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Tyrimy aktualumas

Siandien véZys yra viena daZzniausiy mirties priezas¢iy. Nepaisant paZangos
diagnostikos ir gydymo srityse, sékmingai iSgydyti vézj pavyksta mazdaug 20 proc.
atvejy, todél véziniy ligy gydymas tapo ypac svarbus pastaruoju metu. Vienas vezio
gydymo bady yra chemoterapija. Vis délto, dauguma Siuolaikiniy antinavikiniy vaisty
(alkilinantys, antimetabolitai, antimikrotubuliniai ir kt.) yra gana neatrankus
vezinems lgsteléms, veikia ir sveikas lgsteles, todel yra toksiSki zmogui ir sukelia
daug pasaliniy reiskiniy.

Dabartiniu metu kuriamos naujos vaistinés medziagos, kurios yra atrankios vézio
vystymosi procese dalyvaujantiems fermentams ar baltymams, todél jos yra maziau
toksiskos zmogui. Vienas tokiy baltymy yra zmogaus Hsp90 Saperonas,
perspektyvus prieSvéziniy vaisty taikinys. Sio baltymo tyrimai pasaulyje yra
pradinéje stadijoje. Sukurtos kelios sintetiniy mazo molekulinio svorio Hsp90
slopikliy klasés. Pirmieji puriny klasés slopikliai buvo sukurti, remiantis vaisty
modeliavimo principais baltymo aktyvaus centro kristalinéje strukturoje. Neseniai S.
R. Kasibhatla grupé paskelbé apie naujus purino darinius, kuriuose yra amino-, tio-,
sulfinil- bei sulfonilgrupés. Véliau susintetinti jvairus 3,4-diarilpirazoly dariniai,
turintys rezorcinolio fragmenta, eilé 3-arilpirazol-4-piperazino dariniy, o taip patir 3-
aril-4-ariloksipirazolai, istirtas jy jungimasis su Hsp90.

Nors ir labai daug buvo susintetinta Hsp90 slopikliy, tik keli i$ juy pateko j klinikinius
tyrimus, kurie patvirtina Siy vaistiniy medziagy kaip potencialiy priesveéziniy vaisty
kdrimo racionalumg. Tebéra didelis poreikis naujy efektyviy Hsp90 slopikliy,
pasizyminciy vienu ar keliais pranasumuy: didesniu aktyvumu, selektyvumu, tirpumu,
mazu toksiSkumu, ekonomiska sinteze ir pan. Taigi naujy Hsp90 Saperono slopikliy
kGrimas vis dar lieka labai aktualia ir svarbia uzduotimi.

Darbo tikslas - |jvertinti Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje
susintetinty aktyviausiy Hsp90 slopikliy veiksminguma, atliekant prieSvézinio
aktyvumo (allograft ir xenograft) tyrimuose in vivo, o taikant imunohistocheminius
metodus jvertinti junginiy toksinj poveikj ir efektyvuma skirtingiems peliy audiniams.
Sie tyrimai pasitarnaus kuriant naujus Hsp90 &aperono slopiklius - potencialius
prieSvézinius vaistus, o darbo eigoje gauti rezultatai pasitarnaus vystant Siuolaikinio
vezio gydymo koncepcijas.



Planuojamu atlikti tyrimu pagrindimas ir eiga

Planuojamy tirti junginiy jungimosi prie abiejy Hsp90 baltymy (N-terminalinio
domeno Hsp90N ir pilno baltymo Hsp90F) konstantos buvo nustatytos in vitro
izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu ir yra tokios: junginiy, besijungianciy
prie Hsp90 N-galinio domeno disociacijos konstantos (Ky) yra nuo 0,016 £ 0,004 uM
iki 0,034 = 0,003 pM, o besijungianciy prie Hsp90 pilno baltymo disociacijos
konstantos yra nuo 0,011 = 0.007 uM iki 0,057 = 0.002 M.

Junginiy véziniy lasteliy augimg slopinancios konstantos (Glsg) buvo nustatytos
naudojant dvi véziniy lasteliy linijas: U20S (osteosarkoma) ir Hela (cervikaliné
karcinoma). |vairiy junginiy Glsg U20S (osteosarkoma) lgsteliy atzvilgiu buvo nuo
0,65 + 0,08 uM iki 15,1 + 3,4 uM, o Hela (cervikaliné karcinoma) Igsteliy atzvilgiu -
nuo 0,70 + 0,04 uM iki 4,2 + 0,4 pM. Toks didelis junginiy efektyvumas slopinant
veziniy lasteliy augimg rodo, kad jie galéty bati toliau vystomi kaip priesvéziniai
vaistai. Sie junginiai pasizymi ne mazesniu uz egzistuojancius Hsp90 slopiklius,
naudojamus kaip vaistai, efektyvumu, taciau musy junginiy sintezé yra paprastesné
ir ekonomiskesné negu egzistuojanciy Hsp90 slopikliy sinteze.

Siy Hsp90 slopikliy toksiskumas buvo jvertintas, panaudojant Tox Boxes programa
(Pharma Algorithms, Inc., 2009). Kompiuterinés programos paskaicCiuotos toksinés
dozés peléms per os yra apie 500 mg/kg. Literaturoje nepavyko aptikti duomeny
apie jau klinikiniy tyrimy antroje stadijoje tiriamo panaSios strukturos junginio NVP
AUY-922 toksiSkuma.

Musy laboratorijoje susintetinty junginiy (tiadiazolo dariniy) toksiSkumo tyrimai buvo
atliekami nustatant didziausig toleruojama doze per os. Nustatyta vieno junginio
DTD yra apie 400 mg/kg.

Vienas eksperimentas truko 14 dieny arba iki stipraus toksinio poveikio
pasireiSkimo. Po to gyvilnas (pelé) buvo humaniskai nugaiSinamas.

Junginiy veiksmingumo tyrimus planuojama atlikti taikant allograft ir xenograft (pelei
iskiepijus atitinkamai pelés arba Zmogaus véziniy lgsteliy) metodika, jvedant tiriamo
junginio suspensijg per os. Literatiros duomenimis, vystant Hsp90 slopiklius ir
atrenkant kandidatus klinikiniams tyrimams, panasios struktlros junginys NVP-
AUY922 buvo skiriamas 50 mg/kg dozémis vieng kartg per dieng | pilvaplévés ertme
peléms, kurioms po oda buvo jskiepytas Zzmogaus HCT16 gaubtinés zarnos vézys
[1].

Véliau atlikti prieSvézinio aktyvumo tyrimai betimusinéms peléms, suleidziant
jvairias NVP-AUY922 dozes | veng (joms buvo po oda jsodinti BT-474 kraties véziai).
Nustatyta, kad 25 mg/kg dozes, leidziamos peléms | veng vieng kartg per savaite,
efektyviai slopino vézio augimg ir buvo gerai toleruojamos. 8,3-17 mg/kg dozés
nesukelé reikSmingo veézio augimo slopinimo, lyginant su kontroline gyviny grupe.
Taip pat nustatyta, kad NVP-AUY922 pasizymi geromis farmakokinetinémis
savybémis [2].

Kito tyrimo metu nustatyta, kad NVP-AUY922, leidziamas betimusinéms peléms |
veng ar | pilvaplévés ertme 50 mg/kg/d. dozémis, statistiSkai reikSmingai slopino
A2780 kiauSidziy auglio, U87MG glioblastomos, PC3 prostatos ir WM266.4
melanomos augima [3].

Remdamiesi anksciau atlikty musy junginiy tyrimy rezultatais, o taip pat literataroje
pateiktais sékmingai sukurto NVP-AUY922 junginio tyrimy duomenimis,
eksperimentams naudosime 30-300 mg/kg junginiy dozes. Kiekvieno junginio
veiksmingumas bus tiriamas atskirai. Viena grupé bus kontroliné, kuri negaus jokio
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gydymo (n=6-10); kitose grupése bus po 6-10 gyvuny. Allograft tyrimams
naudosime C57BL/6xDBA/2 peles, joms bus implantuojamos hepatomos MH-22a ar
panasios Igstelés. Xenograft tyrimams bus naudojamos linijinés DBA/2 pelés. Auglys
auginamas iki 100-200 mm? dydzZio, tik tada pradedamas peliy gydymas misy
laboratorijoje susintetintais junginiais. Eksperimento metu matuojamas auglio dydis
ir peliy svoris.

Visiems tirtiems gyvinams bus atliekamas bendrasis skrodimas, aprasomi visi dideli
kiekvieno gyvuno patologiniai pokyciai. Planuojama atlikti mikroskopinj organy
tyrima, siekiant issiaiskinti daugiau informacijos apie tiriamy junginiy toksinj poveikj.
Lietuvos sveikatos moksly anatomijos institute bus atliekami imunohistocheminiai
peliy audiniy tyrimai, siekiant jvertinti junginiy toksinj poveikj ir efektyvuma
skirtingiems audiniams.
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