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Poszukiwanie nowych skojarzen substancji o dzialaniu przeciwnowotworowym z
inhibitorami kinaz cyklinozaleznych.

Searching for new combinational anticancer therapies utilizing cyclin-dependent kinase
inhibitors.

Celem niniejszego projektu jest poszukiwanie nowych strategii leczenia nowotworow opartych o
wykorzystanie inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych. Celem dodatkowym, w przypadku
znalezienia rokujacej kombinacji jest charakterystyka molekularna mechanizmu
odpowiedzialnego za synergistyczny efekt oddziatywania obu substancji.

Kontrola cyklu komorkowego sprawowana jest glownie przez kompleksy zlozone z cyklin i kinaz
zaleznych od cyklin (CDK). Do chwili obecnej inhibitory CDK (CDKI), w szczeg6lnosci te,
ktore blokuja aktywnosé enzymoéw CDK4 i CDK6 (CDK4/6), zostaty zatwierdzone przez FDA
do leczenia przerzutowego raka piersi. Jednakze ze wzglgdu na brak selektywnosci 1 znaczng
toksyczno$é wiekszo$¢ inhibitorow CDK pierwszej generacji (tzw. inhibitory pan-CDK
dzialajace na kilka CDK) nie znalazta zastosowania w praktyce klinicznej. Mimo to poczyniono
ogromne wysitki i postep, aby umozliwi¢ zastosowanie inhibitoréw pan-CDK w warunkach
klinicznych. Rozwdj strategii terapii skojarzonej w ostatnich latach umozliwit zmniejszenie
toksycznosci i skutkéw ubocznych inhibitoréw pan-CDK. J ednoczesnie obserwuje si¢ wzrost
zainteresowania synteza i wykorzystaniem selektywnych inhibitorow CDK ktore charakteryzuje
szersze okienko terapeutyczne. Jednoczesnie, sg to zwigzki o szerokim spektrum dzialania, z
uwagi na to, ze jedna kinaza moze wptywa¢ na wiele procesow w komérce, a wiele z nich moze
mie¢ onkogenny charakter. W zwigzku z powyzszym inhibitory zalezne od kinaz sg doskonalymi
kandydatami do stosowania w terapii skojarzonej. Inhibitory CDK4/6 moga skutecznie




zatrzymywac cykl komérkowy w fazie G1/S blokujac fosforylacje biatka Rb, a tym samym
hamowa¢ proliferacj¢ Rb-dodatnich komorek nowotworowych. CDK9 kontroluje elongacije
transkrypcji i dojrzewanie mRNA i réwniez moze mie¢ znaczenie terapeutyczne dla wielu
nowotwordw, zwiaszcza tych spowodowanych rozregulowaniem transkrypcji. Jednoczesna,
choéby czgsciowa supresja onkogennych szlakéw ma duza szanse na uwrazliwienie komorek na
dziafanie innego, skutecznego w monoterapii leku. Przykladami mogg by¢, stosowany w leczeniu
nowotworu piersi palbocyklib (inhibitor CDK4/6) skojarzony z fulwestrantem lub letrozolem.
Badania in vitro wskazujg na skutecznos¢ inhibitorow CDK8 w skojarzeniu z inhibitorami MEK,
czy inhibitoréw CDK1 z sorafenibem. Stad tez poszukiwanie nowych skojarzen oraz opis ich
mechanizmu dziatania stanowi kluczowy element w pracy nad wprowadzeniem nowych
selektywnych inhibitoréw kinaz do praktyki kliniczne;.

makéwze s

Koncepcja badan:

Badania bedg miaty charakter przesiewowy, nie skupiajacy sie w pierwszej fazie na badaniu linii
komoérkowych konkretnego typu nowotworu. Po analizie literatury zostanie dokonany wybér
kilku selektywnych inhibitoréw kinaz, ktére stosowane sg w klinice, bgdz majg status
potencjalnego leku. Nastgpnie przeprowadzone zostang testy przezycia pozwalajgce na ustalenie
dawek stosowanych w dalszych etapach. W kolejnym etapie, inhibitory kinaz bedg kojarzone z
lekami przeciwnowotworowymi, ktorych skutecznos¢ w monoterapii jest ograniczona, badz tez
wobec ktorych szybko dochodzi do wytworzenia opornosci na leczenie. Mogg to byé
przyktadowo'cisplatyna, 5-fluorouracyl, temozolomid, czy trojtlenek arsenu. Ocenione zostanie
czy ktéras z kombinacji daje efekt synergistyczny lub tez antagonistyczny. Nastepnie
wytypowana kombinacja bedzie poddana dalszym szczegétowym badaniom majgcym na celu
opis zmian molekularnych zachodzacych w komérkach w odniesieniu do efektéw stosowania obu
substancji niezaleznie.

Metodyka badan begdzie obejmowata:

1. Oceng przezywalnosci komorek za pomocg testu MTT i CCK8

2. Oceng odsetka komorek apoptotycznych za pomocg barwienia Aneksyng V

3. Okreslenie zmian w dystrybucji cyklu komérkowego za pomoca barwienia jodkiem propidyny
4. Wykorzystanie barwienia immunofluorescencyjnego w celu oceny zmian ekspresji i lokalizacji
biatek zaangazowanych w odpowiedz komorek na leczenie

5. Potilosciowa oceng ekspresji protein za pomocg metody Western Blot

6. Oceng zdolnosci komoérek do migracji i inwazji za pomoca przyzyciowej obserwacji
mikroskopowej a takze testy na insertach bez i z matrigelem.

Wyniki realizacji niniejszego projektu moga umozliwi¢ wytypowanie nowych kombinacji
substancji o dziataniu przeciwnowotworowym do dalszych badan in vivo, ktdre w przysztosci
beda mogly mie¢ zastosowanie kliniczne. Ponadto, selektywne inhibitory kinaz cyklinozaleznych
jako substancje nowe, sg stosunkowo stabo scharakteryzowane pod wzgledem ich molekularnego
mechanizmu dziatania. Wyniki niniejszego projektu maja zatem duza warto$¢ poznawczg, ktora
potencjalnie moze zosta¢ wykorzystana do dalszych badan i wnioskowania o zewngtrzne granty
badawcze.
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