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Uzasadnienie projektu i cele badawcze

Rak ptuc jest najczesciej diagnozowanym nowotworem i gtowng przyczyng zgondw z powodu nowotworow
u mezczyzn i kobiet na calym $wiecie. Metabolizm komorki, mitochondria i mikrosrodowisko nowotworu
stanowig wazne cele farmakologiczne dla opracowania nowych lekoéw przeciwnowotworowych. Kinaza
adenylanowa 4 (AK4) jest enzymem obecnym w mitochondriach komorki, ktory reguluje metabolizm i
homeostaze nukleotydéw adeninowych i guaninowych. W ciagu ostatniej dekady ludzka AK4 stata si¢ nowym
markerem diagnostycznym i prognostycznym oraz celem terapeutycznym dla réznych rodzajow raka, w
szczegolnosdci raka pluc. Stwierdzono, ze AK4 reguluje rdézne procesy zwiazane z biologia i1 patologia
komorek, np. wzrost (proliferacja) i $mier¢ (apoptoza) komodrki, oddychanie komoérkowe, przerzutowanie
komoérek nowotworowych oraz oporno$¢ na leki przeciwnowotworowe i radioterapie. AK4 zmienia
(przeprogramowuje) metabolizm komorkowy, aby promowac¢ wzrost nowotworu i przerzuty. Ponadto,
najnowsze odkrycia ujawniajg patologiczna rolg AK4 w nienowotworowych chorobach pluc z wysokim
tempem proliferacji komorek oraz w chorobach zapalnych. Jednak brak zatwierdzonych lekow celujacych w
kinaze AK4 czy jakichkolwiek obiecujacych selektywnych inhibitorow (spowalniaczy) tego enzymu utrudnia
badania nad znaczeniem patologicznym i potencjatem terapeutycznym AK4 w roéznych jednostkach
klinicznych. Podejscie odwrotnej farmakologii, ktore polega na testowaniu bibliotek zwigzkow na
interesujagcym nas celu (np. enzym, receptor), jest pierwszym krokiem w nowoczesnym odkrywaniu lekow.
Pierwszym celem projektu badawczego jest odkrycie matoczasteczkowych inhibitorow ludzkiej AK4 w
oparciu o wysokoprzepustowe badanie przesiewowe (ang. high-throughput screening, HTS) duzego zbioru
réznorodnych zwigzkéw chemicznych i biologicznie czynnych molekut. Drugim celem jest potwierdzenie i
ocena wybranych zwigzkéw, a nastepnie synteza i szczegoétowa charakterystyka fizykochemiczna i
strukturalna ich pochodnych (ang. hit expansion phase). W ramach wczesnego odkrywania lekow bedziemy
badaé cytotoksycznosc¢ in vitro, sposob wigzania inhibitoréw z enzymem, ich selektywno$¢ oraz wiasciwosci
farmakokinetyczne, wykorzystujac zaréwno techniki komputerowego wspomagania projektowania lekow
(ang. computer-aided drug design, CADD) jak i podej$cia eksperymentalne. Trzeci cel obejmuje ocene
biologiczng najsilniejszych inhibitorow AK4 z zastosowaniem modeli in vitro (ludzkie linie komoérek
niedrobnokomoérkowego raka ptuc oraz przedklinicznych modeli ex vivo (tzw. precyzyjnie pociete ludzkie
skrawki ptuc, ang. human precision-lung cut slices). Oprocz szczegdtowej analizy cytotoksycznosci zbadamy
efekt tych zwiazkow na m.in. wzrost, $mier¢, inwazje, metabolizm, szlaki transdukcji sygnatu komorek
nowotworowych i produkcje czynnikow prozapalnych. Zaplanowane badania pozwolg nam w doktadny
sposob okresli¢ mechanizm dziatania i przedkliczng aktywno$¢ przeciwnowotworowa inhibitorow AK4.

Zastosowane metody badawcze

Cele projektu zostang osiggniete poprzez integracje wielu technik i podej$¢ z nastepujacych dyscyplin: chemii
organicznej i fizycznej, farmakologii molekularnej, biochemii, biologii molekularnej, komorkowej i tkankowej
oraz metod obliczeniowych. Ludzka kinaza AK4 zostanie wyprodukowana jako biatko rekombinowane
stosujgc bakteryjny system ekspresyjny. Przeszukiwanie bibliotek zostanie przeprowadzone przy uzyciu testu
opartego na luminescencji, a trafione zwigzki i ich zdolno$¢ do hamowania AK4 zostang potwierdzone i
ocenione zaawansowanymi technikami analitycznymi (wysokosprawna chromatografia cieczowa) i
spektroskopiag fluorescencyjng. Ustalimy, jaka jest skutecznos$¢, selektywno$¢ i mechanizm dziatania
inhibitorow AK4. Ocena biologiczna zostanie przeprowadzona ustalonymi metodami stosowanymi w biologii
komorki i tkanek oraz przy uzyciu najnowoczesniejszych technik, takich jak profilowanie kinomu technologia
mikromacierzy peptydowych PamChip, analiza metabolizmu komoérkowego w czasie rzeczywistym
technologia Seahorse extracellular flux, czy tez technika sekwencjonowana RNA (bulk RNA sequencing)
pozwalajaca na analizg calego transkryptomu z wysoka wydajnoscia.

Wplyw i znaczenie projektu

Mimo szerokiego i istotnego znaczenia AK4 w powstawanie nowotwordw i rosnacego zainteresowania tym
enzymem na calym $wiecie, do tej pory nie opracowano zadnych specyficznych inhibitorow i lekow celujacych
w ten enzym. Stad, jedyna opcja badania roli AK4 w zywych systemach i progresji choroby sg drogie i trudne
technicznie manipulacje genetyczne lub modele przeszczepu ksenogenicznego. Opracowanie przez nas
pierwszych matoczasteczkowych inhibitorow celujagcych w kinaze AK4 dostarczy pierwszego narzedzia
farmakologicznego, ktore bedzie podejsciem bardziej elastycznym, prostszym, tanszym i szybszym. Otworzy
to nowy rozdziat w $§wiatowych badaniach nad AK4. Wyznaczone mechanizmy hamowania i dziatania,
selektywno$¢ oraz przedkliniczny potencjat przeciwnowotworowy pierwszych inhibitoréw AK4 pozwola nam
okresli¢ zaleznosci struktura-aktywno$¢ oraz kluczowe interakcje migdzy inhibitorem i AK4, a w dalszej
przysztosci rozpoczaé fazy optymalizacji czasteczki wiodacej i dalszych badan klinicznych. Tym samym
realizacja proponowanego projektu badawczego ktadzie podwaliny pod nowatorskie terapie raka ptuc i innych
chorob, w ktorych rozwoju i progresji odkryto patologiczng role AK4.



