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Tytul projektu

Nowe ligandy receptora 5-HT6 jako innowacyjna terapia w leczeniu glejakow

Zadania, dziatania, ktére beda realizowane w ramach projektu (opis, co zostanie

zrobione, ew. zakupione)

e  Wybdr zwigzkéw do badan biologicznych z zastosowaniem metod modelowania
molekularnego oraz ich synteza

e Wstepna ocena potencjatu cytotoksycznego wybranych zwigzkéw na modelu
nowotworowym GB in vitro, z uzyciem linii komérkowych pochodzgcych
od pacjentéw

e Optymalizacja metod otrzymywania wybranych czasteczek przy zastosowaniu
ekologicznych metod syntezy

e Analiza potencjatu antyneoplastycznego zwigzkéw wyselekcjonowanych
w poprzednich etapach na modelu GB in vitro.

e Charakterystyka profilu zanieczyszczen i analiza profilu uwalniania wybranych
czasteczek

o Weryfikacja potencjatu przeciwnowotworowego zwigzku o najwyzszej efektywnosci
na modelu GB in vitro typu 3D

Grupy docelowe (do kogo skierowany jest projekt, kto z niego skorzysta)
Giownym celem projektu jest opracowanie nowej metody farmakoterapii glejakéw
wielopostaciowych. Planowany produkt pozostaje w zgodnie z zasadg uniwersalnego
projektowania, charakteryzujgc sie wysokg uniwersalno$cig, umozliwiajgcg jego
uzycie dla calego spoteczenstwa. W ramach projektu powstanie takze ekologiczna
metoda syntezy finalnych zwigzkéw. Aspekt ten wptynie pozytywnie na ochrone
$rodowiska. W projekcie wdrozona zostanie polityka réwno$ci szans
i niedyskryminacji, obowigzujaca na Politechnice Krakowskiej Do bezposrednich
odbiorcéw opracowanej technologii oraz zwigzkéw bioaktywnych nalezy zaliczy¢ firmy
farmaceutyczne i biotechnologiczne, dziatajgce na terenie Polski oraz Europy.
Wymienione podmioty prowadza dziatalno$¢, polegajgca na produkcji i sprzedazy
farmaceutykéw, takze celowanych modulatoréw w terapii przeciwnowotworowe;.
Czes¢ z nich posiada na terenie Polski dziaty rozwojowe R&D, prowadzace badania
nad nowymi terapiami w chorobach onkologicznych.

Cel lub cele projektu

Glejaki (GB) stanowia prawie 50% nowotworéw mézgu. Zidentyfikowano wiele zmian
genetycznych odpowiedzialnych za ich powstawanie. NajczeSciej wymienia sig
mutacje i nadekspresje receptoréw kinazy tyrozynowej, takich jak EGFR oraz zmiany
w sygnalizacji RAS/MAPK i szlaku PI3K/AKT/mTOR, ktore regulujg proliferacje
komorek i apoptoze. W zalezno$ci od stopnia zaawansowania guza, leczenie GB
polega na usunieciu chirurgicznym, ewentualnie w potgczeniu z chemioterapia
i radioterapiag. W ostatnich latach zaobserwowano rozwéj terapii celowanej. Jednakze
zastosowanie selektywnych inhibitorow kinaz okazato sie byé mato skuteczne
na etapie badan klinicznych. Mechanistyczny cel rapamycyny (mTOR) napedza kilka
fizjologicznych i patologicznych proceséw komérkowych i czesto ulega deregulacii
w réznych typach nowotworéow, w tym glejaku wielopostaciowym (GBM). Dotychczas
zadne préby ukierunkowania tego szlaku za pomoca inhibitoréw kinaz nie poprawity
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wynikéw leczenia pacjentéw z GBM. Serotonina (5-HT) wymieniana jest jako czynnik
wzrostu kilku typéw komérek nowotworowych. Wykazano, ze stymuluje proliferacje,
migracjge i inwazje komorek glejaka. W przeciwieristwie do innych receptorow
serotoninowych, ekspresja 5-HT¢R ogranicza sie do o$rodkowego uktadu nerwowego.
W zaleznoéci od czasu i lokalizacji subkomérkowej receptor ten moze angazowacé
rézne szlaki sygnalizacyjne. 5-HTséR moduluje rozne kluczowe cele rozwojowe, takie
jak mTOR. Konstytutywnie aktywne 5-HTsR przyczyniajg sie do zwiekszonej
aktywnosci mTOR w mézgu. W niniejszym projekcie zaproponowano zastosowanie
ligandéw 5-HTeR, jako posrednich modulatoréw kinaz mTOR oraz CDK-5.
W przeciwieristwie do znanych rozwigzan w farmakoterapii glejaka, zwigzki te tgcza
hamowanie szlakéw sygnalizacji powigzanych ze wzrostem glejakéw oraz ograniczajg
ilo$ci serotoniny w $rodowisku guza.

Celem projektu jest zwiekszenie potencjatu komercjalizacyjnego badan
podstawowych, realizowanych na Politechnice Krakowskiej w projekcie NCN
Preludium ,Nowe ligandy receptora 5-HTs z grupy sulfonamidowych pochodnych
cyklicznych aryloguanidyn w leczeniu glejakéw wielopostaciowych”. W ramach dziatan
objetych PoC zaplanowano optymalizacje metod syntezy wybranych czasteczek,
z zastosowaniem syntezy wspieranej sonochemicznie Ilub mikrofalowo oraz
szczeg6lowg ocene potencjalu przeciwnowotworowego ligandéw  5-HTeR,
na wybranych liniach glejaka in vitro. Gtéwmy celem projektu ma byé¢ potwierdzenie
antyneoplastycznej aktywnoséci opracowanych zwiazkéw, stosujgc miedzy innymi
model badawczy 3D, ktéry zgodnie z literaturg przedmiotu uznawany jest za zblizony
do mikrosrodowiska komérek nowotworowych in vivo. Zaplanowano pozyskanie
materiatu badawczego od pacjentow ze zdiagnozowanym GB w ramach wspotpracy
z Uniwersytetem Medycznym w £.odzi oraz wykonanie testow in vitro z wykorzystaniem
pozyskanych linii. Oceniony zostanie potencjat do hamowania proliferacj, migragciji
i inwazji oraz promowania apoptozy. Zwigzki przeznaczone do badar biologicznych
beda czesciowo pochodzity z prowadzonego wczesniej projektu Preludium,
a czesciowo beda modyfikowane po przeprowadzeniu analiz in silico. Dziatanie to ma
na celu potencjalne zwigkszenie zdolnosci modulacyjnej wzgledem wybranych $ciezek
sygnalizacji oraz poprawe penetracji bariery krew-mézg. Efektem projektu bedag
zwigzki o potwierdzonej aktywnosci przeciwnowotworowej w kierunku GB, na etapie
wczesnych badan przedklinicznych. Dodatkowo zoptymalizowana zostanie ich metoda
syntezy oraz scharakteryzowany profil uwalniania oraz profil zanieczyszczen.

Efekty, rezultaty projektu (jesli opis zadan, dziatan nie zawiera opisu _efektow,
rezultatéw)

W ramach prac objetych projektem wytypowano 8 czgsteczek posiadajgcych wysokie
powinowactwo do receptoréw serotoninowych, ktére nastepnie zostaly poddane
szczegotowej analizie pod katem aktywnosci przeciwnowotworowej in vitro. Trzy
badane zwigzki pochodzity z zakoriczonego wczesniej projektu Preludium,
realizowanego na Politechnice Krakowskiej. Pieé nowych ligandéw zaprojektowano
woparciu o uzyskane wczesniej wyniki, przy wsparciu metod modelowania
molekularnego.

Jednym z efektéw projektu PoC jest opracowanie nowej, bezrozpuszczalnikowej
metody syntezy wspomnianych czasteczek, prowadzonej sonochemicznie. Pomimo
braku rozpuszczalnika, uptynnienie reagentéw w $rodowisku reakcji pozwala na
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efektywne wykorzystanie ultradzwiekéw jako medium dostarczajgcego energie do
ukfadu. Zastosowanie opracowanej metody pozwolito na otrzymanie produktow
Z wysokg wydajnoscig w zakresie 64-87%, przy czasie reakcji wynoszacym ponizej 2
godzin.

Badania in vitro zostalty przeprowadzone przy zastosowaniu handlowych linii
komérkowych glejaka, a takze komérek wyizolowanych od pacjentéw onkologicznych,
przy wspdlpracy z toédzkim Uniwersytetem Medycznym. Testowane zwigzki
wykazywaty wysokg aktywnos$é przeciwnowotworowa. Do szczegétowych badar
wybrano dwa z nich, ktére cechowata najwyzsza selektywnos$¢, w odniesieniu do
komoérek prawidiowych — astrocytow.

Dwie wybrane czasteczki L184 oraz JK 75 poddano dalszym analizom na modelach
komorkowych 2D oraz 3D, z zastosowaniem 4 linii glejaka w tym 2 wyprowadzonych
z materiatu nowotworowego pozyskanego od pacjentow onkologicznych. Stwierdzono,
iz badane zwigzki wykazuja aktywnosé proapopototyczng, antyproliferacyjng oraz
cechujg sig zdolnoécig ograniczania inwazyjnosci komoérek GB w warunkach in vitro,
cho¢ poszczegoéine linie GB cechowaly sie rézng wrazliwoscia zalezng od stezenia.
Wyniki analizy ujawnity takze zdolno$¢ L184 oraz JK 75 do wpltywu na cyki
komoérkowy, sugerujac czesciowy blok cyklu w fazie G0/G1

Oba zwigzki sg obiecujgcymi kandydatami do daiszych badan jako potencjalne
chemioterapeutyki. Ze wzgledu na prawdopodobnie odmienny mechanizm dziatania
w pordwnaniu z obecnie stosowanymi terapiami, L184 oraz JK 75 mogg istotnie
przyczynic sig do walki z problemem lekoopornosci. Projekt realizowano przy udziale
doradczym dwdch partneréw gospodarczych, Farmina Sp. 2 0.0. oraz AT Analytica.
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