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Popularnonaukowy opis badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej pt. ,,Syntetyczna letalnos¢
w komoérkach nowotworowych indukowana inhibitorami bialek naprawy pekni¢¢ DNA”

Cel prowadzonych badan i uzasadnienie podjecia tematu

Liczba odnotowywanych co roku zachorowan na nowotwory drastycznie wzrasta. Ich ogromna
niejednorodnosé, nie tylko w obrebie grupy chorobowej, ale takze w obrgbie komorek samego guza, przektada si¢
na niskg skutecznos$¢ leczenia. Rosngcym zainteresowaniem naukowcow cieszy si¢ pomyst personalizowania
leczenia, czyli dostosowania go do indywidualnych cech i potrzeb chorego. Glownym celem takiego podejscia
jest zwigkszenie specyficzno$ci i wydajnosci leczenia oraz pominigcie testowania u chorego lekow, ktore moga
by¢ nieskuteczne i pogarszaja jego rekonwalescencje. Jednym z narzedzi spersonalizowanej terapii
przeciwnowotworowej jest syntetyczna letalnos¢, ktora definiowana jest jako rdwnoczesne zaburzenia dwoch (lub
wiecej) genoéw, prowadzace do Smierci komorki, podczas gdy zaburzenia w kazdym z gendéw wystepujace
pojedynczo, nie wptywaja na przezywalno$¢ komorki. Idea opiera si¢ na utracie funkcji genu, ktéry uczestniczy
w szlaku istotnym dla przezycia komorki (np. naprawa DNA). Efekt ten, kompensowany bedzie przez dziatanie
genu uczestniczacego w szlaku alternatywnym. Tutaj naukowcy zauwazyli mozliwo$¢ dla nowatorskiej terapii
przeciwnowotworowej. W momencie, gdy z wykorzystaniem inhibitora zablokujemy produkt genu kluczowego
dla szlaku ,,alternatywnego”, komorka nowotworowa zostanie pozbawiona szlakow niezbednych dla jej przezycia,
co zakonczy si¢ jej Smiercia.

Gléwnym celem projektu jest analiza zwigzku pomiedzy syntetyczna letalno$cia komoérek
nowotworowych guzéw litych wywolana przez maloczasteczkowe inhibitory bialek naprawy peknie¢ DNA,
a profilem ekspresji gendw kodujacych biatka biorace udzial w naprawie peknie¢ DNA. Zrealizowanie go
moze by¢ zaréwno zrodlem informacji na temat syntetycznej letalnosci i biologii molekularnej nowotworow,
jak i umozliwi stworzenie bazy korelujacej profil ekspresji genow naprawy peknie¢ DNA z odpowiedzia na
zastosowany zwiazek. Podstawy teoretyczne oraz doniesienia literaturowe pozwalaja nam domniemywac,
ze odpowiednie dobranie inhibitoréw bialek naprawy peknie¢ DNA w celu wywotania syntetycznej
letalno$ci w komodrkach nowotworowych, z obnizonym poziomem istotnych biatek szlakow naprawy,
pozwoli na ich selektywng eliminacj¢ z wykorzystaniem zwigzkéw wprowadzajacych uszkodzenia do
DNA. Uzyskane wyniki pozwola na lepsze zrozumienie biologii nowotworow i zalezno$ci zachodzacych
w ich szlakach naprawy. Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej obejmujg badania
podstawowe, ktore maja jednak potencjat aplikacyjny w bardziej odlegtej przysztosci.

Metody badawcze

Badania prowadzone sa na hodowlach komorek Zle prognozujacych guzéw litych wyprowadzonych od pacjentow.
Analize przeprowadzono juz na komorkach czerniaka i glejaka wielopostaciowego. Obecnie praca skupia si¢ na
skorelowaniu profilu ekspresji biatek naprawy peknig¢ DSB (na poziomie genu —metodg RTPCR i biatka — metoda
Western Blot) i odpowiedzi komorek nowotworu trzustki na zastosowanie inhibitora PARP1 lub inhibitora RAD52
samodzielnie lub w terapii kombinowanej ze zwigzkiem alkilujagcym. OdpowiedZ komoérek na zastosowane
zwiazki analizowana jest na wielu ptaszczyznach:

- Przezywalno$¢ komorek z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej. Analizowane jest rowniez czy $mierc
komorek zachodzi na drodze apoptozy czy tez nekrozy,

- Zmiany w rozproszeniu komorek w kolejnych fazach cyklu komoérkowego po zastosowaniu zwigzkow,

- Neutralny test kometowy i analiza liczby komérek yH2A.X-pozytywnych - marker peknigé dwuniciowych
i przebiegajacej ich naprawy,

- Analiza zdolnosci komorek do proliferacji po zastosowaniu badanych zwiazkow. Wykorzystanie zdolnosci
komorek nowotworowych do wzrostu w migkkim agarze (clonogenic assay),

- Wspolpraca z osrodkiem zagranicznym pozwoli mi na potwierdzenie zatozen projektu poprzez wyciszenie
ekspresji RAD52 i PARP1 w badanych komoérkach wykorzystujac siRNA oraz otrzymanie komdrek z nokautem
tych gendw po zastosowaniu metody CRISPR/Cas9.

Otrzymane wyniki odniesione zostang do komorek prawidlowych stanowigcych kontrole dla wybranych
NOWOtworow.



