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1. TEMAT PROJEKTU: |

Przesiewowa ocena aktywnosci biologicznej skojarzen inhibitor6w CDK z substancjami o
dzialaniu cytotoksycznym.

2. STRESZCKENIE PRC)JEK’I‘U (max. wxmm 6

PrOJekt ma charakter badan przesmwowych ktorych celem jest xdentyﬁkacla nowych,
skutecznych skojarzen selektywnych inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych (CDK) z lekami
cytotoksycznymi. Zakres badan obejmuje inhibitory kinaz zaangazowanych w regulacj¢ cyklu
komérkowego (CDK4/6, CDK 1), kontrole transkrypcji (CDK7, CDK9) oraz kinazy atypowe o
wylaniajgcym si¢ potencjale onkogennym (CDK17). Aktywnos¢ biologiczna badanych skojarzen
zostanie oceniona przy uzyciu testow przezywalnosci komorek, analizy apoptozy i dystrybucji
cyklu komorkowego oraz charakterystyki ekspresji kluczowych bialek sygnatowych.
Wytypowane kombinacje synergistyczne mogg w przysztosci stanowi¢ podstawg innowacyjnych
strategii terapii skojarzonych — pozwalajacych na zwigkszenie skutecznosci leczenia przy
jednoczesnej redukcp toksycmosm svstemowq

3. CELNAUKOWY PROJEKTU 1 ZN
BADAWCZEGO (max. 3 00 znakow z




Celem niniejszego projektu jest identyfikacja nowych strategii leczenia nowotworéw z
zastosowaniem selektywnych inhibitorow kinaz cyklinozaleznych w terapii skojarzonej. W
przypadku znalezienia kombinacji o dzialaniu synergistycznym celem uzupelniajgcym bedzie
molekularna charakterystyka mechanizmu odpowiadajacego za obserwowany efekt. Kontrola
cyklu komérkowego sprawowana jest przez kompleksy zlozone z cyklin i kinaz cyklinozaleznych
(CDK), ktorych rozregulowanie stanowi ceche charakterystyczng wiekszosci nowotworéw
ztosliwych. Do chwili obecnej inhibitory CDK (CDKI) — w szezegolnosci blokujace aktywnosé
enzymow CDK4 i CDK6 (CDK4/6) — zostaty zatwierdzone przez FDA do leczenia
przerzutowego raka piersi. Jednakze ze wzglgdu na brak selektywnosci i znaczng toksycznosé
wigkszo$¢ inhibitorow CDK pierwszej generacji (tzw. inhibitory pan-CDK dzialajgce na kilka
CDK) nie znalazla zastosowania w praktyce klinicznej. Poczyniono jednak znaczacy postep, aby
umozliwi¢ wykorzystanie tych zwiazkéw w warunkach klinicznych, a wdrozenie strategii terapii
skojarzonej pozwolito na istotne zmniejszenie ich toksycznosci i ograniczenie dziatan
niepozadanych. Rosngce zainteresowanie selektywnymi inhibitorami CDK wynika z ich
korzystniejszego profilu bezpieczenstwa — zachowanego przy szerokim spektrum dzialania, co
wynika z faktu, ze poszczegolne kinazy regulujg wiele proceséw komérkowych, a ich nadmierna
aktywnos¢ moze napgdza¢ progresje nowotworu. Inhibitory CDK4/6 skutecznie blokuja
fosforylacjg biatka Rb. zatrzymujac cykl komérkowy w fazie G1/S i hamujac proliferacje Rb-
dodatnich komdrek nowotworowych. CDK9, odpowiedzialna za elongacje transkrypcji i
dojrzewanie mRNA, stanowi obiecujacy cel terapeutyczny w nowotworach charakteryzujacych
si¢ rozregulowaniem transkrypcji onkogennej. Podobng role w regulacji transkrypcji petni CDK7
— kluczowy skladnik kompleksu TFIIH i kinaza aktywujgca inne CDK — ktérej nadekspresja
opisywana jest w licznych nowotworach litych, a inhibitory CDK7, takie jak THZ1 czy
samuraciclib, wykazuja obiecujacg aktywno$¢ przeciwnowotworowa w modelach
przedklinicznych. Wartg uwagi jest rowniez CDK17 (PCTAIRE2) — kinaza z grupy atypowych
CDK, ktorej wzmozona ekspresja stwierdzana jest w wybranych nowotworach i ktéra moze
modyfikowa¢ wrazliwos¢ komorek na leki cytotoksyczne, choé jej doktadna rola w onkogenezie
pozostaje stabo poznana. Jednoczesna supresja kilku onkogennych szlakow — nawet czgsciowa
— istotnie zwigksza szans¢ na uwrazliwienie komérek na dziatanie lek6w skutecznych
dotychczas jedynie w monoterapii. Potwierdzajg to przyklady kliniczne: palbocyklib (inhibitor
CDK4/6) skojarzony z fulwestrantem lub letrozolem wykazuje wyraznie wyzszg skuteczno$é niz
kazdy z tych lekow stosowany osobno. Badania in vitro wskazuja ponadto na synergizm
inhibitoréw CDKS8 z inhibitorami MEK oraz inhibitorow CDK1 z sorafenibem. Poszukiwanie
nowych, skutecznych skojarzen oraz szczegotowy opis ich mechanizméw dziatania stanowia
zatem kluczowy krok w procesie wprowadzania selektywnych inhibitorow CDK do praktyki
onkologicznej.

4. KONCEPCJA I PLAN BADAN Z UWZGLEDNIENIEM
znakow ze spacjami): -

Koncepcja badan: Badania beda mialy charakter przesiewowy i w pierwszej fazie nie beda
ograniczone do konkretnego typu nowotworu. Na podstawie analizy pismiennictwa dokonany
zostanie dobor kilku selektywnych inhibitoréw CDK stosowanych klinicznie lub posiadajgcych
status kandydata lekowego. Nastepnie, po wyznaczeniu zakreséw aktywnych dawek w testach
przezywalnosci, inhibitory kinaz zostang skojarzone z lekami przeciwnowotworowymi
charakteryzujacymi si¢ ograniczong skutecznoscig w monoterapii lub wobec ktérych szybko
rozwija si¢ oporno$¢ — takimi jak cisplatyna, S-fluorouracyl, temozolomid czy tréjtlenek arsenu.
Dla kazdego skojarzenia zostanie oceniony charakter interakcji farmakologicznej: efekt
synergistyczny, addytywny lub antagonistyczny. Kombinacje wykazujace synergizm zostang




nastepnie poddane poglebionej analizie molekularnej, obejmujacej charakterystykg zmian
zachodzacych w komorkach pod wptywem obu substancji stosowanych tacznie i oddzielnie.

Metodyka badan bedzie obejmowala:
1. Ocene przezywalnosci komoérek za pomocg testu MTT i CCK8

o Ocene odsetka komorek apoptotycznych za pomoca barwienia Aneksyna V

3. Okreslenie zmian w dystrybucji cyklu komérkowego za pomocg barwienia jodkiem
propidyny

4. Wykorzystanie barwienia immunofluorescencyjnego w celu oceny zmian ekspresji i
Iokalizaql bialek zaangazowanych w odpowiedz komorek na leczenie

5. Potilosciowa ocene ekspresji protein za pomocg metody Western Blot

b. Ocene zdolnosci komorek do migracji i inwazji za pomoca przyzyciowej obserwacji

mikroskopowej, a takze testy na insertach bez matrigelu i z matrigelem

5. SPODZIEWANE ZNACZENIE WYNI
NA ROZWOJ DYSCYPLINY (max, 1500 zna

Realizacja projektu moze przyczyni¢ si¢ do 1dentyﬁkac;1 nowych kombinacji substancji
przeciwnowotworowych kwalifikujacych sig do dalszych badan in vivo, a w perspektywie — do
zastosowania klinicznego. Istotng wartoscia dodang projektu jest wklad poznawczy: selektywne
inhibitory CDK pozostaja stosunkowo stabo scharakteryzowane pod wzglgdem molekularnych
mechanizmow dziatania, zwlaszcza w kontekscie terapii skojarzonej. Uzyskane wyniki mogg
zatem wzbogaci¢ wiedze o biologii tych zwigzkow, stanowi¢ podstawg dla dalszych hipotez
badawczych oraz uzasadni¢ wnioskowanie o finansowanie zewnetrzne.

O

MANUSKRYPT - tradycyjna forma rozprawy nieopublikowanej

O

CYKL PUBLIKACIJI — spdjny tematycznie zbiér opublikowanych artykutow

X TRYB HYBRYDOWY - sp6jny tematycznie zbiér opublikowanych artykulow
i nieopublikowanych manuskryptéw







