Leczenie choréb nowotworowych jest ogromnym wyzwaniem zaréwno dla praktykujacych lekarzy, jak i dla naukowcéw
opracowujacych nowe, skuteczne terapie. Gtdwnymi celami innowacyjnej medycyny jest zapobieganie nowym zachorowaniom
na choroby nowotworowe, a takze ograniczenie Smiertelnosci pacjentéw chorych na raka. Do realizacji tych cel6w niezbedny jest
rozwéj nowoczesnych metod diagnostycznych oraz skutecznych lekéw. Skutecznos¢ nowego leku nie jest jedynym kryterium
jego przydatnosci w medycynie. Naukowcy je opracowujacy koncentrujg sie takze na ograniczeniu skutkéw ubocznych jego
stosowania. Wiele obecnie stosowanych lekdw przeciwnowotworowych charakteryzuje niewielka specyficzno$¢ wzgledem
komdrek nowotworu. W konsekwencji niszczeniu ulegajg takze komorki prawidtowe, a leczeniu towarzysza dotkliwe skutki
uboczne. Z tego powodu opracowywanie nowych lekow jest nieodzowne. Wciaz trwaja badania majace na celu poznanie réznic
miedzy komorkami zdrowymi i nowotworowymi. Niektére z roznic dotycza wystepowania zwiekszonej aktywnosci niektorych
enzymow, lub zwiekszonej aktywnosci receptoréw znajdujacych sie na powierzchni komdrek nowotworowych. Znalezienie
zwiazkoéw chemicznych obnizajacych aktywno$¢ waznych dla rozwoju nowotworu enzymoéw, lub wptywajacych na aktywnosé
receptor6w prowadzi do opracowania nowych, skutecznych chemioterapeutykdw.

Nasz projekt jest ukierunkowany na poszukiwanie nowych substancji chemicznych o dziataniu przeciwnowotworowym,
ukierunkowanych na obnizanie aktywnosci jonotropowych receptoréw glutaminianowych AMPA (iGIUuR). Receptory
jonotropowe petnig funkcje kanatow jonowych dla Ca2* i Na*. Znaczenie iGIUR w metabolizmie i proliferacji komorek
nowotworowych potwierdzono do$wiadczalnie. Wyciszajac ekspresje genu kodujacego GIuR1 wykazano, ze sg one niezbedne do
proliferacji i migracji komdrek nowotworowych. Dalsze badania wykazaly, ze wigzanie sie receptoréw GIluR1 do powierzchni
komorek nowotworowych jest regulowane poprzez ich fosforylacje zalezng od aktywnosci kinazy kazeinowej CK2, ktorej
podwyzszong aktywnos¢ w komérkach wielu rodzajéw nowotworéw opisano w wielu publikacjach. Powyzsze fakty sktonity nas
do podjecia badan dotyczacych jednoczesnego zastosowania znanych inhibitoréw kinazy CK2 oraz nowych antagonistow
receptoréw glutaminianowych, ktérych metode syntezy opracujemy.

Wytypowali$my do tego celu grupe zwigzkdéw 1-3 pokazanych na Rys. 1, bedacych pochodnymi naturalnego nukleoamino kwasu
— willardiiny. Skuteczno$¢ zsyntetyzowanych zwigzkdw zbadamy na liniach komérkowych wybranych ztosliwych nowotworéw
moézgu (glejaka i nerwiaka zarodkowego) oraz na linii komoérkowej raka ptuc. Zbadamy tez wptyw naszych zwigzkéw na wigzanie
sie naturalnego liganda tych receptoréw jakim jest kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izooksazolopropionowy (AMPA). Jak
wskazujg dane z literatury, dotychczas opisane pochodne willardiiny stanowig relatywnie nieliczng grupe zwiazkéw. Ponadto do
tej pory ich wiasciwosci przeciwnowotworowe nie byty badane. Wytypowane do naszych badan zwiazki 1-3 nie s opisane w
literaturze chemicznej. Opracowanie efektywnych metod ich syntezy jest naszym pierwszym zadaniem. Podczas realizacji tego
celu skoncentrujemy sie na: wykorzystaniu tatwo dostepnych substratéw, ograniczeniu liczby etapéw posrednich i zapewnieniu
wysokich wydajnosci kolejnych przeksztatcern chemicznych. Wartoscig dodang naszych badan syntetycznych bedzie poszerzenie
obecnego stanu wiedzy na temat reaktywnosci szeregu klas zwiazkéw organicznych, np. pochodnych 1,2,3-triazolu w zaleznosci
od sposobu podstawienia pierscienia, ferrocenylo-amino kwaséw oraz nowych nukleoamino kwaséw. Do identyfikacji
strukturalnej zwigzkdéw posrednich i docelowych pochodnych 1-3 wykorzystamy nowoczesne metody spektralne (np. metode 2D
NMR). Nasze doswiadczenia z zakresu syntezy oraz wyniki analiz strukturalnych opublikujemy w renomowanych czasopismach
naukowych.
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Rysunek 1. Nowe pochodne willardiiny - potencjalne chemioterapeutyki onkologiczne

Badania biologiczne dotyczy¢ bedg okreslenia stopnia aktywnosci przeciwnowotworowej nowo zsyntetyzowanych substancji, a w
szczegolnosci

1. okreslenia wptywu badanych zwigzkéw na proliferacje komorek nowotworowych w r6znych przedziatach czasowych (24-96
godzin). W tym celu oprécz testu MTT opartego na pomiarze aktywnosci metabolicznej komérek i oceniajgcego stopien
cytotoksycznosdci badanych zwigzkéw, bedzie wykonany test okreslajacy inkorporacje bromodeoksyurydyny (BrdUrd) do DNA,
jako typowy test oceniajacy stopien proliferacji komorek nowotworowych;

2. oceny stopnia apoptozy komérek nowotworowych - jednego z podstawowych mechanizmoéw cytotoksycznosci
chemioterapeutykdw (test kolorymetryczny typu ELISA - Cell DeathDetection ELISAPLUS kit (Roche), z uzyciem cytometru
przeptywowego (FACS Calibur) oraz klasyczne badania aktywacji kaspaz 3 oraz 7, z uzyciem odpowiednich przeciwciat
rozpoznajacych aktywne formy powyzszych kaspaz - technika western blot.

W badaniach zostang tez wykorzystane rekombinowane receptory GIuR1 i GIuR2, otrzymywane w bakteriach E.coli w postaci
skréconych konstruktéw HS1S2. Konstrukt HS1S2 jest zbudowany z dwéch segmentéw polipeptydowych tworzacych po
solubilizacji ciat inkluzyjnych rozpuszczalng domene wigzaca ligand (glutaming lub AMPA). Pelne wersje receptoréw beda
nadprodukowane w komérkach owadzich (Sf9) lub komérkach ssaczych. W metodzie tej izoluje sie frakcje membranowa
zawierajgcg receptory lub oczyszcza nadprodukowane biatko z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa.

Whptyw nowych pochodnych willardiiny na wigzanie sie AMPA do receptoréw zostanie zbadany metodg izotopows. Zbadamy tez
powierzchniowg ekspresje receptoréw GIluR1 i GIuR2 w komorkach traktowanych i nietraktowanych antagonistami AMPA oraz
inhibitorami CK2 z wykorzystaniem metody immunodetekcji i mikroskopii konfokalnej.

Waznym elementem realizacji naszego badan bedzie wspdtpraca ze studentami Wydziatu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej. W rezultacie tej wspdtpracy powstanie szereg prac dyplomowych, a doswiadczenie zawodowe zyskane przez



studentéw wzmocni ich pozycje na rynku pracy



