych receptorow ER — PERK. W rezultacie dochodzi do aktywacji szlaku Adaptacyjnej
Odpowiedzi na Stres (ang. Unfolded Protein Response - UPR). Istnieje wiele dowodow, ze kaskada
sygnalowa UPR posiada podwdjna rolg. Z jednej strony zachodzi fosforylacja jednego z czynnikow
inicjacyjnych translacji elF20. Ta znaczaca dla komorek nowotworowych modyfikacja warunkuje
wyciszenie translacji gtownych biatek w komorce. Ponadto dochodzi rowniez do zatrzymania cyklu
komoérkowego w fazie wzrostu (G1). Z kolei, w warunkach przedtuzajacych si¢ warunkow stresowych
ekspresja dwoch specyficznych biatek ATF4 oraz CHOP zostaje zwigkszona. Kluczowy dla naszych badan
jest fakt, iz s3 one $cisle zwigzane z aktywacja drdg apoptotycznych zaleznych od ER prowadzacych do
smierci komorek nowotworowych. Dotychczas niewiele badan zostalo poswigconych temu paradoksowi
zwigzanemu z UPR w chorobach nowotworowych. Najnowsze dane wskazuja na istnienie mozliwos¢
korelacji migdzy dwoma zmiennymi: wysokim poziomem biatka CHOP i niskim innego biatka
cytoplazmatycznego p21, ktére rowniez moze potencjalnie wykazywac podwdjng role pro-apoptotyczng oraz
pro-adaptacyjna.

Zgodnie z nasza hipoteza wykorzystanie niskoczasteczkowych inhibitorow kinazy PERK spowoduje
przetaczenie sygnatu w warunkach stresowych z pro-adaptacyjnego na pro-apoptotyczny. RozpoczeliSmy
wstepne prace zwigzane z proponowanym projektem. Ze wzgledu na to, iz obecnie realizujemy inny projekt
we wspolpracy z Uniwersytetem Medycznym w Potudniowej Karolinie byliSmy w stanie wyselekcjonowac
seri¢ nowych potencjalnych inhibitoréw kinazy PERK za pomoca dokowania komputerowego oraz techniki
wysoko wydajnych testow przesiewowych. Wytypowano 9 zwigzkoéw najbardziej specyficznych wzgledem
kinazy PERK sposrod 79552, ktére zostaly przez nas przetestowane. Planujemy przeprowadzi¢ nasze
badania na pigciu dostepnych komercyjnie liniach komérek nowotworowych: A549, BXPC3, HT29, SH-
SY5Y, IMR32 poddanych dziataniu tapsygarginy bedacej induktorem stresu ER i odpowiedzi UPR.
Weryfikacja postawionej przez nas hipotezy obejmuje pig¢ gtownych celow:

1. Ocena poziomu aktywnosci kinazy PERK poprzez ocen¢ poziomu fosforylacji czynnika elF2a przy
uzyciu specyficznych przeciwciat anty-phospho-elF2a (S51) w technice Western Blot. Uzyjemy komoérek
poddanych dziataniu tapsygarginy oraz jako probe kontrolna komoérek z delecja genu PERK (PERK™).

2. Analiza cytotoksycznosci badanych inhibitorow PERK.

3. Analiza aktywacji szlaku sygnatowego PERK/elF20/ATF4 w warunkach normoksji i hipoksji.
Zastosujemy metode QPCR oraz technik¢ Western Blot w celu oceny ekspresji i poziomu fosforylacji PERK
oraz elF2a jak rowniez zaleznej syntezy biatek CHOP i ATF4 w warunkach normoksji i hipoksji.

4. Analiza ewentualnej korelacji pomiedzy szlakami apoptotycznymi PERK/elF20/ATF4 oraz p53/p21
poprzez manipulacje poziomem ekspresji biatka p21.

5. Analiza poziomu apoptozy oraz cyklu komorkowego w komorkach za pomocg DeadEnd™ Fluorometric
TUNEL System w stanie normoksji i hipoksji, traktowanych inhibitorami w stosunku do komorek
kontrolnych nie taktowanych inhibitorami PERK.

Zgtaszany projekt jest jednym z pierwszych, ktore moze da¢ odpowiedz na pytanie w jaki sposob
pokona¢ wady obecnych terapii przeciwnowotworowych. Przewidujemy, ze wykorzystanie
niskoczasteczkowych inhibitorow kinazy PERK jako potencjalnych lekow przeciwnowotworowych moze
zapewni¢ efektywna eliminacj¢ komorek nowotworowych, a w rezultacie przyczyni¢ si¢ do wynalezienia
nowatorskiej, celowanej strategii przeciwnowotworowej oraz uwolnienia wielu ludzi od $mierci.



