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Tytut projektu

Pierwsza first-in-class innowacyjna czasteczka DK-AT390HCI| typu ‘'small-
molecule' wykazujgca dziatanie przeciwnowotworowe w modelu zwierzecym
raka jelita grubego

Zadania, dziatania, ktore beda realizowane w ramach projektu (opis, co
zostanie zrobione, ew. zakupione)

Rak jelita grubego (colorectal cancer - CRC) to jeden z najczesciej diagnozowanych
typow nowotwordw, najczesciej niestety w terminalnej fazie. Powszechnie wiadomym
jest, ze cytostatyki uzywane podczas chemioterapii sg zwigzkami niszczgcymi
zarowno komoérki nowotworowe jak i zdrowe, powodujgc wiele skutkéw ubocznych.
Obiecujgcym celem molekularnym wydaje sie pewien czynnik transkrypcyjny
nalezgcy do rodziny ,forkhead box” - jego nadekspresja zwigzana jest z rozrostem
guza, naciekaniem na struktury sagsiednie czy tez przerzutowaniem Ilub
lekoodpornoscig. Wstepne wyniki badan wskazaty, ze oryginalna czgsteczka
DK-AT390HCI cechuje sie wysokg cytotoksycznoscig w stosunku do linii
komérkowych raka jelita grubego SW480 oraz SW620 pozostajgc obojetna dla
zdrowych komorek linii CCD841, oraz zdolna jest do hamowania ekspresji
wspomnianego czynnika transkrypcyjnego. Celem niniejszego projektu, sg dalsze
badania przedkliniczne pozwalajgce na poznanie wtasciwosci oryginalnej czgsteczki
DK-AT390HCI.

W projekcie zaplanowano pakiet badan zwigzany z oceng aktywnosci kinazowej
badanej czagsteczki. Badanie to bedzie miato na celu okreslenie czy zwigzek
oddziatluje z kinazami, czesto stanowigcymi punkt uchwytu lekdéw
przeciwnowotworowych. Oddziatywanie na wiele kinaz moze by¢ zwigzane
z pojawieniem sie potencjalnych efektow ubocznych, czego chcielibysmy unikngé.
Kolejne zadanie to proba wykrystalizowania kompleksu biatko — DK-AT390HCI.
Dzieki temu badaniu, w lepszy sposdb mozna bedzie pozna¢ mechanizm dziatania
na poziomie molekularnym. Kompleks ten, stanowi¢ bedzie cenne Zrodto informacji
pomocne przy komputerowym projektowaniu nowych inhibitoréw. Dalsze etapy
projektu, to badania in vivo z udziatem modelu zwierzecego. W pierwszej kolejnosci
oceniona zostanie toksycznos¢ oraz maksymalnie tolerowana dawka. Uzyskane
dane bedg wazne celem zbadania efektywnosci zwigzku. W tym najwazniejszym
etapie badan, myszy zostang dojelitowo zaszczepione komorkami nowotworowymi.
Po uzyskaniu wtasciwego rozmiaru guza, badany zwigzek (oraz kontrolnie placebo)
I mieszanina DK-AT390HCI — 5-FU zostang podane zwierzetom. W nastepnych kilku
tygodniach ocenia¢ bedziemy czy zmiany zostaty wywotane. Na tym etapie
spodziewamy sie statystycznego zmniejszenia objetosci i masy guza.
Po zakonczeniu eksperymentu, pobrany zostanie materiat tkankowy a nastepnie
oceniony na poziomie molekularnym i genetycznym w tym m.in. zmiany w ekspresji
wspomnianego wczesniej czynnika transkrypcyjnego.
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Grupy docelowe (do kogo skierowany jest projekt, kto z niego skorzysta)

Przyktadowi odbiorcy projektu to firmy farmaceutyczne prowadzgce prace badawczo-
rozwojowe w kierunku terapii przeciwnowotworowych. Odbiorcami projektu mogg by¢
rowniez inne grupy badawcze, posiadajgce zasoby finansowe aby moc dalej badac
zwigzek, badz tez zmienia¢ cel terapeutyczny. Jedynie firmy farmaceutyczne lub
osrodki badawcze posiadajgce zasoby finansowe mogg odkupi¢ zwigzek aby dalej
mogt przechodzic¢ przez fazy R&D by w przyszitosci sta¢ sie kandydatem na lek.

Cel lub cele projektu,

Niniejszy projekt to projekt interdyscyplinarny na pograniczu chemii medycznej oraz
farmakologii/farmacji, dotyczacy zbadania skuteczno$ci przeciwnowotworowej
wyselekcjonowanej czgsteczki DK-AT390HCI uzyskanej w poprzednich badaniach
podstawowych. Celem projektu bedzie poznanie wtasciwosci biologicznych oraz
efektywnosci przeciwnowotworowej z uzyciem modelu zwierzecego raka jelita
grubego. Spodziewamy sie uzyskania statystycznego zmniejszenia masy i objetosSci
guza oraz udowodnienie, Zze zwigzek DK-AT390HCI wykazuje efekt
przeciwnowotworowy w organizmie zywym (proof-of-concept).

Efekty, rezultaty projektu (jesli opis zadan, dziatlan nie zawiera opisu efektow,

rezultatow)

Realizacja projektu Proof of Concept pozwolita na uzyskanie spdéjnych
i jednoznacznych wynikow, ktore potwierdzity zaréwno zasadnosS¢ postawionej
hipotezy badawczej, jak i wysoki potencjat aplikacyjny badanego zwigzku
DK-AT390HCI. Celem projektu byto sprawdzenie, czy czgsteczka ta wykazuje
dziatanie przeciwnowotworowe w raku jelita grubego poprzez modulacje aktywnosci
czynnika transkrypcyjnego FOXM1, a uzyskane dane jednoznacznie potwierdzity to
zatozenie. Na etapie badan in vitro wykazano, ze DK-AT390HCI skutecznie hamuje
proliferacje komorek nowotworowych linii CT26 w sposéb zalezny od dawki, przy
wyraznie mniejszym wptywie na komorki prawidtowe. Testy funkcjonalne potwierdzity
réwniez ograniczenie zdolnosci komoérek do migracji oraz tworzenia kolonii. Analizy
molekularne wykazaty obnizenie ekspresji FOXM1 oraz gendw bezposrednio
zwigzanych z regulacjg cyklu komorkowego, takich jak CCNB1 i CDC25B, co
wskazuje na cytostatyczny mechanizm dziatania badanego zwigzku. Kluczowym
rezultatem projektu byto potwierdzenie skutecznosci DK-AT390HCI w warunkach
in vivo. W mysim modelu ortotopowym raka jelita grubego zwigzek ten istotnie
hamowat wzrost guza, zmniejszat jego mase oraz prowadzit do wydtuzenia czasu
przezycia zwierzgt. Efekt ten byt wyraznie silniejszy niz w przypadku standardowej
chemioterapii 5-FU, a terapia skojarzona DK-AT390HCI z 5-FU wykazywata dziatanie
synergistyczne. Co istotne, w grupach leczonych DK-AT390HCI nie obserwowano
przerzutow do ptuc ani watroby, podczas gdy w grupie kontrolnej nowotworowej
zmiany przerzutowe wystepowaty czesto. Analiza materiatu tkankowego potwierdzita
molekularne podstawy obserwowanego efektu terapeutycznego. W badaniach
Western blot oraz immunohistochemii wykazano obnizenie poziomu biatka FOXM1
i jego aktywnej, fosforylowanej formy w tkankach jelita, watroby i ptuc. Towarzyszyta
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temu czesciowa normalizacja architektury badanych narzgdéw oraz redukcja zmian
nowotworowych i zapalnych, szczegdlnie widoczna w grupie terapii skojarzone;.
Wyniki te wskazujg, ze DK-AT390HCI oddziatuje na FOXM1 gtéwnie na poziomie
potranslacyjnym, co ma istotne znaczenie z punktu widzenia trwatosci efektu
terapeutycznego. Istotnym elementem projektu byta rowniez ocena bezpieczenstwa
i selektywnosci zwigzku. Badania maksymalnej tolerowanej dawki wykazaty dobrg
tolerancje DK-AT390HCI w modelu zwierzecym. Profilowanie kinazowe potwierdzito
bardzo wysokg selektywnos¢ czgsteczki, przy jednoczesnie silnym powinowactwie
do kinazy lipidowej PIKfyve, co dodatkowo wzmacnia jej potencjat rozwojowy
i ogranicza ryzyko dziatan niepozgdanych. ChoC nie udato sie uzyskaé struktury
krystalicznej kompleksu FOXM1 =z DK-AT390HCI, przeprowadzone prace
doprowadzity do opracowania wydajnego systemu ekspresiji i oczyszczania domeny
FOXM1-DBD oraz do uzyskania wysokiej jakosci krysztatow kompleksu FOXM1—
DNA. Stanowi to wartosciowy rezultat metodyczny i solidng podstawe do dalszych
badan strukturalnych w kolejnych etapach rozwoju projektu.

Wartos¢ projektu, (laczny koszt)
591 752,91 zt

Wysokos¢é wkiadu Funduszy Europejskich.
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