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Streszczenie

Zjawisko opornosci nowotworéw na terapie jest jednym z najwiekszych wyzwan wspotczesnej
onkologii, co sprawia, ze istnieje nieustanna potrzeba badan nad nowymi lekami. Giéwnym
celem niniejszej pracy byto zbadanie potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej nowej

pochodnej dikarboksyimidu, zwigzku BK124, w ramach badan przedklinicznych in vitro oraz in

vivo. Badania przeprowadzono w modelach przewlektej biataczki szpikowej (ang. chronic
myelogenous leukemia, CML): w linii ludzkich komorek K562, pochodzgcych z kryzy blastycznej
CML, w komdrkach macierzystych i progenitorowych biataczki pobranych od pacjentéw oraz
w mysim modelu CML po ksenotransplantacji komorek K562.

Stosujac metody cytometrii przeptywowej, test MTT oraz metody immunoblottingu
stwierdzono, ze zwigzek BK124 wywotuje w komdrkach K562 apoptoze (ICso = 2,5 uM) oraz
wplywa na poziom biatek szlakdw onkogennych. 24-godzinna inkubacjia z BK124 skutkowata
aktywacjg kaspazy 9 oraz kinaz MAP: p38MAPK i JNK, czemu towarzyszyta jadrowa lokalizacja
biatka p21%fl/crl | FOXO3a oraz blokada cyklu komérkowego w fazie G2/M. Ponadto,
zaobserwowano obnizony poziom kinazy BCR-ABL1, a takze biatek onkogennych szlakéw
JAK/STAT, PI3K/AKT/mTOR oraz NF-kB.

Nastepnie opracowano nietoksyczng formulacje BK124, umozliwiajgca podania drogg iniekcji
u zwierzat, wyznaczono podstawowe parametry farmakokinetyczne zwigzku BK124 i ustalono
optymalng droge podania oraz dawke. Zwigzek BK124 podany dootrzewnowo w dawce 20
mg/kg masy ciata zwalczat skutecznie komérki nowotworowe in vivo w mysim modelu
ksenotransplantacyjnym, bez widocznego pogorszenia dobrostanu myszy i toksycznego
wptywu na narzady wewnetrzne.

Ponadto, uzywajac testu MTT oraz cytometrii przeptywowej wykazano cytotoksycznos$é
zwigzku BK124 wobec komodrek o wysokiej opornosci na leki: komdrek z ekspresjg genu
glikoproteiny P (PgP) i opornoscig wielolekowg typu | (K562-MDR1) oraz komérek
macierzystych biataczki od nieleczonych pacjentéw w fazie chronicznej CML. Wykazano, ze
zwigzek BK124 prawdopodobnie nie jest substratem dla pompy MDR1 (ICs0 = 2,35 uM). Co
wiecej, inkubacja komodrek K562 w subletalnym stezeniu BK124 przez szes¢ miesiecy obnizyta
poziom transkryptu genu PgP (ABCB1). Dikarboksyimid BK124 byt réwniez tosksyczny dla
biataczkowych komérek macierzystych i progenitorowych CD34* (ICso = 1,5 uM), w tym
szczegblnie niebezpiecznej subpopulacji komérek macierzystych CD34*CD38" inicjujgcych
nowotwor.

Bioragc pod uwage korzystne wtasnosci farmakokinetyczne BK124 jako potencjalnego leku
przeciwnowotworowego, szczegdlng zdolno$¢ BK124 do pokonania opornosci wielolekowej
oraz wysoka aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komérek macierzystych nowotworu mozna
stwierdzi¢, ze przyszty rozwdj BK124 moze poszerzy¢ mozliwosci terapii chorych cierpigcych
na przewlekta biataczke szpikowa, a takze potencjalnie na inne nowotwory, na ktére nie ma
obecnie terapii lub tez w ktérych wystepuje zjawisko opornosci na leki.



Abstract

Cancer resistance to therapy is one of the greatest challenges of the contemporary oncology
and as a result there is a constant need for research on new medications. The main objective
of this study was to investigate the potential anticancer activity of a new dicarboximide
derivative, compound BK124, in preclinical studies in vitro and in vivo. The studies were carried
out in models of chronic myelogenous leukemia (CML): in the human K562 cell line, derived
from the CML blast crisis, in leukemia stem and progenitor cells taken from patients, and in a
mouse model of CML after K562 cell xenotransplantation.

Using flow cytometry, MTT and immunoblotting methods, it was found that the BK124
compound induces apoptosis in K562 cells (IC50 = 2.5 uM) and affects the level of proteins of
oncogenic pathways. A 24-hour incubation with BK124 resulted in the activation of caspase 9
and MAP kinases: p38MAPK and JNK, which was accompanied by nuclear localization of
p21wafl/cipl and FOXO3a proteins and blockade of the cell cycle in the G2/M phase. In
addition, decreased levels of BCR-ABL1 kinase as well as oncogenic proteins of the JAK/STAT,
PI3K/AKT/mTOR and NF-kB pathways were observed.

Then, a non-toxic formulation of BK124 was developed, enabling administration by injection
in animals, and the basic pharmacokinetic parameters of the BK124 compound were
determined, as well as the optimal route of administration and dose. Compound BK124
administered intraperitoneally at a dose of 20 mg/kg of body weight was effective in
combating tumor cells in vivo in a mouse xenotransplantation model, without any apparent
deterioration in the well-being of the mice or toxic effects on internal organs.

In addition, using the MTT assay and flow cytometry, BK124 was shown to be cytotoxic to
highly drug-resistant cells: K562 cells with multidrug resistance type | (K562-MDR1) expressing
the gene encoding P-glycoprotein (PgP), and to the leukemia stem cells from untreated CML
patients in the chronic phase. Compound BK124 was shown to be probably not a substrate for
the MDR1 pump (IC50 = 2.35 uM). Moreover, incubation of K562 cells with a sub-lethal
concentration of BK124 for six months downregulated the PgP (ABCB1) gene transcript. BK124
dicarboximide was also toxic to CD34+ leukemic stem and progenitor cells (IC50 = 1.5 uM),
including the particularly dangerous subpopulation of CD34+CD38- cancer-initiating stem
cells.

Taking into account the favorable pharmacokinetic properties of BK124 as a potential anti-
cancer drug, the special ability of BK124 to overcome multidrug resistance and the high
cytotoxic activity against cancer stem cells, it can be concluded that the future development
of BK124 may broaden the therapeutic possibilities of patients suffering from chronic
myelogenous leukemia, and potentially other cancers, that are not yet effectively treated,
as well as for patients who have developed resistance to existing therapy.



Wykaz skrotow

, Znaczenie

Skrét

ABL1 ang. Abelson murine Leukemia viral oncogene homolog 1, homolog wirusowego onkogenu mysiej
biataczki Abelsona

AKT ang. Protein kinase B, biatkowa kinaza B

ALL ang. Acute lymphocytic leukemia, ostra biataczka lifoblastyczna

AML ang. Acute myeloid leukemia, ostra biataczka szpikowa

AMPK ang. 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase, kinaza aktywowana 5’ —
adenozynomonofosforanem

ATP Adenozyno-5'-trifosforan

AUC- Ang. Area under the curve infinity; Parametr farmakokinetyczny, okreslajagcy obszar pod krzywa,
ekstrapolowany do nieskorczonosci

AUCast Ang. Area under the curve last; Parametr farmakokinetyczny, okreslajacy obszar pod krzywa
kalkulowany w stosunku do ostatniego obserwowalnego punktu czasu

BCL-X ang. Apoptosis regulator Bcl-X, regulator apoptozy Bcl-X

BCR ang. Breakpoint cluster region, region podziatu klastra

Co Parametr farmakokinetyczny, okreslajgcy maksymalne stezenie zwigzku wykrywanego w surowicy,
ekstrapolowane dot=0

CcD ang. Cluster of differentiation, klister réznicowania

CL ang. Clearence; Parametr farmakokinetyczny, okreslajacy klirens badanej substancji

CLL ang. Chronic lymphocytic leukemia, przewlekta biataczka limfoblastyczna

CLL-1 ang. C-type lectin-like molecule-1, lektynopodobna czgsteczka typu C - 1

CML ang. Chronic myeloid leukemia, przewlekfa biataczka szpikowa

CRKL ang. V-Crk Avian Sarcoma Virus CT10 Oncogene Homolog-Like

CRKL ang. V-Crk Avian Sarcoma Virus CT10 Oncogene Homolog-Like

ERK ang. Extracellular signal-regulated kinases, zewnatrzkomdérkowe kinazy regulujgce sygnat

FBS ang. Fetal bovine serum, ptodowe serum bydlece

FOXO ang. Forkhead box O, podklasa O czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny Forkhead
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GAB2
GPR56
GRB2
GSK-3B
HCK
HSC
ICso

IL

ILIRAP

JAK
LSC
LYN
MAPK
MEK
MRTast
mTOR
NF-kB
p21Waf1/Cip1
PARP
PBMC
PCNA

PI3K

ang

ang

ang

ang

ang

ang

ang

. Growth Factor Receptor Bound Protein 2-Associated Protein 2, biatko oddziatujace z GRB2

. G protein-coupled receptor 56, receptor sprzezony z biatkiem G 56

. Growth Factor Receptor Bound Protein 2, biatko 2 zwigzane z receptorem dla czynnika wzrostu

. Glycogen synthase kinase 3, kinaza syntazy glikogenu

. Hematopoietic cell kinase, kinaza komdrek hematopoetycznych

. Hematopoietic stem cell, hematopoetyczna komadrka macierzysta

. inhibitory concentration, stezenie zwigzku, wywotujace

50% zahamowanie wzrostu komérek

Interleukina

ang.

ang.

ang.

ang.

ang.

ang.

ang.

ang.

ang

Interleukin-1 receptor accessory protein, biatko pomocnicze receptora interleukiny 1

Intraperitoneal, podanie dootrzewnowe

Intravenous, podanie dozylne

Janus-activated kinases), kinazy janusowe

Leukemic stem cell, komdrka macierzysta biataczki

Lck/Yes-Related Novel Protein Tyrosine Kinase, biatkowa kinaza tyrozynowa zwigzana z Lck/Yes

Mitogen-Activated Protein Kinase, kinaza aktywowana mitogenem

Mitogen-activated protein kinase kinase, kinaza kinazy aktywowanej mitogenem

. Mean residence time; parametr farmakokinetyczny, okreslajacy sredni czas przebywania w

organizmie, kalkulowany na podstawie ostatniego obserewowalnego punktu w czasie

ang

ang

. mammalian Target of Rapamycin, ssaczy cel rapamycyny

. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, czynnik jgdrowy wzmacniacza

lekkiego taricucha kappa aktywowanych limf. B

ang

ang

ang

ang

ang

. Cyclin-dependent kinase inhibitor 1, inhibitor cyklinozaleznych kinaz 1

. poly ADP ribose polymerase, polimeraza poli-ADP-rybozy

. Peripheral blood mononuclear cell(s), komérki jednojgdrzaste z krwi obwodowe;j

. Proliferating cell nuclear antygen, antygen jgdrowy proliferujgcej komérki

. Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, kinaza 3 fosfatydyloinozytolo-4,5- bisfosforu
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RAF

RAS

SASP

SH2

SOs

STAT

ti/2

TFR

ang. Raf-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase, kinaza serynowo-treoninowa protoonkogenu
Raf-1

ang. Ras protooncogene, protoonkogen Ras

ang. senescence-associated secretory phenotype, fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem
ang. Src Homology 2, homolog Src 2

ang. Son of sevenless, brak odpowiednika

ang. Signal transducers and activators of transcription, transduktory sygnatu i aktywatory

transkrypcji

ang. Half-time; parametr farmakokinetyczny, okreslajacy okres pdtzycia badanej substancji w
krwioobiegu

ang. Treatment-free remission, remisja nie wymagajaca dalszego leczenia farmakologicznego

Parametr farmakokinetyczny, okreslajgcy objetos¢ dystrybucji badanej substancji w stanie
rownowagi
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l. Wstep

Rozdziat 1. Nowotwar jako choroba genetyczna cyklu komodrkowego

1.1. DANE EPIDEMICZNE CHOROB NOWOTWOROWYCH

Nowotwory sg najczestszg przyczyng smierci na catym swiecie. W Ameryce, wiodgcym kraju
jesli chodzi o leczenie i diagnostyke nowotworéw, w 2022 r. zdiagnozowano prawie 2 miliony
nowych przypadkéw, a ponad 600 tysiecy $mierci spowodowanych byto chorobg i jej
rozprzestrzenieniem w ciele!. Zgodnie z danymi za 2020 rok, na $wiecie zarejestrowano 20
miliondw nowych przypadkéw, w tym przypadki raka piersi (2,3 mlin), raka ptuc (2,2 mIn), raka
jelita grubego (1,93 min), raka prostaty (1,41 min), raka skéry innego niz czerniak (1,2 mln) i
raka zotadka (1,09 min). Nowotwory te stanowig az 60% wszystkich zdiagnozowanych
nowotworéw?. W Polsce, zgodnie z informacjami podanymi przez Krajowy Rejestr
Nowotwordéw, choroby nowotworowe sg przyczyng ok. 100 tysiecy zgondw rocznie, co
stanowi 25% wszystkich zgondw. Ponad 1 min Polakdéw zyje z chorobg nowotworowg, a 440
0sob na kazde 100 tysiecy ma zdiagnozowany nowotwodr. W 2020 roku ponad 146 tysiecy
Polakéw otrzymato diagnoze onkologiczng. U mezczyzn najczesciej diagnozowany jest
nowotwodr gruczotu krokowego (ponad 20% przypadkéw), ptuca (16%) i okreznicy (7%); u
kobiet najczesciej diagnozuje sie raka piersi (23% przypadkdw), ptuca (10%), trzonu macicy

(7%) i okreznicy (6%)>*.
1.2. RozwOJ NOWOTWORU — KANCEROGENEZA

Kancerogeneza to proces, w wyniku ktdrego z komérki normalnej w wyniku mutacji
onkogennej rozwija sie komdrka zto$liwego nowotworu, zdolna do inwazji innych tkanek.
Pytania o pochodzenie nowotworéw nurtowaty ludzkos¢ od zarania dziejéw, jednak
najwazniejsze odkrycia przynidst wiek XX.

W roku 1927 Herman J. Muller opublikowat prace pokazujgcy, ze promieniowanie jonizujgce
wywotujgce nowotwory powoduje rdwniez przyspieszong mutageneze. Przetomowym
odkryciem byto stwierdzenie zaleznosci liczby mutacji od sity promieniowania X. Ponadto

odkryto, ze powstajgce zmiany w genach nie sg adaptacyjne ani deterministyczne, tylko
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zupetnie przypadkowe, a cze$¢ z nich jest letalna i nie daje efektu fenotypowego®. Za swoje
odkrycia Muller otrzymat nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny. Podczas swojej
pracy badaczowi udato sie dos$¢ szczegdtowo opisac, w jaki sposdob DNA ulega uszkodzeniom
pod wptywem promieniowania, czemu dat podsumowanie w swoim wyktadzie Noblowskim

12 grudnia 1946 r.:

,Poza zmianami w pojedynczych genach, promieniowanie powoduje rowniez rearanzacje
czesci chromosomdw (...) spowodowane peknieciami chromosomédw. (...) Dwa (lub wiecej)
pekniecia [w DNA] mozliwie bardzo odlegte, spowodowane niezaleznymi uderzeniami
[promieniowania], mogg powodowa¢ duzq zmiane strukturalng'. Sq to zmiany réznego typu,
w zaleznosci od tego, gdzie nastgpifo pekniecie i ktore korice potgczyty sie z ktorymi koricami.
(...) Nierzadko dwa pekniecia powstajg w zlokalizowanych obok siebie punktach {...).
Potgczenie, w nowym porzqdku, uszkodzonych koricow w nastepstwie takiego bliskiego
pekniecia, powoduje powstanie zmiany matej. Najczesciej, maty fragment [DNA] miedzy
peknieciami zostaje zagubiony (powodujgc deficjencje [genu]), ale czasem zostaje odwrdcony,
a nawet ulega transferowi w zupetnie inne miejsce dzieki kolejnemu uderzeniu

[promieniowania] ©”.

Opis Mullera pozostaje do dzi$ bardzo aktualny. Faktycznie, w nastepstwie dziatania mutagenu
powstajg mutacje punktowe, insercje, delecje, deficjencje, inwersje oraz rearanzacje
genomowe. Kolejng obserwacjg poczyniong przez Mullera byto, ze chromosomy podczas

podziatéw komdrkowych sg bardziej wrazliwe na uszkodzenia:

,Geny w skondensowanych chromosomach plemnikéw, na przyktad, zdajq sie byc¢ bardziej
podatne na zmiany w materiale genetycznym niz te w fazie spoczynku. (...) Ta zmiennos¢ w
efektywnosci jest, jak sqdze, oczekiwana. Nie podwaza naszej konkluzji o przypadkowym,

kwantowym charakterze zdarzer inicjujgcych mutacje genu.”

Wiedzac, ze promieniowanie X prowadzi do rozwoju nowotworu, odkrycie, ze bezposrednio
pod jego wptywem zachodzi intensywna mutageneza, pozwolito potgczyé zmiany w materiale
genetycznym z nowotworzeniem. Wysunieto wniosek, ze akumulacja mutacji w czasie jest

odpowiedzialna za rozwdj nowotworéw. Sam Hermann moéwit o tym, ze bezposrednio po

" W odniesieniu do konsekwencji powstania oddalonych od siebie peknie¢ Muller uzywa sformutowania ang.
gross structural change, podczas gdy w rezultacie peknieé potozonych blisko siebie powstajg zmiany mate ang.
minute change
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zajsciu mutacji, czesto nie mozna jeszcze zaobserwowac jej szkodliwego wptywu®. Jednak nie
kazda dawka promieniowania X powodowata powstawanie onkogennych mutacji, nie kazda
byta tez letalna. Czy istnieje zatem system, umozliwiajagcy komdrce powrdt do stanu
rownowagi? OdpowiedZ na te watpliwosci przyniosty badania nad naprawg DNA w komérce
prowadzone dwie dekady pdiniej przez Amerykanskich badaczy Jamesa Cleaver’a oraz
Roberta Painter’a. Poszukujgc biologicznego modelu wrazliwosci na promieniowanie UV
badacze odnalezli doniesienie konferencyjne z kwietnia 1967 r., w ktérym doktor Henry Lynch
przedstawiat podtoze genetyczne choroby Xeroderma Pigmentosum (skéra pergaminowa, XP).
Chorych cechowata wrazliwosé na swiatto stoneczne, a takze sktonno$¢ do zapadania na
nowotwory skéry. Badacze pozyskali biopsje wrazliwej tkanki pacjentéw dotknietych chorobg,
z ktérej nastepnie wyprowadzili linie komdrkowe’. Wyniki ich badai (opublikowane w
czasopiSmie Nature w 1968 r.) pokazaty, ze normalne fibroblasty skory mogg naprawiac szkody
wywotane promieniowaniem UV poprzez wstawianie nowych, poprawnych zasad do DNA,
podczas gdy komodrki pacjentéw dotknietych XP posiadajg mutacje sprawiajgca, ze naprawa
DNA jest nieobecna albo znacznie zredukowana. Poniewaz pacjenci ze skdrg pergaminowa po
ekspozycji na Swiatto stoneczne rozwijajg nowotwory skéry, dysfunkcja w naprawie uszkodzen
w DNA w komérkach skéry musi by¢ zwigzana z kancerogeneza®. Badania nad mechanizmami
naprawy DNA toczyty sie, a za opracowanie ich szczegétowych mechanizméw w 2015 r. zostata
przyznana nagroda Nobla dla Tomasa Lindahla, Paula Modricha oraz Aziza Sancara.

A zatem, istniejg czynniki takie jak promieniowanie X, ktére dziatajgc na DNA powodujg w nim
losowe mutacje, a te mutacje sg odpowiedzialne za kancerogeneze. Czynniki te dzi$ nazywamy
zbiorczo kancerogenami, a komodrke, ktéra ulegta mutacji pod wptywem dziatania
kancerogenu nazywamy komérka zainicjowang. Ale nie kazda mutacja prowadzi do inicjacji
nowotworowe]. Postep wiedzy genetycznej dostarczyt wiedzy i pojeé, pozwalajgcych
precyzyjnie okresli¢, co jest dziedziczone i w jaki sposdb. Na spotkaniu Towarzystwa Biologii
Eksperymentalnej w 1957 r. Francis Crick sformutowat centralny paradygmat biologii
molekularnej (zwany rowniez centralnym dogmatem), przedstawiajgcy podstawowy przeptyw
informacji genetycznej: DNA > RNA —> biatko. Naturalnie dogmat ten istnieje obecnie w
formie zmodyfikowanej, uzupetnionej o istnienie odwrotnej transkrypcji oraz priondw, jednak
W swojej istocie pierwszy raz zwigzat scisle informacje zawartg w DNA z jej funkcjonalnym
produktem w postaci biatka. Umozliwito to badanie struktury pojedynczych gendw i

zrozumienie, ze nawet pojedyncza zmiana w sekwencji nukleotydowej, ktdra nie ulegta
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naprawie, przekazana komaorce potomnej, moze byc¢ zrédtem patologii. Kolejnym krokiem byto
zatem ustalenie, jakie geny sg odpowiedzialne za rozwdj nowotwordw, jakie zmiany w nich

wystepujg oraz jakie jest zrédto tych zmian.

1.3. ONKOGENY, ANTYONKOGENY | PROTOONKOGENY

Jeszcze zanim Herman Muller rozpoczat swoje badania nad mutagenezg i jej zwigzkiem z
nowotworzeniem, na samym poczatku rozwoju genetyki jako dziedziny nauki, niemiecki biolog
Theodor Boveri usitowat wyjasni¢ mechanizmy rzadzace proliferacjg komorek. W swoim dziele
»,Concerning the Origin of Malignant Tumours” (1914 r.) hipotetyzowat, ze w normalne;j
komadrce podziaty mitotyczne zachodzityby nieustannie, gdyby nie istnienie specjalnych genéw
(Boveri nazywat je jeszcze ,,chromosomami”) hamujgcych cykl komérkowy. Unieczynnienie

takich ,,chromosomoéw” prowadzitoby do nieograniczonych podziatéw komdrkowych. Pisat:

»,Komorka ztosliwego nowotworu jest komorkq ze specyficznym defektem; utracita zdolnosc,
ktorg normalna tkanka posiada. W tym aspekcie w zupetnosci zgadzam sie z konceptem, ktory
Hansemann' nazwat ,,anaplazjg”. Komdrka w tym drastycznie odmiennym stanie odpowiada
inaczej na swoje srodowisko i mozliwe, ze jest to w swojej istocie wystarczajgce, Zzeby sprawic,
ze dzieli sie ona bez ograniczen. (...) jest mozliwe, ze w tkankach metazoa istniejg specjalne
mechanizmy hamujgce, ktdore muszq zosta¢ wyeliminowane zanim rozpoczng sie
nieograniczone podziaty [komdrki]. (...) Eksperymenty na jezowcach doprowadzity mnie do
whniosku, ze muszq istnie¢ nadrzedne wtasnosci takie same dla wszystkich chromosomdw i
specjalne, bedgce wtasnosciq tylko kilku. Co wiecej, mozliwe, ze wiele chromosomow jest
niezbednych do zachowania podstawowych funkcji komorki oraz ze sq inne, ktorych
nieobecnos¢ mogtaby bardzo uszkodzi¢ wtasnosci komdrek, prawdopodobnie catkowicie
zmieniajgc ich charakter, bez spowodowania Smierci. Jesli, jak w tym wypadku, normalny
zwigzek komorki z otoczeniem jest uszkodzony permanentnie (...) moze by¢ to wystarczajgcq
przyczyng nieograniczonych podziatow komorki i jej potomstwa.

Inng mozliwosciq jest, ze istnieje specyficzny mechanizm hamujgcy w kazdej komdrce, ktory

umozliwia podziat komdrkowy tylko wtedy, kiedy specjalny bodziec zniesie ten mechanizm.

i przyp. autora: David Hansemann jest uznawany za prekursora cytogenetyki ludzkich nowotwordéw, pierwszy
zaobserwowat nieprawidtowosci w strukturze chromosoméw komaérki nowotworowej
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Pozostawatoby to w zgodzie z naszym podstawowym zatoZeniem, ze istniejq specyficzne

chromosomy hamujgce podziat komdrkowy.””.

W tym samym artykule Boveri przedstawit réwniez alternatywng, w swoim rozumieniu, teorie
o genach-chromosomach. Zaktadat, ze mogg istnie¢ ,chromosomy” inicjujgce podziat
mitotyczny komoérki, jednak zbyt stabe by zrobi¢ to bez wzmacniajgcych ich ekspresje sygnatow
z otoczenia. W komodrce nowotworowej nadmiar takich ,,chromosomdéw” inicjujgcych

stymulowatby nieograniczone podziaty bez wzmacniajgcego sygnatu:

,Jednakze, hipoteza, Ze istniejg chromosomy stymulujgce podziaty komdrkowe rowniez jest
zgodna z naszymi rozwazaniami [o nieograniczonym podziale wywotanym zmianami w
chromosomach]. W tym wypadku, podziat komdrkowy odbywatby sie wowczas, kiedy region
chromatyny, zwykle zbyt staby, zostatby wzmocniony jakims czynnikiem aktywujgcym.
Nieograniczone podziaty komorki ztosliwego nowotworu miatyby miejsce z powodu ciggtego

nadmiaru chromosomédw stymulujgcych.’”

Dzisiaj wiemy, ze obie hipotezy przewidziane przez Theodora Boveriego sg poprawne. Z jednej
strony amplifikacje gendw zwigzanych z postepem cyklu komoérkowego faktycznie moga
prowadzi¢ do proliferacji niezaleznej od sygnatéw z otoczenia. Takie geny stymulujgce podziaty
komdrkowe nazywamy dzisiaj onkogenami (wiecej w podrozdziale 1.5).

Z drugiej zas strony, nieograniczone podziaty mogg by¢ réwniez spowodowane uszkodzeniami
we fragmentach gendw hamujgcych podziaty, znanych dzisiaj jako supresory nowotworu
(antyonkogeny). Pierwszy odkryty i nazwany gen supresorowy zaobserwowat w 1971 r. Alfred
G. Knudson. Knudson badat siatkéwczaka w postaci dziedzicznej oraz niedziedziczne;j.
Zauwazyt, ze dzieci obcigzone siatkdwczakiem nie zawsze rozwijajg chorobe, a jesli juz choroba
wystgpi, to we wczesnym wieku dotyka oboje oczu. Jesli za$ zaden z rodzicéw dziecka nie
wykazywat cech choroby (forma sporadyczna), wéwczas wystepowata ona wytgcznie w
jednym oku i zwykle rozwijata sie dopiero w dorostosci. Knudson uznat, ze jedynym logicznym
wyjasnieniem jest, ze dzieci dotkniete dziedziczng formg siatkdwczaka posiadajg rodzinng
mutacje w jednym allelu genu (pierwsze uderzenie), a zeby choroba data objawy, ulec mutacji
musi tylko drugi allel (drugie uderzenie). Sporadyczna forma choroby rozwija sie pézno i tylko
w jednym oku, poniewaz muszg zaj$¢ dwie mutacje'®!!. Pietnaécie lat pdzniej udato sie
wyodrebni¢ gen RBI1, ktory opisywat Knudson!?. Jego biatkowy produkt jest jednym z

najwazniejszych regulatoréw cyklu komérkowego. Knudson wprowadzit nazwe antyonkogen
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na okreslenie gendw, ktdre petnig funkcje supresoréw nowotwordw, a mutacje w nich majg
charakter recesywny i dajg efekt fenotypowy dopiero jak oba allele genu ulegng mutacji.
Zjawisko to nazywa sie dzi$ utratg heterozygotycznosci albo LOH (ang. loss of heterozygosity).
Na podstawie wynikow swoich badan Knudson sformutowat hipoteze dwdch uderzen, w mysl
ktorej trzeba co najmniej dwdch mutacji w jednym genie, zeby nowotwor sie rozwingt. W
podobnym czasie odkryto gen TP53, ktéry kontroluje miedzy innymi smieré komodrkowa.
Wyizolowano go z wirusa SV40%3. Dzi$ wiemy, Zze poza RB1 oraz TP53 istnieje co najmniej
trzydziesci innych genéw supresorowych, wsrdd nich m.in. CDKN2A, APC, BRCA1, MLH1, MSH2
i VHL.

Termin protoonkogeny oznacza geny regulujgce proliferacje komérkil*. Jedng z
podstawowych cech charakterystycznych nowotworu jest podtrzymywanie ciggtych
podziatéw. Dzieje sie to, kiedy protoonkogen ulegnie mutacji, nazywanej aktywacja, i stanie
sie onkogenem eksprymowanym konstytutywnie i wspierajgcym wzrost nowotworu.
Pierwszym odkrytym onkogenem byt wirusowy gen v-src, powodujgcy wzrost miesakéw
Roussa. Za swoje odkrycie Rousse otrzymat w 1966 r. nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii lub
medycyny. Dzieki odkryciu onkowiruséw, upowszechnito sie uzycie stowa , proto-onkogen”,
pozwalajgce pierwotnie odrézni¢ komorkowy, endogenny prekursor transformujacego
wirusowego genu od tak zwanych ,,onkogenéw” przenoszonych przez wirusy, jak postulowali
Huebner i Todaro®®. Naturalnie, dzisiaj pojecia te stosowane s szerzej, nie tylko w odniesieniu
do transformacji nowotworowej wywotanej onkogennym szczepem wirusa.

Pierwszy endogenny onkogen zostat wyizolowany przez Roberta Weinberga w 1982 r.
Zainspirowany historycznymi eksperymentami ze szczepami bakteryjnymi dwoinki zapalenia
ptuc, ktore mogty przekazaé sobie geny wirulencji, we wspotpracy z Chiaho Shih’em podjat sie
préoby przetransferowania fragmentu DNA z komorki nowotworowej do komérki normalne;j.
Eksperyment ten miat na celu udowodnienie, ze Zzrédtem nowotworu sg przede wszystkim
konkretne zmiany na poziomie DNA. Wyizolowano fragment DNA z komdrek nowotworu, a
nastepnie uzyto go do transformacji nienowotworowych mysich fibroblastéw NIH3T3.
Komérki zawierajgcy potencjalnie onkogenny fragment podano myszom zastrzykiem
podskérnym, w wyniku czego zaczety rosngé¢ guzy. Oznaczato to, ze przekazanie onkogennego
fragmentu z komdrki nowotworowej do komérki normalnej, faktycznie zainicjowato
nieograniczone podzialy. Wskazywato to na genetyczne pochodzenie nowotwordéw®. W

artykule z 1982 r. opublikowanym w czasopismie Cell, Shih i Weinberg piszg o fragmencie DNA

18



pochodzacym z raka pecherza moczowego, ktéry to jest zdolny transformowaé onkogennie
mysie fibroblasty. Onkogen zdawat sie pochodzi¢ z sekwencji obecnych w normalnym
komérkowym DNAY. Jak opublikowat pét roku podzniej hiszparski biochemik Mariano
Barbacid, fragment rdznit sie jednak nieznacznie od sekwencji w ludzkim genomie, a
konkretnie pojedynczym nukleotydem. Mutacja ta miata jednak daleko idgce skutki i
przektadata sie na zmiane w sekwencji aminokwasowej. Zmiana ta byta wystarczajaca, zeby jej
produkt byt odpowiedzialny za transformacje howotworowg catej komérki'8. Protoonkogen
poczgtkowo zostat nazwany c-bas/has, dzis znany jest jako HRAS.

Badania Roberta Weinberga dostarczyty dowoddw na genetyczne podtoze nowotworow,
natomiast Mariano Barbacid pokazat doktadnie jak przewidywane przez badaczy w przesztosci
mutacje faktycznie mogg wptywac na aktywacje protoonkogenu. Dzisiaj wyrdzniamy kilka
mechanizméw aktywacji protoonkogenéw??, do ktérych zaliczamy:

e Zmiane sekwencji w krytycznym regionie regulatorowym genu, uniewrazliwiajgca go
na mechanizmy regulacyjne. Przyktadem mogg by¢ wifasnie geny z rodziny
protoonkogendw RAS (KRAS, HRAS and NRAS). Mutacja KRAS wystepuje czesto w
najbardziej ztosliwych nowotworach takich jak rak ptuc (25% do 48% przypadkdw),
jelita grubego (7% do 80% przypadkdw) oraz trzustki (25% do 87% przypadkéw)?°.
Wiekszos¢ tych mutacji wystepuje w kodonie 12, 13 oraz 61 (miejsca w genie, ktére
czesto ulegajg mutacji w literaturze sg spotykane pod nazwa “hot spots”)?°.

e Amplifikacje genu, ktéra prowadzi do jego wzmozonej ekspresji. Przyktadem takiego
mechanizmu moze by¢ amplifikacja genu c-MYC w nowotworach piersi oraz jajnika??,
N-MYC w nowotworach o pochodzeniu neuronalnym albo neuroendokrynnym takich
jak nerwiak zarodkowy wspétczulny (neuroblastoma)?! albo gen ERBB w prawie 50%
glejakow?2.

e Rearanzacje chromosomalne, gtéwnie translokacje. Rearanzacja skutkuje albo
aktywacjg protoonkogenu, albo stworzeniem konstytutywnie aktywnego genu
fuzyjnego.

Aktywacja transkrypcyjna moze by¢ spowodowana przeniesieniem protoonkogenu ze
swojego macierzystego miejsca na chromosomie i wstawieniem w region pod kontrolg
aktywnego promotora. Przyktadem moze by¢ translokacja 1(8;14)(q24;q932)
wystepujgca w wiekszosci przypadkédw chioniaka Burkitta?3. Translokacja ta powoduje
niekontrolowang proliferacje poprzez wstawienie genu c-MYC w locus pod kontrolg
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silnego wzmacniacza (enhancera) transkrypcji genu IGH (gen odpowiedzialny za
ekspresje ciezkiego taricucha przeciwciat). Skutkuje to nadekspresjag MYC w komodrkach
limfoidalnych?*2>. W chtoniaku Burkitta znajdowane sg tez inne rodzaje translokacji c-
MYC, jednak konsekwencja jest ta sama — deregulacja cyklu komdérkowego?®.

W niektérych typach nowotwordw fragment genu ulega translokacji do innego locus,
co skutkuje powstaniem i konstytutywng ekspresjg nowego genu fuzyjnego. Jednym z
pierwszych odkrytych genéw fuzyjnych jest gen BCR-ABL1, ktdry zlokalizowany jest na
tzw. chromosomie Filadelfia w komdrkach przewlektej biataczki szpikowej (ang.
Chronic myeloid leukemia, CML). Odkrycie nowego chromosomu u chorych cierpigcych
na ten rodzaj biataczki miato miejsce jeszcze w 1961 r. w laboratoriach zlokalizowanych
w Filadelfii?’=2%; przypisuje sie je Peterowi Nowellowi oraz Davidowi Hungerfordowi.
Translokacja t(9;22)(q34;q11) tgczy kinaze tyrozynowq ABL1 (ang. Abelson tyrosine
kinase 1) z genem BCR (ang. Breakpoint cluster region), w rezultacie czego powstaje
produkt o wielko$ci 210 kDa — konstytutywnie aktywna kinaza BCR-ABL1. Rzadziej
pojawiajg sie réwniez produkty o dtugosci 190 kDa. Forma p210 jest najwazniejszym
onkogenem w przewlektej biataczce szpikowej, ale wystepuje réwniez w niektérych
przypadkach ostrej biataczki szpikowej lub ostrej biataczki limfoblastycznej'®?8.
Molekularne i kliniczne konsekwencje ekspresji BCR-ABL1 bedg opisane w dalszych
czesciach tekstu.

BCR-ABL1 nie jest jedynym genem fuzyjnym o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Innym
przyktadem moze by¢ EML4-ALK w niedrobnokomdrkowym raku ptuca®l. Gen ALK
koduje receptorowg kinaze tyrozynowg i czesto ulega translokacji, réwniez w
nowotworach hematologicznych3?. Jego skrécona wersja przeniesiona pod kontrole
silnego promotora, jak na przyktad promotor NPM?*°, zapewnia nieustanng aktywacje.
Onkogenna fuzja EML4-ALK jest szczegdlnie interesujgca, poniewaz jest obecna w raku
ptuca rozwijanym przez osoby, ktdre pality rzadko albo wecale, gtdwnie u mtodych

kobiet33:34,

1.4. KANCEROGENEZA - PODSUMOWANIE

Kancerogeneza, a wiec cigg przemian genetycznych od normalnej komérki do komorki

ztosliwego nowotworu, moze byé opisana przy pomocy analogii do samochodu. Tak jak

wciskanie pedatu gazu powoduje, ze samochdd jedzie szybciej, tak podziaty komdrkowe
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nastepujg szybciej przez aktywacje onkogenu. Mutacja, ktéra aktywuje onkogen, nazywa sie
mutacjg typu ,,driver”, a komorka, w ktorej zaszta nazywa sie komérka zainicjowana.
Hamulce w samochodzie pozwalajg zatrzymaé rozpedzony samochdd, jednak nie beda
dziataty, jesli ulegty awarii. W komdrce nowotworowej role hamulca petnig geny supresorowe.
Jezeli ulegng mutacji, wéwczas komoérka traci zdolnos¢ do hamowania podziatéw, na przyktad
w sytuacji powainych uszkodzen DNA albo braku czynnikéw wzrostu. Komorka
zainicjonowana dzieli sie w sposdb niekontrolowany, przez co zwieksza sie ryzyko
powstawania mutacji. Mutacje, ktére powstang w tym czasie to tzw. mutacje typu
Lpassanger”, sg niezbedne, zeby odblokowaé w komdrce geny zwigzane z inwazjg i metastaza.
Analogie mozna pokazaé na przyktadzie raka jelita grubego. Akumulacja kilku mutacji typu
Ldriver” jest wystarczajgca, zeby komdrka epitelialna jelit ulegta transformacji w komaérke
nowotworu. Sekwencja mutacji nadaje takiej komdrce przewage selekcyjng podczas rozrostu
klonalnego, a niestabilnos¢ genomowa utatwia nabycie mutacji niezbednych do progresji
nowotworu3>. Na poczatku komdrka traci gen supresorowy APC, ktéry reguluje tempo
podziatéw komdrkowych i adhezji wptywajac na wewnatrzkomorkowe stezenie B-kateniny.
Takie wydarzenie znacznie utatwia rozwéj nowotworu i jest obecne w niemal 80% wszystkich
przypadkow raka jelita®®. Deficjencja albo dysfunkcja (mutacja “loss-of-function”) genu APC
prowadzi do aktywacji szlaku Wnt/B-katenina i zwiekszenia ekspresji genow MYC oraz CCND1
— biatek, ktore regulujg cykl komorkowy i apoptoze. Szlak Wnt/B-katenina promuje rowniez
fenotyp macierzysty (ang. stemness) i hamuje normalne réznicowanie®’. A zatem, komdrka
zdobywa w ten sposdb przewage proliferacyjng and innymi. Biatko APC jest réwniez
zaangazowane w stabilizacje kinetochoréw podczas podziatu mitotycznego. Jego brak
powoduje powstanie nadliczbowych centrosomdéw, a przez to zwiekszenie niestabilnosci
genomowej komérek epitelialnych38,

Kolejnym etapem jest mutacja punktowa w genie KRAS (najczesciej mutacja gain-of-function
KRAS®12D wystepuje w niemal 40-50% wczesnych stadiéw raka jelita grubego®?) ktéra dziata
w synergii z utratg funkcjonalnego APC. Utrata kolejnych supresoréw nowotworu - SMAD4
oraz TP53 podnosi catkowite tempo translacji*®, a takze uniemozliwia zatrzymanie cyklu
komérkowego oraz indukcje apoptozy ze wzgledu na uszkodzenia DNA. Rola szlaku
mutacyjnego APC, KRAS®??C | SMAD4 and TP53 byta dogtebnie zbadana i opisana przez Smit
WL et al. w czasopismie PNAS, w ktérym badano wptyw mutacji poszczegdlnych gendow w

organoidach utworzonych przez ludzkie i mysie komdrki epitelialne jelit*.
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Mechanizmy zwigzane z mutacjami w genach uznawane sg za kluczowe dla transformacji
onkogennej, jednak warto nadmienié, ze istniejg rowniez mechanizmy epigenetyczne, takie
jak na przyktad metylacja promotora genu czy ekspresja pewnych mikroRNA, ktére sprawiaja,
ze transkrypt genu moze ulec represji lub degradacji. Przyktad takiego mechanizmu opisuje
Adamowicz M, Stukan | et al., pokazujgc jak w grupie pacjentdow cierpigcych na pierwotne
stwardniajgce zapalenie drég zétciowych (PSC) podniesiony jest poziom mikroRNA-155. Jako,
ze mikroRNA-155 obniza ekspresje niektérych gendw zwigzanych z naprawg DNA, prowadzi to
do niestabilnosci mikrosatelitarnej i prawdopodobnie predysponuje te grupe chorych w

przysztosci do transformacji onkogennej*.

1.5. , THE HALLMARKS OF CANCER”

Nowotwory stanowig niezwykle réznorodng grupe chordb. Jednakze istniejg pewne cechy
wspdlne, podsumowane pierwszy raz w 2000 roku przez Roberta Weinberga oraz Douglasa
Hanahana w przetomowym artykule przeglagdowym , The hallmarks of cancer”#?. Populacje
ztosliwych komoédrek nowotworowych cechuje nieustanna proliferacja, niesSmiertelnos¢
replikacyjna, opornos¢ na supresory wzrostu i indukcje Smierci komérkowej. Klony te sg
ponadto niestabilne genomowo, a ich metabolizm przeprogramowany w sposéb, ktéry
zapewni szybko rosngce zapotrzebowanie na energie. Mikrosrodowisko, w ktérym rosnie i
rozwija sie nowotwér rowniez ulega daleko idgcym adaptacjom, umozliwiajgc angiogeneze i
immunoediting, obejmujacy unikanie odpowiedzi immunologicznej oraz zapewniajgcy stan
zapalny promujgcy rozwdj guza. W koncu, komérki ztosliwe sg zdolne do przerzutu i inwazji

tkanek innych narzaddw niz ten, w ktérym pierwotnie sie rozwinety.
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Rozdziat 2. Biataczka

W poprzednim rozdziale omdéwiono historie badai genetycznych nad nowotworami oraz
molekularne podstawy kancerogenezy — mutacje w protoonkogenach, supresorach
onkogenow oraz translokacje. Tematem niniejszego rozdziatu bedzie przeglad wiedzy na
temat nowotwordéw szczegdlnego rodzaju, jakimi sg biataczki oraz jednego z najlepiej

przebadanych rodzajow nowotwordw, a mianowicie przewlektej biataczki szpikowe;.
2.1. PRZEWLEKEA BIALACZKA SZPIKOWA — DANE STATYSTYCZNE

Biataczki to grupa ztosliwych nowotworéw komérek krwi. Termin , biataczka” (fac. leucaemia)
pochodzi od greckich stéw ,leukos”, oznaczajgcego biaty oraz ,,haima” czyli krew. Klasyfikacji
biataczek dokonuje sie na podstawie liczby poszczegdlnych rodzajéow komérek krwi, ich
morfologii, immunofenotypu, zaburzen cytogenetycznych i molekularnych, a takze obrazu
klinicznego pacjenta. Zgodnie z informacjami pochodzgcymi z najaktualniejszego dostepnego
raportu dla Ministerstwa Zdrowia za 2020 r., w Polsce biataczke zdiagnozowano tgcznie u 1610
mezczyzn i 1322 kobiet, co stanowito odpowiednio 2,2% i 1,8% wszystkich zdiagnozowanych
nowotwordéw. Biataczke szpikowag (mieloidalng) odnotowano zas u 550 mezczyzn (0,8%
wszystkich nowotwordw) i u 505 kobiet (0,7% wszystkich nowotwordéw). Biataczki sg jednym
z wiodacych nowotwordéw ztosliwych w Polsce pod wzgledem smiertelnosci. Odnotowano, ze
biataczka byta powodem zgonu u 2,8% pacjentédw onkologicznych pfci meskiej (8. nowotwor
ztosliwy co do ilosci zgonéw), a takze 2,8% pacjentdw onkologicznych pici zenskiej (10.
nowotwor ztodliwy co do ilosci zgondw)3.

Generalnie biataczki kategoryzuje sie do czterech duzych grup na podstawie linii pochodzenia
w procesie krwiotwérczym (hematopoezy) komodrek biataczki (szpikowa czy limfoidalna) oraz
tempa przebiegu choroby (ostra, przewlekfa), (tabela 1). Klasyfikacja ta umozliwia

zastosowanie odpowiedniego leczenia®®.
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Rodzaj Komorki Cytologia Obajwy Epidemiologia
Ostra biataczka Niedojrzate Mutacje w Anemia, Dzieci oraz
szpikowa komérki linii  onkogenach, spontaniczne dorosli
(AML) mieloidalnej  pojedyncza krwawienia
(WBC) mutacja w

mieloblascie,

nieprawidtowosci

cytogenetyczne
Przewlekta Komorki Translokacja Anemia, Rzadka u
biataczka macierzyste chromosomalna, matoptytkowos¢, dzieci
szpikowa szpiku granulocyty powiekszona
(CML) sledziona
Ostra biataczka  Niedojrzate Aberracja Zaburzenia Czestau
limfoblastyczna limfocyty Bi  chromosomalna funkcjonowania  dzieci
(ALL) T oraz szpiku

makrofagi
Przewlekta Komorki linii  Nieprawidtowosci Opuchlizna Czeste u ludzi
biataczka limfoidalnej chromosomalne weztéw powyzej 55
limfoblastyczna - limfocyty B chtonnych, roku zycia
(CLL) lub T powiekszenie
Sledziony

Tabela 1. Charakterystyka roznych typow biataczek.
Podziat biataczek ze wzgledu na linie pochodzenia w procesie krwiotwdrczym komarki macierzystej oraz tempa przebiegu
choroby. Przettumaczono tabele z Rafig S et al., Journal of Biosciences and Medicines, 2018 44.

Przewlekta biataczka szpikowa jest rzadkg chorobg, wystepujaca u jednej do dwdch oséb na
100 000*. Wystepuje przewaznie u pacjentdw powyzej 65 roku zycia. Jej podstawowym
onkogenem jest wspomniany wczesniej gen kodujgcy kinaze BCR-ABL1, ktdry powstaje w
wyniku translokacji chromosomalnej t(9;22)(q34;911), a wiec fragmentu genu BCR do obszaru
kodujgcego elementy regulatorowe kinazy ABL1. W ten sposéb powstaje konstytutywnie
aktywna cytoplazmatyczna kinaza BCR-ABL1, ktéra umozliwia intensywng proliferacje,

zahamowanie apoptozy oraz uposledza przyleganie komédrek do podscieliska szpiku.

2.2. OBRAZ KLINICZNY | PRZEBIEG PRZEWLEKtEJ BIALACZKI SZPIKOWE]

Zgodnie z informacjami pochodzgcymi z aktualizowanego co roku podrecznika ,Interna
Szczeklika”48, prawie potowa chorych nie odczuwa wyraznych objawéw chorobowych, chociaz
u ok. 30% pacjentdw pojawia sie ostabienie, niektdrzy tracg na masie oraz doswiadczajg tzw.
,hocnych potéw”. Utrata masy moze by¢ spowodowana faktem, ze u co drugiego pacjenta
Sledziona jest powiekszona, co sprawia, ze uczucie sytosci pojawia sie szybciej, ale i moze
powodowac dyskomfort w lewym podzebrzu. Czasem powiekszonej sledzionie towarzyszy
hepatomegalia. Pacjenci czesto doswiadczajg zaburzen w mikrokrgzeniu zwigzanych z

nadmierng liczbg leukocytéw, ponad 200 000 — 300 000 komadrek/ul. Rzadziej wystepujgce
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objawy dotyczg zaburzen zwigzanych z krzepnieciem krwi (zakrzepica/krwawienia), tkliwosci
mostka, a takze zaburzonego metabolizmu puryn (dna moczanowa).

Biataczke najczesciej rozpoznaje sie podczas rutynowego badania morfologii krwi, ponad 90%
przypadkéw w fazie przewlektej (chronicznej, CP). Badania pomocnicze przy rozpoznaniu CML
to biopsja aspiracyjna i trepanobiopsja szpiku, a takze badania cytogenetyczne szpiku i
molekularne krwi (obecnos¢ transkryptu genu BCR-ABL1, ewentualnie inne aberracje
chromosomalne). Nieleczona faza przewlekta w ciggu 3-4 lat przechodzi w kryze blastyczng,
ktéra w przebiegu przypomina ostrg biataczke szpikowg. Z powodu przyspieszonej proliferacji
podczas kryzy blastycznej, w komdrkach biataczki powstaje wiele mutacji, co przektada sie na

fenotyp oporny na leczenie oraz zte rokowanie®®4’,

2.3. ROKOWANIE W PRZEWLEKtEJ BIALtACZCE SZPIKOWEJ

Do oceny rokowania, a wiec szans na wyleczenie i przezycie, stosuje sie cztery systemy
prognostyczne. System Sokala, Hasforda, EUTOS oraz ELTS (tabela 2). Najbardziej aktualna jest
skala EUTOS, ktéra przewiduje odpowiedz pacjenta na leczenie imatinibem, jednak wazne jest,
zeby pomiar zostat dokonany przed rozpoczeciem leczenia. Skala ELTS bierze pod uwage
parametry takie jak wiek, rozmiar sledziony, liczba komdrek blastycznych oraz ptytek krwi
wyrazona w notacji wyktadniczej 10°/L. Zmienne muszg by¢ poddane ocenie w momencie
diagnozy pacjenta. Uzyskane w ten sposdb wyniki pozwalajg przewidywa¢ dtugoterminowe

przezycie.
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Skala (system) Opis Parametry Ryzyko

Sokala®® Skala uzywana w e Rozmiar $ledziony Niskie <0,8
czasach przed e Odsetek komérek  Srednie 0,8-1,2
wynalezieniem mieloblastycznych  Wysokie >1,2
inhibitoréw kinazy we krwi
tyrozynowej. obwodowej Niskie — dwuletnie przezycie
Od tego czasu e Wiek 90%; mediana czasu
parametry e Liczba ptytek krwi  przezycia: 5 lat
przezywalnosci ulegty Srednie — dwuletnie
poprawie. przezycie 65 —90%;

mediana przezycia2,5 -5 lat
Wysokie — dwuletnie
przezycie 65%; mediana
przezycia: 2,5 roku

Hasforda®® Ocena przezywalnosci u e Wiek Niskie:
pacjentéw leczonych e Rozmiar $ledziony Hasford score <780 —
IFNa e Liczha ptytek krwi  Srednie:

e Liczba blastow Hasford score 781-1480
(%leukocytéw) Wysokie:

o lloé¢ eozynofilow  Hasford score
(%leukocytow) 21480

o llos¢ bazofiléw
(%leukocytow)

EUTOS%® Ocena powodzenia e Rozmiar $ledziony EUTOS score > 87 - pacjent
terapii 18 miesiecy po e Odsetek wysokiego ryzyka
rozpoczeciu leczenia bazofiléw nieosiggniecia kompletnej
(osiggniecie CCgR, czyli remisji cytogenetycznej
kompletnej remisji (CCgR) po 18 miesigcach
cytogenetycznej

ELTS®! Ocena ryzyka $mierci e  Wiek Niskie:

(ocena przeiycia zwigzanego z przewlekta e Rozmiar $ledziony ELTS score <1.5680

diugoterminowego) biataczka szpikowa e Liczba komérek Srednie:

blastycznych we ELTS score

krwi obwodowej > 1.5680 < 2.2185

(zaokraglonedo ~ Wysokie:

petnej liczby) ELTS score
>2.2185

e Liczba ptytek krwi
(podana w 10°%/L)

Tabela 2. Systemy oceny rokowania u pacjentow dotknietych przewlektq biataczkq szpikowq. Tabela na podstawie

publikacji 46-51

2.4. KINAzA BCR-ABL1

Obserwacje chromosomoéw poczynione na poczatku XX wieku pozwolity jednoznacznie

stwierdzié, ze istniejg rdéznice miedzy komdrkami nowotworowymi i normalnymi,
odzwierciedlajgce sie w zawartosci jadra komdrkowego. Teodor Boveri jeszcze w 1914 r.
wysuwat przypuszczenia o genetycznym pochodzeniu nowotwordéw, jednak dopiero

eksperymenty Roberta Weinberga w drugiej potowie XX wieku ostatecznie to potwierdzity.
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Wspomniani wczesniej w tekscie (punkt 1.3.1) Peter Nowell oraz David Hungerford w 1960r.
zaobserwowali, ze wsréd komérek pacjentéw cierpigcych na przewlektg biataczke szpikowa,
chromosom 22 (chromosom Filadelfia, Ph) zdaje sie by¢ wyjatkowo niewielkich rozmiaréw.

Typowy kariotyp osoby dotknietej przewlekia biataczka szpikowg przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Typowy kariotyp osoby chorej na przewlektq biataczke szpikowg.
Rycina przedstawia kariotyp osoby chorej na przewlekta biataczke szpikowg. Czerwong strzatkg zaznaczono efekt
translokacji 9;22. Na podstawie Knudson AG, 200110,

Czternascie lat pdzniej Janet Rowley ustalita, ze to translokacja miedzy chormosomem 9 i 22
jest odpowiedzialna za powstanie chromosomu Ph#”>2, Zidentyfikowanie konkretnych genéw
nastgpito niewiele pdzniej. Biologiczna funkcja biatka ABL1 powoduje, ze obecnos¢ kinazy BCR-
ABL1 jest wystarczajgca, zeby wywotaé symptomy przewlektej biataczki szpikowej, co zostato
pokazane na modelach zwierzecych jeszcze w 1977 roku®3. Mutacje, ktére upo$ledzaty
aktywnos¢ kinazy w rejonie kieszeni wigzgcej ATP (substytucja K1176R), uniemozliwiaty
rozwiniecie biataczki, nawet jesli ekspresja miata miejsce w hematopoetycznych komérkach
macierzystych®.

Pekniecia w genie ABL1 powstajg zwykle przed eksonem 1b, za eksonem 1la albo pomiedzy
eksonem 1b i 1a, mozliwe tez sg rézne miejsca peknie¢ w genie BCR, ktére prowadzg do
powstania réznych izoform BCR-ABL1%’. Najczestsza izoforma jest wynikiem fuzji eksonu 13
albo 14 genu BCR z eksonem 2 genu ABL1, czego produktem jest transkrypt e13a2 (b2a2) albo
elda2 (b3a3), z ktérego nastepnie powstaje biatko o wielkosci 210 kDa (p210BCR-ABLL) vy

niektorych przypadkach przewlektej biataczki szpikowej spotykany jest wariant biatka o
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wielkosci 190 kDa (p1908R-ABL1) '\ innych typach Ph* biataczki, takich jak przewlekta biataczka

neutrofilowa, czesto spotykana jest forma p230B8cR-ABLL 55,

Fuzja genu BCR z genem ABL1 prowadzi do co najmniej trzech podstawowych onkogennych

konsekwencji (szlaki sygnatowe przedstawiono na rycinie 2):

e Na N-koncu zawierajgcym czes¢ BCR znajduje sie domena coiled coil, umozliwiajgca

dimeryzacje oraz konstytutywng autofosforylacje domeny kinazy tyrozynowej biatka

ABL1. To z kolei prowadzi do fosforylacji kolejnych biatek szlaku sygnatowego, takich

jak:

(@]

o

GRB2 (ang. Growth Factor Receptor Bound Protein 2)/GAB2 (ang. Growth
Factor Receptor Bound Protein 2-Associated Protein 2)

CRKL (ang. V-Crk Avian Sarcoma Virus CT10 Oncogene Homolog-Like)
JAK/STAT (ang. Janus kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription)
MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase)

P13K (ang. Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase)*’->67>9,

e Fosforylacja 177. reszty tyrozyny biatka BCR aktywuje wazny onkogen, onkogen RAS

(ang. Ras protooncogene)®. Jest to fosforylacja niezbedna dla leukemogenezy, a

mutacja Tyrl77Phe w tym rejonie obniza zdolno$¢ aktywacji BCR-ABL1. Fosforylacja

T177 umozliwia oddziatywanie z domeng SH2 (ang. Src Homology 2) biatka GRB2

(sktadnika kompleksu GRB2/GAB2/SOS). Ta interakcja aktywuje szlak sygnatowy

RAS/RAF/MEK/ERK, ktory prowadzi do transkrypcji gendw zwigzanych z przezyciem i

proliferacjg (wiecej punkt 2.4.3) oraz szlak PI3K/AKT, ktory jest m.in. odpowiedzialny

za hamowanie apoptozy (punkt 2.4.2).

e BCR-ABL1 aktywuje czynnik transkrypcyjny STATS5 bezposrednio i posrednio, poprzez

aktywacje JAK2 i kinaz SRC — HCK (ang. Hemopoietic Cell Kinase) oraz LYN (ang. Lck/Yes-

Related Novel Protein Tyrosine Kinase). Aktywacja ta hamuje apoptoze poprzez

aktywacje transkrypcji antyapoptotycznego genu BCL-X (ang. BCL2 Like 1)°.

BCR-ABL1 aktywuje wiele onkogennych sciezek, ktore dziatajag ze sobg w synergii,

odblokowujgc prawdziwy onkogenny potencjat fuzyjnej kinazy. Seria eksperymentéw, w

ktorych do komdrek linii K562 (chroniczna biataczka szpikowa, BCR-ABL1-pozytywne)

wprowadzano dominujgcg-negatywnga (a wiec unieczynniong) forme gendéw kodujgcych biatka

RAS, PI3K albo STATS5, ujawnita znaczng apoptoze w komdrkach ko-eksprymujacych 2 z 3

dominujgcych-negatywnych form w jakiejkolwiek kombinacji. Prowadzito to do konkluzji, ze
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aktywnosc tylko jednego szlaku, bez wzgledu na to, czy jest to szlak RAS, STATS5 czy PI3K, nie

wystarcza do podtrzymania wzrostu i przezycia komdrek K56292,

| -"ﬂmmmmm Growth Facto}ﬁgﬂyﬁyi
L l WM
Coiled-coil K'"ase \ %/////
Domain omaln n

‘.a 1,« G]i
©ER
Protein =5 \ /
Synthesig.
e
/ Cell Growth and Proliferation
/ \

Rycina 2. BCR-ABL1 aktywuje w sposob ciggly onkogenne szlaki sygnatowe, zwigzane z przezyciem komorki.

Na fragmencie BCR kinazy BCR-ABL1 znajduje sie domena coiled coil, umozliwiajgca dimeryzacje i autofosforylacje kinazy.
Fosforylacja reszty Tyrozyny 177 (T177) rekrutuje kompleks GRB2/SOS/GAB2. Kompleks ten aktywuje onkogenny szlak
PI3K/AKT oraz RAS/RAF/MEK/ERK. Domena kinazy tyrozynowej zlokalizowana na fragmencie ABL1 aktywuje szlak JAK/STAT,
a takze STST5 bezposrednio promujac jego jagdrowg translokacje. BCR-ABL1 aktywuje réwniez CRKL, ktéra w nastepstwie
fosforyluje kompleks GRB2/SOS/GAB2. Rycina pochodzi z Braun T et al., Cancer Cell, 2020 47.

CML jest chorobg genetycznie homogenng, przez co przez wielu bywa uznawana za modelowg
chorobe nowotworowg i czesto stanowi jeden z pierwszych modeli do badan nad nowymi
lekami. Niewielka liczba mutacji inicjujgcych przewlekta biataczke szpikowg pozwolita stworzyé
jedna z najlepszych do tej pory chemioterapii nowotworéw — terapie inhibitorem kinazy
tyrozynowej, imatinibem. Lek nowej generacji byt pierwszym z wielu kolejnych inhibitoréw
kinaz, co pozwalato precyzyjnie wymierzy¢ leczenie w podstawowy mechanizm napedzajacy
chorobe. W dalszych podrozdziatach poszczegdlne szlaki sygnatowe odpowiedzialne za rozwéj

CML zostang oméwione bardziej szczegdtowo.

2.4.1. Szlak sygnatowy JAK/STAT
Szlak JAK/STAT prowadzi do transkrypcji gendw zwigzanych z mitogennymi szlakami

sygnatowymi®3. W prawidtowej hematopoezie wewnatrzkomérkowa kinaza tyrozynowa Janus
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ulega aktywacji po zwigzaniu przez receptor hematopoetycznych czynnikéw wzrostowych. To
zdarzenie prowadzi do a fosforylacji czynnika transkrypcyjnego STAT5, promujgc jego jadrowa
translokacje>®%4, Poza aktywacjg szlaku JAK/STAT, BCR-ABL1 moze bezposrednio aktywowac
czynnik transkrypcyjny STATS5, co uruchamia ekspresje biatek cyklu komdérkowego, na przyktad
cykliny D1, uniezalezniajac proliferacje komadrki od sygnatéw wzrostu oraz od aktywacji kinazy
JAK. Ponadto, eksperymenty w mysim modelu CML pokazaty, ze delecja genu Jak2 skutkuje

przewagg klonalng i przyspieszonym rozwojem przewlektej biataczki szpikowej®.

2.4.2. Szlak sygnatowy PI3K/AKT/mTOR

Szlak PI3K/AKT oraz aktywowane przez ten szlak biatko mTOR (ang. Mechanistic Target Of
Rapamycin Kinase) i czynnik transkrypcyjny NF-kB (ang. Nuclear Factor Of Kappa Light
Polypeptide Gene Enhancer In B-Cells 3)%° s3 zwigzane z ekspresja gendw hamujgcych
apoptoze i promujacych przezycie komorki®3.

Kinaza PI3K jest rekrutowana przez ufosforylowane biatko GAB2, co dalej prowadzi do
aktywacji kinazy AKT. Aktywacja AKT (ang. AKT Serine/Threonine Kinase) podnosi ekspresje
czynnika transkrypcyjnego Myc, a takze stabilizuje go hamujac jego degradacje przez biatko
GSK-3B (ang. Glycogen Synthase Kinase 3 Beta). Kinaza AKT wptywa réwniez na lokalizacje
roznych biatek, ktére mogtyby mie¢ negatywny wptyw na proliferacje i przezycie komarki.
Jednym z takich biatek jest p21Wef/CPl(ang. Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A), opisywane
dalej w tekscie jako p21.

2.4.2.1 Dwa ,oblicza” biatka p21: jadrowy supresor i cytoplazmatyczny onkogen

Fosforylujgc biatko p21 na tyrozynie 145 (T145) kinaza AKT powoduje sekwestracje tego biatka
w cytoplazmie, co sprzyja przezyciu komérki nowotworowej. W literaturze mozemy znalez¢
przyktady, jak cytoplazmatyczna lokalizacja p21 spowodowana aktywnoscig AKT indukowata
oporno$¢ na chemioterapie m.in. doksorubicyna®’, cis-platyna®, paklitakselem?®?, a takze 5-
fluorouracylem?®. P21 to biatko o niedtugiej sekwencji i ubogiej strukturze drugorzedowej, bez
struktur wyzszego rzedu. Umozliwia to zwigzanie i hamowanie aktywnosci wielu
cyklinozaleznych kinaz’*~73. P21 jest w stanie wigza¢ kinazy o podobiefistwie sekwencji nie
przekraczajgcym 83%, a takze cykliny o podobieistwie nie przekraczajgcym 42%72. W
literaturze rola p21 bywa zawezana do funkcji inhibitora cyklu komdrkowego, induktora
procesu starzenia komoérkowego (senescencji) albo supresora wzrostu nowotworu, ale w
istocie jego rola jest bardziej ztozona; p21 powinno by¢ postrzegano jako szeroko pojety
regulator’l. Tak na przyktad, niskie stezenia p21 moga w zalezno$ci od kontekstu
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$rodowiskowego stymulowaé proliferacje komérek’3, co stoi w sprzecznosci z powszechnie
uznawang rolg inhibitora cyklu komdérkowego. Dwoisto$¢ natury p21 odzwierciedla ztozona
rola w indukcji badZz hamowaniu apoptozy, co w duzej mierze zalezy od lokalizacji p21
wewnatrz komorki. W cytoplazmie komodrki nowotworowej p21 wykazuje aktywnosc
onkogenng, zapobiegajgc apoptozie poprzez bezposrednie oddziatywanie i hamowanie
aktywnosci wielu kaspaz i efektoréw apoptozy’?72. Stymuluje to oporno$é na chemioterapie,
a takze wspiera migracje i metastaze komdérek nowotworu ztosliwego. Z drugiej strony p21
moze réwniez promowac apoptoze’4, chociaz mechanizm nie jest do korica poznany i jest
zwykle zwigzany z lokalizacjg jadrowa biatka’®. Ponadto, w jadrze komdérkowym p21 oddziatuje
z elementami cyklu komérkowego (cykliny, cyklinozalezne kinazy), a takze moze wptywaé na
stabilno$¢ genomowa poprzez stymulowanie naprawy DNA i oddziatywanie z biatkiem PCNA”L.
Jadrowe p21 dziata jak supresor wzrostu nowotworu. Dwoisto$¢é funkcji p21 w zaleznosci od

komdrkowej lokalizacji zostata schematycznie zobrazowana na rycinie 3.

Rycina 3. Schematyczna ilustracja ukazujgca podwdjng role p21 w zaleznosci od lokalizacji wewngqtrz komérki.
Fosforylowane p21 sekwestrowane jest w cytoplazmie, gdzie petni role onkogenu, hamujgc apoptoze i promujac fenotyp
oporny na chemioterapie. Jadrowe p21 petni role supresora wzrostu nowotworu, hamuje cykl komérkowy, wspiera
naprawe DNA i stabilno$¢ chromosomowa. Rycina na podstawie Kreis et al., Cancers (Basel), 20197

2.4.2.2 Czynnik Transkrypcyjny FOXO3a

Innymi biatkami fosforylowanymi przez AKT sg czynniki transkrypcyjne FOXO (ang. Forkhead

Box 0), w tym FOX03a. FOX03a moze inicjowaé transkrypcje biatek dziatajacych
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proapoptotycznie, hamujacych proliferacje’>’¢, a réwniez biatek indukujacych naprawe
DNA’’, detoksykacje wolnych rodnikéw’8, autofagie’® oraz réznicowanie®. Biatka FOXO moga
tez inicjowac transkrypcje wczesniej opisanego biatka p217°. Chociaz w literaturze FOX03a
bywa opisywany jako supresor nowotworzenia, ktérego inaktywacja prowadzi do progresji
nowotworu®!, jego rola jest w istocie ztozona i zalezy $ci$le od lokalizacji wewnatrz komorki,
podobnie jak w przypadku p21. FOXO3a jest mediatorem odpowiedzi na réznego rodzaju stres
komodrkowy, co odzwierciedla sie w jego modyfikacjach potranslacyjnych i w konsekwencji w
lokalizacji wewnatrzkomdrkowej. Na przyktad, pod wptywem stresu energetycznego w
komaérce nowotworowej moze nastgpi¢ aktywacja szlaku MEK/ERK oraz AMPK (ang. 5'-AMP-
Activated Protein Kinase Catalytic Subunit Alpha-1), co prowadzi do fosforylacji FOXO3a
odpowiednio na reszcie seryny 12 oraz na seryny 30. Fosforylacje te prowadzg do
mitochondrialnej translokacji FOXO3a, gdzie moze on inicjowaé transkrypcje genow
mitochondrialnego DNA i wspomagac przetrwanie stresu genotoksycznego, wywotanego
chemioterapig’®. W stresie oksydacyjnym natomiast, kaskada sygnatowa mediowana przez
kinaze JNK moze fosforylowaé FOXO3a na reszcie seryny 574, co promuje jego jadrowy import
i umozliwia aktywnos$é transkrypcyjng. JNK wptywa tez na obnizenie aktywnosci PI3K/AKT, co
réwniez wspomaga translokacje jgdrowa biatka®2. Szlak PI3K/AKT natomiast deaktywuje
FOX03a, sekwestrujgc je w cytoplazmie (rycina 4). Aktywne biatko AKT moze fosforylowaé
jadrowe FOXO3a na trzech konserwowanych ewolucyjnie resztach aminokwasowych —
treoninie 32, serynie 253 oraz serynie 3157°. Tak ufosforylowane FOX0O3a oddziatuje z biatkiem
14-3-3 transportujgcym go poza jadro, co prowadzi do akumulacji w cytoplazmie, a nawet

degradacji’®.

* Thr32, Ser253, Ser315

Cytoplazma

‘Hamowanie proliferacji
Apoptoza

Naprawa DNA
Réznicowanie
Autofagia

IPBK/Akt 3 FOXO3a-P*

Degradacja

Rycina 4. Schemat obrazujgcy wpfyw aktywnosci kinazy AKT na lokalizacje i funkcje FOXO3a w komdrce.

FOXO03a jest czynnikiem transkrypcyjnym, indukowanym stresem i promujgcym apoptoze, hamowanie proliferacji, a takze
naprawe DNA. Aktywacja kinazy AKT powoduje fosforylacje FOXO3a na konserwowanych ewolucyjnie resztach Thr32,
Ser253 oraz Ser315. Tak ufosforylowane FOX03a oddziatuje z biatkiem 14-3-3, usuwajgcym czynnik transkrypcyjny z jadra.
FOX03a ulega cytoplazmatycznej sekwestracji, co uniemozliwia mu petnienie funkcji transkrypcyjnej, a takze destabilizuje i
prowadzi do jego degradacji.
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2.4.3. Szlak sygnatowy RAS/RAF/MEK/ERK

Aktywacja szlaku sygnatowego RAS/RAF/MEK/ERK prowadzi do ekspresji gendw
stymulujgcych wzrost i proliferacje komédrek. Fragment BCR kinazy BCR-ABL1 stanowi punkt
dokujgcy dla kompleksu biatek GRB1/GAB2/SOS. Uformowanie tego kompleksu umozliwia
aktywacje réznych szlakow sygnatowych, w tym opisanego w punkcie 2.4.2 szlaku PI3K/AKT
oraz kaskady sygnatowej MAPK. MAPK to grupa kinaz serynowo/treoninowych aktywowanych
mitogenami (ang. Mitogen-activated protein kinase), a wiec czasteczkami indukujgcymi
podziaty w komdrce. Kinazy te petnig kluczowg role w przeksztatceniu sygnatu pochodzacego
z zewnatrz na odpowiedz komdrkowa®3. W kaskadzie biorg udziat co najmniej trzy enzymy —
kinaza kinazy MAPK (MAPKKK), kinaza MAPK (MAPKK) oraz MAP kinaza (MAPK).

W przewlektej biataczce szpikowej najlepiej opisang MAPK jest ERK1/2 (ang. Mitogen-
Activated Protein Kinase 1), dla ktérej substratem jest czynnik transkrypcyjny STAT1/5 oraz
Myc®3. Kompleks GRB1/GAB2/SOS fosforyluje kinaze Ras, nastepnie Raf (MAPKKK), ktéra dalej
przekazuje sygnat do kinazy MEK1/2 (MAPKK) i ERK1/2 (MAPK). Ufosforylowany ERK ulega
jadrowej translokacji, gdzie promuje ekspresje gendw zwigzanych ze wzrostem i mitoza.
Innymi aktywnymi kinazami MAPK sg p38MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase 14)
oraz JNK.

Ekspresja p38MAPK ma zwykle miejsce w zwigzku z uszkodzeniami powodowanymi
promieniowaniem UV, szokiem cieplnym, szokiem ostmotycznym, lipopolisacharydem,
inhibitorami syntezy biatek, cytokinami prozapalnymi oraz niektérymi mitogenami®. Kinaza ta
petni kluczowga role w szlakach sygnatowych zwigzanych miedzy innymi z apoptoza, a jej
aktywacja moze powodowaé areszt mitotyczny w punkcie kontrolnym wrzeciona
podziatowego®*. Istniejg doniesienia pokazujgce zwigzek kinazy p38MAPK z fosforylacja
histonu H2AX, promujgca apoptoze w odpowiedzi na imatinib®. Jednak wiele wskazuje na to,
ze wzmocnienie albo ostabienie efektow terapeutycznych TKI przez p38MAPK jest zwigzane z
dominujaca izoformg®®’.

Szlaki sygnatowe zwigzane z kinazami MAP s3 bardzo ztozone i obejmujg wiele funkcji
istotnych dla przezycia komdrki w sytuacji stresowej. Stad, w niniejszym doktoracie
przedstawiono opis jedynie wybranych Sciezek, istotnych z punktu widzenia omawianego w

dalszych czesciach mechanizmu aktywnosci zwigzku BK124.
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2.5. KOMORKI MACIERZYSTE BIAtACZKI

Rozwdj biataczki przebiega odmiennie od nowotwordw litych. Miedzy innymi nowotwory te
rézni presja zwigzana z rozwinieciem zdolnoéci do przerzutowania. Zeby przerzutowac
nowotwor lity musi pokonaé bariery zwigzane z wytworzeniem nowych naczyn albo
przedostaniem sie do istniejagcych, a wiec musi mieé¢ zdolno$¢ do wytwarzania
metaloproteinaz, uwalniania czynnikdw proangiogennych, unikniecia apoptozy zwigzanej z
anoikis (tj. wywotanej brakiem $cistego kontaktu miedzy komdrkami) a takze musi uzyskac
zdolno$¢ do przezycia w krwioobiegu (tranzycja epitelialno-mezenchymalna, EMT). Te
wszystkie bariery sprawiajg, ze przerzutowanie nowotworéw statych nie jest wydajnym
procesem®. Przeszkody te nie istniejg jednak dla komdrki biataczki. Poszczegdlne biataczki
wykazujg swoisty dla siebie tropizm do konkretnych organéw®*:. Proces przerzutowania
obrazuje analogia ,seed and soil”, nasienia i gleby. Termin ten pochodzi od obserwacji
poczynionej w 1889 r. przez chirurga Stephana Pageta w artykule ,Distribution of secondary
growths in cancer of the breast” opublikowanym w czasopismie Lancet. Paget zauwazyt, ze

rak piersi ma tendencje do przerzutowania do konkretnych narzagdéw. Pisat wéwczas:

,Kiedy roslina sie rozsiewa, jej nasiona sq niesione przez wiatr we wszystkich kierunkach;
nasiona te mogq Zy¢ i wzrastac jedynie, jesli upadng na zyzny grunt. (..) Rozumowanie
statystyczne jest podatne na wiele btedéw. Niemniej, analogia do innych chordob zdaje sie
wspierac co wyniki statystyki sugerujq, zaleznos¢ nasiona (seed) od odpowiedniego gruntu
(soil). W patologii nowotworu najcenniejsza jest praca tych, ktorzy (...) badajg nature nasienia.
Sq oni jak naukowi botanicy, podczas gdy ci, ktorzy przerzucajq opisy przypadkow sq tylko jak

rolnicy, cho¢ ich obserwacje dotyczgce zyznosci gleby sq réwniez pomocne” .5

Wiele lat pdzniej w artykule przywotujgcym wspomnienie badacza, profesorowie Isaiah Fidler
oraz George Poste na tamach Lancet oncology wspominajac historyczng publikacje przypisali

terminy uzywane przez Paget’a do funkcjonujgcych obecnie nazw:

,Hipoteza ,seed and soil” jest teraz powszechnie akceptowana i cytowana. Nasienie
przemianowano na komorke progenitorowq, komorke inicjujgcq, komdrke macierzystq
nowotworu lub komdrke metastatyczng; glebe zas nazywamy teraz czynnikami gospodarza,

stromq albo mikrosrodowiskiem panujgcym wewngtrz narzqdu”.”°
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Zaréwno komorki linii mieloidalnej jak i limfoidalnej pochodzg od hematopoetycznych
komadrek macierzystych (HSC). Komorki HSC nie dzielg sie czesto, wiekszos$¢ z nich jest w stanie
okreslanym mianem quiescent, to znaczy ,,milczagcym”. Dla odrdznienia od uspionych komérek
nowotworowych, ktére nie dzielg sie w stanie uspienia (ang. dormancy), komaorki te moga sie
podzieli¢ i wrdci¢ do wyciszenia aktywnosci proliferacyjnej®’. HSC sg jednak komdrkami
ruchomymi, zdolnymi do przemieszczania sie krwioobiegiem do odlegtych narzaddéw, w tym
narzgdow niehematopoetycznych w odpowiedzi na stan zapalny®?. Istnieje wiele dowoddéw na
to, ze biataczki pochodza od pojedynczej hematopetycznej komdrki macierzystej, w ktérej
powstata onkogenna mutacja, na przyktad gen fuzyjny BCR-ABL1*3. Komdrki potomne mogg
naby¢ kolejne mutacje, przez co na przyktad komorki ostrej biataczki szpikowej cechuje duza
heterogennos$é. HSC, ktéra nabyta onkogenng mutacje staje sie komdrka macierzystg biataczki
— LSC (ang. Leukemia stem cell). Pierwsze doniesienia o komérkach zdolnych do odtworzenia
nowotworu po przeszczepie do myszy pochodzg sprzed 25 lat®®. W pdzniejszych latach
zidentyfikowano te komaérki na podstawie markeréw powierzchniowych jako komaérki CD34*
CD38 (ang. Cluster of differentiation, CD). Sg one zdolne do odnowienia swojej populacji, a
takze wyrdznicowania w kierunku biataczki i zainicjowania nawrotu nowotworu, na przyktad
po intensywne] terapii. Komodrki LSC przebywajg gtéwnie w szpiku kostnym, w
wyspecjalizowanym mikrosrodowisku, nazywanym ,niszg”. Mikrosrodowisko to chroni
komorki LSC przed chemioterapig, a takze umozliwia podziaty i hamuje réznicowanie®. W
poréwnaniu do prawidtowych macierzystych komérek hematopoetycznych, komérki LSC
CD34*CD38 majg zaburzong ekspresje markerow takich jak CD25, CD32, CD44, CD96, CD123,
GPR56 (ang. G protein-coupled receptor 56), CLL1 (ang. C-type lectin-like molecule-1) oraz
ILLRAP (ang. Interleukin-1 receptor accessory protein), N-kadheryna i Tie2°>. Jednak ze
wzgledu na duze zréznicowanie poziomu ekspresji tych markeréw pomiedzy pacjentami, nie
mozna wyodrebni¢ z tej grupy pojedynczego markera, ktéry pozwalatby odrdznié
nowotworowe komodrki macierzyste od nienowotworowych komadrek HSC. Komérki LSC
stanowig wyzwanie terapeutyczne, poniewaz uzycie inhibitorow kinazy tyrozynowej nie
prowadzi do ich catkowitej eradykac;ji®®; trwajg badania nad potaczeniem tych inhibitoréw z

inhibitorami skierowanymi na przyktad przeciwko E-selektynie®’.

35



Rozdziat 3. Leczenie nowotwordw z uwzglednieniem przewlektej

biataczki szpikowej

Tak jak zostato to opisane w pierwszym rozdziale, chociaz nowotwory nie s3 homogenng grupa
chordb, dziela pewne wspdlne cechy charakterystyczne. Ten rozdziat bedzie omdéwieniem
istniejgcych juz terapii nowotworowych (ze szczegdlnym uwzglednieniem chemioterapii),
zjawiska opornosci na leczenie oraz rozwoju nowych terapii nowotworowych, szczegélnie dla
chronicznej biataczki szpikowej.

Nowotwory byty ludzkosci znane od setek lat, chociaz do XX wieku choroba pozostawata
niemozliwa do zatrzymania, nieuleczalnai smiertelna. Wraz z rozwojem technik chirurgicznych
stato sie mozliwe wycinanie nowotwordw litych. Na przyktad, terapia radykalna
koncentrowata sie na usunieciu jak najwiekszej ilosci nowotworowej i potencjalnie
nowotworowe] tkanki. Tak stosowane leczenie w raku piersi pozwalato poprawic zaleczalno$é
i wydtuzy¢ dtugosé zycia po diagnozie, jednak pacjent pozostawat istotnie okaleczony. W 1896
r. nastgpito jednak odkrycie, ktére rozbudzito nadzieje na leczenie nowotwordéw bez uzycia
skalpela. Niemiecki profesor fizyki Wilhelm Conrad Roentgen odkryt promieniowanie X. W
zaledwie kilka dni po ogtoszeniu tego odkrycia firma E.H. Grubb po raz pierwszy uzyta
promieniowania X w terapii nowotwordéw8, a sam Roentgen zostat nagrodzony nagroda Nobla
w dziedzinie fizyki juz w 1901 r. Wspomniany juz wczes$niej w tekscie Herman Muller w 1927
r. odkryt, Ze promieniowanie X zwieksza czestotliwos¢ powstawania mutacji genetycznych
oraz ze efekt zalezny byt od dawki®>. Zauwazyt rowniez, ze podczas mitozy komorka musi
podzieli¢ swoje DNA, jest zatem wrazliwa na uszkodzenia wywotane promieniowaniem X.
Chociaz radioterapia oddziatuje na wszystkie komorki organizmu zdolne do podziatu, po dzi$
dzien naswietlanie pozostaje jedng z najpowszechniejszych terapii pierwszej linii. Mimo
niezaprzeczalnej skutecznosci, terapia ta nie stata sie jednak poszukiwanym panaceum.
Komérki nowotworu mogg uodpornic sie na terapie promieniowaniem jonizujgcym, gtéwnie
poprzez aktywacje szlakdw zwigzanych z naprawg uszkodzer DNA. W szczegdlnosci sg to szlaki
zwigzane z czynnikami transkrypcyjnymi STAT3, NF-kB, NRF2 (ang. NFE2 Like BZIP
Transcription Factor 2) oraz HIF-la (ang. Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha)®.

Radioterapia byta jednak zaledwie poczatkiem postepu w dziedzinie nieoperacyjnego leczenia
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nowotworéw. Kolejne odkrycia przyniosta pierwsza wojna Swiatowa, a wraz z nig

zastosowanie pierwszej Smiercionos$nej broni masowego razenia — gazu musztardowego.

3.1. HISTORIA ROZWOJU CHEMIOTERAPII

3.1.1. Zastosowanie pierwszych lekow cytostatycznych

W 1919 r. doktor Eward Krumbhaar badat krew oséb narazonych na kontakt z zastosowanym
na placu boju gazem musztardowym. Zaobserwowat u nich powazng leukopenie, a takze
zubozenie szpiku kostnego i weztéw chtonnych®, Paradoksalnie, niezaprzeczalnie okrutny akt
uzycia broni chemicznej przeciwko ludzkosci przyczynit sie do niezwyktego odkrycia. Ludzko$é
zyskata pierwszy lek przeciwnowotworowy. W niedtugim czasie narodzit sie pomyst uzycia
gazu musztardowego, a dokfadniej - iperytu w leczeniu nowotworéw uktadu limfatycznego.
Badacze Alfred Gilman i Louis Goodman wykonali eksperyment na modelu kréliczym, ktéry
potwierdzit, ze pod wptywem gazu musztardowego spada ilo$¢ biatych krwinek!®. Zacheceni
wynikami kontynuowali badania w mysim modelu po ksenotransplantacji ludzkich komadrek
chtoniaka. Leczenie przy uzyciu gazu musztardowego powodowato zmniejszenie rozmiaréw
guza oraz wydtuzenie zycial®2. Badacze oficjalnie zaproponowali leczenie przy uzyciu iperytu
azotowego chtoniakéw opornych na dotychczasowe terapie. Doprowadzito to do pierwszej w
historii préby klinicznej, w ktérej zastosowano chemioterapie u pacjenta onkologicznego. W
swoich notatkach doktor Goodman oznaczyt pacjenta jako “JD”. Przez wiele lat niewiele byto
wiadomo o tajemniczym pacjencie, dopiero w 2011 r. szczegdty jego historii zostaty
przedstawione przez Johna Fenna i Roberta Udelsmana podczas dwusetlecia istnienia
uniwersytetu Yale'%2, JD urodzit sie w 1894 r. w Polsce i wyemigrowat do Stanéw
Zjednoczonych. W 1940 r. zachorowat na chtoniaka i przeszedt kilka cykli radioterapii
promieniami X. Zmiany nowotworowe usuwane byly takze chirurgicznie. W 1942 r. przestat
odpowiadaé¢ na standardowe leczenie. Wyczerpawszy opcje terapeutyczne, cierpigc na
problemy z oddychaniem, dysfagie oraz znaczng utrate masy, JD otrzymat eksperymentalny
zastrzyk iperytu azotowego. Iperyt zostat podany dozylnie dziesieciokrotnie w dawce 0,1
mg/kg masy ciata. Co ciekawe, w notatkach lekarza nie ma nazwy podawanej substancji.
Odnosi sie do niej jako do ,limoficydalnej” albo ,substancji X”, prawdopodobnie z powodu
cenzury natozonej przez Departament Wojny Stanéw Zjednoczonych. Wyniki przeszty wszelkie
oczekiwania, jako ze biopsja wykazata catkowity brak tkanki nowotworu. Jednakze wraz z
uptywem czasu, pacjent zaczat cierpie¢ na intensywne krwotoki, czemu towarzyszyt wyrazny
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spadek poziomu leukocytow oraz ptytek krwi. Do dnia 49 po zastrzyku, guzy zaczety nawracac.
Podjeto ponowne leczenie iperytem, przyniosto ono jednak zaledwie krétkotrwaty skutek
leczniczy. Pacjent odszedt 96-tego dnia po rozpoczeciu leczenia, jak donoszg zrédta —,,odszedt
w spokoju”102,

Nie minefo jednak wiele czasu, a pojawity sie kolejne préoby zastosowania farmakoterapii w
leczeniu nowotwordw. Krétko po zakoriczeniu drugiej wojny swiatowej Sidney Farber, ktéry
byt w tamtym czasie patologiem dzieciecym na uniwersytecie medycznym Harvarda (Harvard
Medical School, Boston, Massachusetts, USA) podjat pierwszg probe leczenia nowotworu w
oparciu o wiedze o jego biologii. Farber wiedziat, ze kwas foliowy stymuluje proliferacje
komodrek biataczki. We wspdtpracy z Harriet Kiltie i Yellapragad’em Subbarow’em z Lederle
Laboratiories uzyskat zatem analogi folianéw (gtdéwnie aminopteryny). Analogi foliandw
stanowity antymetabolity, czyli zwigzki wypierajgce naturalnie wystepujacy metabolit, a w
konsekwencji zaburzajgce szlak metaboliczny. W tym przypadku, antagonista kwasu foliowego
blokuje miejsce aktywne w reduktazie dihydrofolianowej — kluczowym enzymie w szlaku
syntezy zasad azotowych (tymidyny oraz puryn). W 1948 Farber podat analogi foliandw
dzieciom dotknietym ostrg biataczkag limfoblastyczng, na ktérg w owym czasie nie istniato
leczenie. Leki zadziataty antyproliferacyjnie na komérki nowotworu, a u pacjentéw uzyskano
przejéciowq remisje choroby3. Aminopteryne z czasem zastgpiono metoteksatem, ktéry po
dzi$ dzien stosowany jest w leczeniu réznych typéw nowotwordw oraz rowniez w chorobach
zapalnych104105,

Obecnie taczy sie rozne metody leczenia nowotwordw, a chemioterapia nie musi mieé na celu
catkowitego wyleczenia nowotworu. Moze by¢ na przyktad zastosowana jako terapia
paliatywna, aby ulzy¢ symptomom choroby. Réwniez jako terapia neoadjuwantowa,
zmniejszajgca guz przed chirurgicznym usunieciem albo terapia adjuwantowa, majgca na celu
usuniecie komérek nowotworu pozostatych po operacji. Co wiecej, w dzisiejszych terapiach
zamiast pojedynczego specyfiku uzywa sie czesto kombinacji réznych lekéw (o udowodnione;j
skutecznosci w monoterapii w danym typie nowotworu) w wystandaryzowanych rezimach
chemioterapeutycznych. Jako ze rdéine zwigzki o aktywnosci przeciwnowotworowej maja
wptyw na rdzine aspekty proliferacji nowotwordw, to podejscie sprawia, ze terapia jest

bardziej efektywna i utrudnia wystgpienie opornosci.
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3.1.2. Mechanizmy dziatania lekdw cytostatycznych stosowanych w chemioterapii

Podstawowy, uproszczony mechanizm dziatania leku przeciwnowotworowego to indukcja
stresu w komdrce nowotworu, co prowadzi do zatrzymania maszynerii proliferacyjnej i
skutkuje smiercig komérki nowotworowej. Mechanizm molekularny dziatania cytostatykow
obejmuje przede wszystkim hamowanie replikacji DNA oraz formacji struktur niezbednych do
przeprowadzenia mitozy (na przyktad blokada wrzeciona podziatowego czy zaburzenie
polimeryzacji mikrotubul)!%. Jednak komdrki, ktére aktywnie nie proliferujg w momencie

zastosowania terapii czesto nie odpowiadajg na leczeniel®’. Poszczegdlne leki cytostatyczne i

ich podstawowy mechanizm dziatania przedstawione sg w tabeli 3.

Lek cytostatyczny

Gtéwny mechanizm dziatania

Taksany

Paklitaksel, docetaksel, kabazytaksel
Alkaloidy Vinca

Winblastyna, winkrystyna, winorelbina

Taksany wigza sie do mikrotubul, utrudniajg ich poruszania sie i
spetnianie swojej funkcji w mitozie

Alkaloidy Vinca powodujg depolimeryzacje mikrotubul,
niszczenie wrzeciona podziatowego (wyzsze stezenia),
blokowanie mitozy (nizsze stezenia)

Analogi kamptotecyny
Irynotekan, topotekan

Antracykliny
Doksorubicyna, daunorubicyna,
epirubicyna, idarubicyna, mitoksantron

Daktynomycyna (Aktynomycyna D)
Etopozyd

Tenipozyd

Cyklofosfamid

Mitomycyna

Dakarbazyna (i pochodne)
Streptozotocyna

Antracykliny

Chemioterapie na bazie platyny
Cisplatyna, karboplatyna i oksaliplatyna

5-fluorouracyl (5-FU),

Cytarbina

Gemcytabina

6-tiopuryny (6-merkaptopuryna i 6-
tioguanina)

Klofarbina

Hamowanie replikacji poprzez oddziatywanie z topoizomeraza |
lub 1l. Powoduje to stres widetek replikacyjnych, napotykajgcych
kompleks leku i enzymu, prowadzac do powstawania
dwuniciowych pekniec.

Alkilacja DNA, produkowanie adduktow taczacych sie
kowalencyjnie, indukujgcych jedno- i dwuniciowe pekniecia w
DNA

Interkalacja do DNA

Indukcja powstawania wigzan krzyzowych miedzy ni¢mi DNA, a
takze pomiedzy czasteczkami DNA. Zaburzenie struktury
podwajnej helisy prowadzi do powstawania pekniec i zaktdcenia
procesu replikacji

Wstawianie w strukture DNA nieprawidtowych nukleotydéw, co
hamuje synteze DNA i powoduje jej przedwczesng terminacje.
Gemcytabina, cytarbina oraz fludarbina hamujg tez polimeraze
DNA i reduktaze rybonukleotydéw zatrzymujac replikacje,
wydtuzenie taricucha i naprawe DNA.

Tabela 3. Mechanizmy dziatania lekéw cytostatycznych.
W Tabeli przedstawiono podstawowe mechanizmy dziatania poszczegdlnych cytostatykdw hamujgcych mitoze komarek
nowotworowych. Opracowano na podstawie Tilsed, CM et al., Frontiers in Oncology 2022106
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3.2. TERAPIE CELOWANE W LECZENIU NOWOTWOROW — ,,ZtOTA KULA”

Po zastosowaniu pierwszych substancji przeciwnowotworowych, pojawiaty sie nastepne, a
wraz z nimi chemioterapia stata sie ztotym standardem leczenia nowotworéw. Powiekszata sie
rowniez wiedza na temat nowotwordw i biologii komdrki nowotworowej. Chociaz efekty
terapeutyczne, uzyskane przy uzyciu stosowanych do korca XX wieku terapeutykéw byty
ogromnym osiggnieciem i krokiem na drodze do skutecznego leczenia nowotwordw, istniata
wcigz niezaspokojona potrzeba stworzenia substancji wymierzonej precyzyjnie w komorke
dotknieta choroba. Stato sie to w 2001 roku, kiedy dopuszczono do uzytku imatinib — pierwszy
inhibitor kinazy tyrozynowe;j.

Naukowcy pracujgcy w Ciba-Geigy (obecnie Novartis) badajgc serie inhibitorow kinazy
tyrozynowej znalezli zwigzki o aktywnosci skierowanej specyficznie przeciwko domenie kinazy
w biatku ABL1. Dalsze badania rozwinety zwigzek STI-571, znany dzisiaj jako imatinib albo
Gleevec”. Imatinib dziata specyficznie na kinaze ABL1 na zasadzie inhibicji kompetycyjnej z
czasteczkg ATP. W zaleznosci od stezenia zwigzku, hamuje on specyficznie kinaze ABL1, ale
moze tez hamowac aktywnos$¢ C-kit (znany réwniez jako Mast/Stem Cell Growth Factor
Receptor Kit, SCFR; jest to biatko kodujgce receptorowg kinaze tyrozynowg) i PDGFR (ang.
Platelet-derived growth factor receptor, receptor dla czynnika wzrostu ptytek krwi)°8,
Odkrycie imatinibu nie doprowadzito do btyskawicznego wprowadzenia preparatu na rynek.
Poczatkowo otrzymat on niski status pilnosci ze wzgledu na niskg czestos¢ wystepowania
przewlektej biataczki szpikowej. Do préb klinicznych zostat dopuszczony dopiero po pieciu
latach%, jednak jego skutecznos$¢ spowodowata, ze FDA po raz pierwszy w historii dopuscita
lek do uzytku w sposéb przyspieszony. W trzeciej fazie badan klinicznych (préba kliniczna IRIS),
imatinib jako monoterapia spowodowat wystgpienie catkowitej odpowiedzi cytogennej (ang.
Complete cytogenic response, CCR) u 73,8% pacjentow, podczas gdy stosowany do tej pory
interferon a w potaczeniu z cytarbing wywotat takg odpowiedz zaledwie u 8,5% pacjentéw?!.
Imatinib sprawit, ze przewlekta biataczka szpikowa ze Smiertelnej choroby stata sie chorobg, z
ktérag mozna zy¢. Co wiecej, zachecajgce wyniki dla przewlektej biataczki szpikowe] sktaniaty
do badain nad uzyciem imatinibu w innych nowotworach, w tym nowotworach
niehematologicznych, litych, na przyktad nowotworze podscieliskowym przewodu

pokarmowego (ang. Gastrointestinal stromal tumor, GIST)*.
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Celowane terapie przeciwnowotworowe sg dzisiaj jednym z podstawowych filaréow medycyny
precyzyjnej, ktéra przektada wiedze zdobytg badaniami wielkoskalowymi na uzycie
specyficznych inhibitoréow, co pozwala minimalizowaé efekty uboczne terapii. Takie leczenie
jednak czesto nie prowadzi do uzdrowienia, a jedynie do wyciszenia symptomow choroby.
Przeprowadzono wiele préb klinicznych, w ktérych pod kontrolg lekarza, pacjenci przerywali
leczenie imatinibem.

Jedng z takich préb byta Francuska STIM1 (Stop imatinib). Wzieto w niej udziat 100 pacjentow,
u ktérych nie wykryto choroby resztkowej (UMRD, ang. Undetectable Minimal Residual
Disease) przez ostatnie dwa lata. Niestety, po 2,5 miesigca (mediana) 61 pacjentéow ze 100
utracito UMRD. U 43% odnotowano brak nawrotéw po 6-ciu miesigcach. U 57 z 61 pacjentéw
ponowiono leczenie, a 55-ciu z nich odzyskato UMRD w ciggu czterech miesiecy (mediana)!*L.
W proébie klinicznej TWISTER wzieto udziat 40-stu pacjentdw bez wykrywalnej choroby
resztkowej, a po 24 miesigcach od zaprzestania przyjmowania imatinibu stabilna remisja bez
leczenia (TFR, ang. Treatment-free remission) zostata odnotowana u 47,1%%2.

W innej prébie klinicznej EURO-SKI przeanalizowano dane pochodzace od 755 pacjentéw,
mediana czasu obserwacji wyniosta 27 miesiecy. Odnotowano, ze 49% pacjentéw po
zaprzestaniu leczenia utracito wiekszg odpowiedz molekularng (MMR, ang. Major Molecular
Response)*3,

Podsumowujac, prawie co drugi pacjent dotkniety przewlektg biataczka szpikowg nie moze
zaprzestaé leczenia imatinibem. Podobnie zresztg w przypadku innych generacji inhibitorow
kinaz tyrozynowych w przewlektej biataczce szpikowej. Préba kliniczna DASFREE, w ktorej
wziety udziat 84 osoby pokazata, ze remisja bez leczenia (TFR) byta stabilna u zaledwie 46%
pacjentéw 4. Dosé dobre wyniki przyniosta préba kliniczna LAST, w ktdrej wzieto udziat 172
pacjentow, wsrdd ktérych uwzglednieni byli pacjenci przyjmujgcy nie tylko imatinib (60%
bioracych udziat), ale rowniez inne inhibitory kinaz tyrozynowych — nilotinib (23%), dasatinib
(15%) i bosutinib (2%). Wyniki z tej proby pokazaty, ze 107 pacjentéw pozostato w remisji
TFR3,

3.3. AKTUALNE LECZENIE PRZEWLEKtEJ BIALACZKI SZPIKOWE)

Aktualnie pierwszg linie leczenia przewlekte] biataczki szpikowej stanowig inhibitory kinazy
tyrozynowej (TKI) — pierwszej generacji imatinib (refundowany), a takze drugiej generacji:
dazatynib, nilotynib oraz bosutynib. Czesto, jezeli pacjent zalicza sie do grupy posredniego
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albo wysokiego ryzyka (omowione w punkcie 2.3 rokowanie w przewlekiej biataczce
szpikowej), wéwczas leczenie zaczyna sie od lekdéw drugiej generacji. Podobnie w sytuacji, w
ktorej istnieje opornos¢ lub nietolerancja na leczenie imatinibem. Jezeli leczenie nie bedzie
przebiegaé zgodnie z ,kamieniami milowymi” (rycina 5), wéwczas nalezy zbada¢ gen BCR-ABL1
pod katem mutacji (jezeli jest mutacja T315l, wowczas wtacza sie leczenie lekiem trzeciej
generacji - ponatynibem). Jesli po 36-48 miesigcach nie uzyska sie wiekszej odpowiedzi
molekularnej (ang. Major molecular response, MMR), nalezy zmieni¢ inhibitor kinazy
tyrozynowe;.

Do czasu remisji, zaleca sie, aby chory co dwa tygodnie badat krew (morfologia). Ponadto,
nalezy zrobi¢ badanie cytogenetyczne, ktére czesto zaleca sie powtdrzy¢ 3, 6 i 12 miesiecy po
rozpoczeciu leczenia; badanie poziomu transkryptu BCR-ABL1 przy pomocy RealTime qPCR
(ang. Quantitative polymerase chain reaction) co trzy miesigce lub czesciej; badanie mutacji w

genie BCR-ABL1.

< 10% transkryptu BCR-ABL1 MMR
© > 10% transkryptu BCR-ABL1 © - 0.1 - 1% transkryptu BCR-ABL1
Start 3 miesiace 6 miesiecy 12 miesiecy

Dodatkowe zmiany cytogenetyczne

dodatkowego ryzyka < 1% transkryptu BCR-ABL1
lub duze ryzyko wg skali ELTS

o > 1 - 10% transkryptuBCR-ABL1

Odpowiedz optymalna

o Koniecznos¢ monitorowania albo rozwazenie zmiany leku

Rycina 5. ,Kamienie milowe” odpowiedzi na terapie inhibitorami kinazy tyrozynowej.

Poziom transkryptu BCR-ABL1 jest przeliczony na % wartosci transkryptureferencyjnego, np. genu ABL1 albo GUSB i
przekonwertowany na wystandaryzowang skale miedzynarodowg (ang. International Scale, IS). Strzatka przedstawia
schematycznie czas uptywajgcy od rozpoczecia terapii imatinibem. Zalecenia dla poszczegdlnych miesiecy pozwalajg
monitorowac odpowiedZ nowotworu na zastosowane leczenie (uzyskanie dtugotrwatej wiekszej odpowiedzi molekularnej
MMR) i podja¢ odpowiednie kroki w przypadku braku reakcji albo zaledwie czesciowej reakcji na terapie. Schemat
stworzono na podstawie zalecen European LeukemiaNet 2020 (ELN) 46:116

Jezeli chory w fazie chronicznej przewlektej biataczki szpikowej reaguje odpowiednio na
pierwszg linie leczenia, to znaczy uzyskano u niego gtebokg i dtugotrwatg wiekszg odpowiedz
molekularng (MMR), mozna wdwczas rozwazy¢ odstgpienie od dalszej terapii inhibitorami
kinazy tyrozynowej. W 90-95% nawrotow mozna skutecznie zastosowaé ponownie inhibitory

kinazy tyrozynowej.
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3.4. STRATEGIE LECZENIA CML W PRZYPADKU NIEPOWODZENIA CHEMIOTERAPII INHIBITORAMI KINAZY

BCR-ABL

Jezeli leczenie przy pomocy inhibitorow kinazy tyrozynowej nie powiedzie sie, wowczas nalezy
rozwazyc przeszczep allogeniczny komérek krwiotwérczych (allo-HCT). Inne dostepne metody
leczenia to interferon a (IFNa) oraz hydroksymocznik. IFNa pobudza limfocyty T cytotoksyczne
do atakowania komadrek biataczki''’. W obecnie stosowanej formie IFNa wystepuje w postaci
PEGylowanej (tzn. z dodatkiem glikolu polietylowego, polimeru przedtuzajgcego uwalnianie) i
jest stosowany jako monoterapia u kobiet w cigzy, poniewaz cigza stanowi przeciwwskazanie
do stosowania inhibitoréw kinazy tyrozynowej''®1°, a takze u pacjentéw bedacych
kandydatami do przeszczepu. Jest réwniez stosowany w skojarzeniu z cytarbing (najczesciej)
u chorych, ktérzy nie sg kandydatami do przeszczepu szpiku po niepowodzeniu leczenia
inhibitorami kinazy tyrozynowej.

Hydroksymocznik natomiast jest lekiem organicznym podawanym chorym tymczasowo na
poczgtkowych etapach choroby przed uzyskaniem diagnozy albo jako chemioterapia
paliatywna. Ma dziata¢ cytoredukcyjnie, tak zeby choroba zostata wstepnie opanowana i

poprawita sie jakos¢ zastosowanego w przysztosci leczenia.
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Rozdziat 4. Lekoopornosé

Pomimo ogromnych sukceséw i postepu w leczeniu réinych rodzajéw nowotwordw,
nieodtgcznym wyzwaniem pozostaje aspekt czasowy skutecznosci terapii. Komorki
nowotworowe uodparniajg sie na leczenie. Chodzi zaréwno o odporno$é¢ nabytg, jak i
wrodzong, objawiajgcg sie brakiem odpowiedzi na zastosowang terapie. W niniejszym
rozdziale oméwione zostang mechanizmy zwigzane z réznymi rodzajami opornosci wraz z
przyktadami. Przyktady te pochodza z badan, w ktérych autorka dysertacji uczestniczyta
podczas stazy zagranicznych. Nie stanowig one przedmiotu dysertacji, jednak dotyczg badan,

ktore stworzyty podstawy do eksperymentdw przedstawionych w niniejszej pracy.
4.1. OPORNOSC WRODZONA

Opornos¢ wrodzona, zwana réwniez wewnetrzng (ang. intrinsic) to niewrazliwos¢ na leki,
spowodowana czynnikami istniejgcymi przed podjeciem danej terapiit?°.
Mechanizmy opornosci wrodzonej obejmuja:
e zmiany w biologii komérek nowotworowych nabyte w toku rozwoju nowotworu —
mutacje w genach zwigzanych z odpowiedzig na dane leczenie
e aktywacje szlakdéw obronnych zwigzanych z usuwaniem toksyn obecnych w
srodowisku (na przyktad aktywacja poprzednim lekiem cytostatycznym)
e heterogenicznosé iistnienie subpopulacji komérek odpornych na dane leczenie, w tym
komodrek macierzystych nowotworéow
Jednym z przyktadéw opornosci wrodzonej jest nieskuteczno$é specyficznych inhibitorow
cyklinozaleznych kinaz CDK4/6 w leczeniu potrdjnie negatywnego raka piersi (TNBC, ang.
Triple Negative Breast Cancer). Cechg charakterystyczng potrdjnie negatywnego raka piersi
jest brak na ich powierzchni receptoréw dla estrogenu (ER), progesteronu (PR), a takze niski
poziom biatka HER2/neu. Jest to szczegdlnie agresywny, heterogenny, szybko rosngcy
nowotwar piersi, ktéry bardzo czesto ulega przerzutom szybciej niz jest wykrywany. Nie ma
tez dobrych metod leczenia'?l. Jednym ze stosowanych z powodzeniem lekéw w terapii

nowotwordw piersi pozytywnych pod wzgledem receptoréw dla hormondw s3g specyficzne
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inhibitory cyklinozaleznych kinaz 4 i 6 (CDK4/6). Jednak komoérki TNBC sg oporne na leczenie
tymi inhibitorami, a mechanizm tej opornosci przez dtugi czas nie byt znany. W 2020 roku w
czasopismie Science Advances ukazaty sie wyniki badan zespotu profesora Petera Sicinskiego
na uniwersytecie Harvarda w Stanach Zjednoczonych, w ktérych autorka uczestniczyta w
ramach stazu zagranicznego. W publikacji pokazano, ze opornos¢ komérek TNBC na leczenie
inhibitorami CDK4/6 jest spowodowana zwiekszong aktywnoscig lizosomdéw. Leki, zamiast
dziata¢ na cykl komdrkowy, sekwestrowane sg w lizosomach, a nastepnie degradowane zanim

zdazg wywrzeé efekt na komérkach nowotworu???,

4.2. OPORNOSC NABYTA

Opornos¢ nabyta jest to taka opornosé, ktérg komarki nowotworu nabywajg w czasie leczenia
przy uzyciu danego leku. Istniejg rézne rodzaje opornosci, zalezne w duzej mierze od
mechanizmu dziatania leku. Rozrézniane sg mechanizmy specyficzne, na przyktad zwigzane z
mutacjg w obrebie rejonu rozpoznawanego przez specyficzny inhibitor, jak w przypadku
przewlektej biataczki szpikowej (zagadnienie szerzej oméwiono w punkcie 4.3). Opornosc
komdrek nowotworowych na leki czesto opisywana jest w kontekscie konkretnych mutacji czy
amplifikacji. Coraz bardziej na znaczeniu zyskujg réwniez badania epigenetyczne, w tym
badania analizujgce poziom i role poszczegdlnych mikroRNA. Na przyktad, u pacjentow
cierpigcych na niedrobnokomdrkowego raka ptuc (NSCLC), choroba wywotana jest czesto
obecnoscig genu fuzyjnego EML4-ALK. Translokacja ta dotyczy okoto 4-5% wszystkich
przypadkéw NSCLC i powoduje konstytutywng aktywacje kinazy tyrozynowej ALK (ang.
Anaplastic lymphoma kinase). W leczeniu tych nowotworéw powszechnie stosuje sie
specyficzny inhibitor kinazy tyrozynowej — Crizotinib, a takze leki kolejnych generac;jit?3124,
Niemal u jednej trzeciej leczonych Crizotinibem pacjentdw pojawiajg sie mutacje w domenie
kinazy tyrozynowej'?* Jednakze, zmiany w rejonie funkcyjnym kinazy nie s3 obecne u
wszystkich pacjentdw opornych na leczenie tym inhibitorem'?>. Jakie s3 zatem inne
mechanizmy opornosci na stosowany lek? W badaniach prowadzonych ma uniwersytecie
Karolinskim (Karolinska Institutet, Solna, Szwecja) Lai Y, (...), Stukan | et al. pokazali, ze taki
efekt moze mieé¢ mikroRNA-100-5p. Uzycie specyficznego inhibitora, hamujgcego aktywnosc
tego mikroRNA, uwrazliwiato oporne linie na inhibitory kinazy tyrozynowej ALK. Jako ze
poszczegdlne mikroRNA oddziatujg na wiele gendw, analiza komputerowa wykazata, ze w tym
przypadku sg to gtéwnie genu szlaku sygnatowego mTOR!?4. Podsumowujgc, w indukcje
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fenotypu opornosci na leczenie, poza mutacjami, czesto zaangazowanych jest wiele innych
mechanizmdéw, w tym mechanizmow epigenetycznych.

Mikrosrodowisko otaczajgce nowotwdr rowniez ma wptyw na indukcje opornosci. Jednym z
mechanizmdw jest uwalnianie egzosomow przez komoérki stromy, ktérych cargo moze dotrzec
zaréwno do komérek nowotworu, jak i do towarzyszacych nowotworowi elementéw uktadu
odpornosciowego, np. makrofagéw (TAMs, ang. Tumor-associated macrophages). Przyczynia

sie to do przetrwania nowotworu!?°,

4.3. OPORNOSC NA IMATINIB ZALEZNA OD BCR-ABL1 — MUTACJE W DOMENIE KINAZY TYROZYNOWE)

Jeszcze podczas pierwszej duzej préby klinicznej IRIS, ktéra udowodnita skutecznosc
monoterapii imatinibem w leczeniu biataczki, okoto 17% pacjentéw rozwineto opornosé na
imatinib w piecioletniej obserwacji (ang. 5-year follow-up). Wiekszos¢ pacjentow w
zaawansowanych stadiach biataczki bardzo szybko uodparniato sie na dziatanie inhibitora. Na
tym etapie zaobserwowano u czesci pacjentéw fosforylacje biatka adaptorowego CRKL,
$wiadczacego o ponownej aktywacji kinazy BCR-ABL1'%%, Kolejne badania zidentyfikowaty
grupe mechanizméw odpornosci na leczenie imatinibem zaleznych od BCR-ABL1 oraz
niezaleznych od BCR-ABL1%?7'?8 (rycina 6).

Zazwyczaj u pacjentow, ktdrzy wykazujg pierwotng opornos¢ na leczenie imatinibem
dominujg mechanizmy niezwigzane z BCR-ABL1, a u pacjentdw uodparniajgcych sie w trakcie
leczenia — mechanizmy zwigzane z BCR-ABL1%’. Po pierwotnej odpowiedzi na leczenie, 20-25%
pacjentéw CML rozwija opornos¢ na leczenie poprzez mechanizmy zarowno zalezne, jak i
niezalezne od kinazy BCR-ABL1'27128, Nje ma tez jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, jak
powstaje opornosé nabyta u pacjentéw odpowiadajgcych na imatinib. Z jednej strony moze
by¢ ona spowodowana mutacjami powstatymi po rozpoczeciu leczenia. Z drugiej strony
istnieje mozliwosé, ze klony te juz istnialy zanim podano inhibitor kinazy tyrozynowe;.
Przemawiajg za tym dowody eksperymentalne, na przyktad fakt, ze klony posiadajgce mutacje
T3151 w czesci wigzgcej ATP kinazy BCR-ABL1 rosng wolniej niz komorki posiadajgce te
domene w formie niezmienionej. Mozliwe zatem, ze klony te nie ujawniajg swojej obecnosci
przed leczeniem przy pomocy TKI*?.

Okoto 50% opornosci na inhibitory kinazy tyrozynowej jest spowodowanych amplifikacjg albo
zmianami sekwencji BCR-ABL1 126128 Poniewaz imatinib wigze sie szescioma wigzaniami
wodorowymi z czescig kinazy wigzgcg ATP oraz wymaga zmiany konformacji domeny
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aktywacyjnej i petli typu P (P-loop) w konformacje aktywng, mutacje zmieniajgce pojedyncze
aminokwasy w odpowiednich miejscach majg prawdopodobnie wptyw na wigzanie leku3°,
Alternatywnie, lek wigze sie z kinazg pomimo mutacji, a za odporno$é odpowiedzialna jest
zwiekszona dysocjacja kinazy od imatinibu. Biorgc pod uwage jak istotna jest dtugosc
oddziatywania inhibitora i jego kinazy, mutacje naruszajgce kinetyke wigzania majg wptyw na
efektywnos$¢ leku'3l. Najczesciej wystepuje mutacja T315I, ktdra znosi mozliwo$¢ utworzenia
pojedynczego wigzania wodorowego w kieszeni wigzgcej ATP i powoduje opornos¢ na

inhibitory kinazy tyrozynowej zaréwno pierwszej, jak i drugiej generacji.

Mechanizmy opornosci na TKI

/ Zalezne od BCR-ABL1 \ / Niezalezne od BCR-ABL1 \

==) Mutacje BCR-ABL1 == Metabolizm lekéw (cytochrom P450)
T3151 CYP3A4
Kieszen wigzgca ATP ‘|: T315M CYP3A5
Petla typu P 522:305 == Transportery lekéw
Petla aktywacyjna H396R OCT1
ABCG2
ABCB1

== Amplifikacje BCR-ABL1
== Mechanizmy epigenetyczne i mikroRNA

== Mutacje w innych onkogennych kinazach

o DN )

Rycina 6. Mechanizmy opornosci na inhibitory kinazy tyrozynowej (TKI).

Po lewej: mechanizmy opornosci zalezne od BCR-ABL1, w tym mutacje w BCR-ABL1 opisane jako substytucje konkretnych
aminokwasow w kieszeni wigzgcej ATP, petli typu P albo petli aktywacyjnej struktury przestrzennej kinazy BCR-ABL1.

Po prawej: mechanizmy opornosci niezalezne od BCR-ABL1, w tym wybrane zmienione geny metabolizmu lekdw oraz biatek
transportujgcych leki.

W przypadku wystgpienia mutacji T315| zaleca sie przejscie na terapie ponatynibem, TKI
trzeciej generacji. Jest to lek posiadajgcy wiecej efektdw ubocznych niz inhibitory kinazy
tyrozynowej poprzednich generacji'32. Poczgtkowo zostat wycofany z rynku z powodu
wysokiej toksycznosci, zeby w koncu znéw byé dopuszczonym, jednak w zredukowanej
dawce®®3134 Przyjmowanie ponatynibu wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem sercowo-
naczyniowym, a pacjenci powinni by¢ regularnie kontrolowani pod katem wystgpienia
nadcisnienia, hiperlipidemii oraz cukrzycy?!?®.
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4.4, OPORNOSC NIEZALEZNA OD BCR-ABL1

Najlepiej zbadane mechanizmy opornosci na leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowe;j
niezalezne od BCR-ABL1 dotyczg gtdwnie biatek transportujgcych czgsteczki z albo do wnetrza
komorki, ale réwniez obejmujg aktywacje innych szlakdw onkogennych, zmiany
epigenetyczne, wzrost aktywnosci enzymoéw odpowiedzialnych za metabolizm ksenobiotykow

oraz ochronny wptyw mikrosrodowiska.

4.4.1. Biatka transportowe — MDR1 i opornos$¢ wielolekowa

Juzw 1976 r. Juliano i Ling donosili o istnieniu specyficznego biatka btonowego o wielkos$ci 170
kDa w chomiczych komérkach jajnika (CHO) uodparnianych na leczenie kolchicyng. Nazwali je
P-glikoproteing. Literka ,p” w nazwie oznacza przepuszczalnos$é, permeability, poniewaz
badacze przewidywali ze rolg P-glikoproteiny (Pgp, MDR1) jest umozliwianie miejscowe;j
przepuszczalnosci btony komérkowej'*>. Termin PgP oraz MDR1 s3 uzywane w niniejszej pracy
zamiennie. Dzi§ wiemy, ze pompa P-gp, produkt genu ABCB1, nalezy do rodziny biatek znanych
jako ATP-binding cassette proteins (transportery ABC, MDR-ABC), ktére sg obecne w bfonie
komdrkowej i wptywajg na dystrybucje, absorpcje i sekrecje szerokiej gamy zwigzkéw
chemicznych, niekoniecznie powigzanych ze sobg strukturalnie badZ funkcjonalnie!36-138,
Kieszen wigzgca ATP umozliwia pozyskanie energii na drodze hydrolizy. Energia zuzywana jest
miedzy innymi do przemieszczania substratu przez btone (gtéwnie eksportu), ale niektére z
biatek tej rodziny biorg udziat w translacji RNA i DNA. W ludzkim genomie znajduje sie 49
gendw ABC. Poza wptywem na stezenie zwigzku przeciwnowotworowego, eksportery ABC
oddziatujg réwniez z lekami limitujgc ich biodostepnos¢ i transport przez bariery biologiczne,
takie jak bariera krew-mdzg!'3®. Ekspresje biatek MDR-ABC, najczesciej ABCB1 oraz ABCG2
(ang. Breast cancer resistance protein, BCRP), uznaje sie za gtdwne zZrddto rdznic
indywidualnych miedzy ludZmi w zakresie biodostepnosci lekéw, a podwyzszone poziomy
biatek odpowiadajgcych za wyptyw zwigzkdow z komorki sg jednym z kluczowych
mechanizmdéw opornosci nowotwordw na terapie!4?. Szacuje sie, ze opornos$¢ na leczenie
odpowiada az za 90% $mierci wywotanych nowotworem?3°. Nadekspresja biatka MDR1 jest
czestym mechamizmem opornosci na chemioterapie. Glikoproteina P (MDR1) w swojej
strukturze posiada wiele miejsc wigzgcych leki, co prowadzi do powstania nie tylko opornosci

na dany zwigzek, ale tez opornosci krzyzowej na inne zwigzki o aktywnosci
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przeciwnowotworowej, m.in. cytostatyki takie jak etopozyd, doksorubicyna, winblastyna oraz
winkrystyna.

Inibitory kinazy tyrozynowej (w tym nowy lek przeciwko CML - asciminib4?) réwniez sa
substratami dla MDR1. U pacjentéw przyjmujacych w sposdb przewlekty imatinib, poziom
transkryptu ABCB1 jest podwyzszony i spada gwattownie po zaprzestaniu leczenia®!. Istniejg
jednak ograniczone dowody na to, ze przy wyzszych stezeniach TKI mogg hamowac aktywnosc
pompy, chociaz na ten moment ten efekt zaobserwowano tylko in vitro*2.

Polimorfizmy genu MDR1 (znanego réwniez jako ABCB1) mogg mie¢ znaczenie kliniczne dla
przewlektej biataczki szpikowej. W ostatnim czasie pokazano, ze obecnos¢ polimorfizméw
MDR1-C1236T lub MDR1-C3435T zwieksza prawdopodobieristwo niepowodzenia terapii
imatinibem*3, Chociaz wcigz brakuje jednoznacznych dowoddw, aby uzyé konkretnych
wariantéw ABCB1 jako biomarkera postepu leczenia#.

Kolejnym transporterem opisywanym czesto w literaturze w kontekscie opornosci komorek
CML na leczenie jest transporter imatinibu OCT1 (ang. Organic cation transporter 1). Rola
OCT1 w rozwoju opornosci na TKI jest niejednoznaczna i waha sie od predyktora
dtugoterminowej odpowiedzi na imatinib'4>, po zupetny brak zwigzku z opornoscig na
dziatanie leku'?®. U pacjentéw przewlekle przyjmujacych imatinib (dane z préby klinicznej
Euro-Ski), poziom transkryptu OCT1 byt obnizony?®141, Prawdopodobnie supresja OCT1 daje

komorkom przewage selekcyjng®?.

4.4.2. Inne BCR-ABL1-niezalezne mechanizmy opornosci
Wsréd wielu réznych mechanizméw przektadajacych sie na fenotyp oporny na leczenie
inhibitorami kinazy tyrozynowej w literaturze spotyka sie nastepujgce:

e Aktywacja innych onkogennych szlakéw pomimo zahamowania BCR-ABL1, na przyktad
szlaku MAPK, PI3K, SRC i JAK/STAT#7128  Chociaz zwykle szlaki te sg uzaleznione od
aktywacji onkogenu, mogg stac sie autonomiczne, na przyktad pod wptywem sygnatéw
pochodzgcych z mikrosrodowiska®’.

e Zmiany epigentyczne. Mutacje w regulatorach epigenetycznych, na przyktad w
DNMT3A (metylotransferaza DNA 3a), ktére wptywajg na pogorszenie rokowania i sg
czesto zwigzane z progresjg do kryzy blastycznej'#’~14°. W literaturze opisywane s3
rowniez roznice w globalnym wzorze ekspresji mikroRNA u pacjentéow opornych i
wrazliwych na dziatanie inhibitordw, a takze pacjentéw odpowiadajacych i nie
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odpowiadajgcych na terapie®®. Jednak identyfikacja pojedynczych gendw, aby uzy¢ ich
jako markerdow predykcyjnych postepu leczenia nie jest mozliwa bez dalszych badan®?,
Ochronne mikrosrodowisko szpiku kostnego. Na przykfad cytokiny uwalniane przez
strome moga promowaé fosforylacje STAT3, aktywujac komorki pierwotne CML w
sposdb niezalezny od BCR-ABL1, uodparniajac je na dziatanie inhibitorow?’.

Zmiany w enzymach odpowiedzialnych za metabolizm ksenobiotykéw. TKI s3
substratami dla cytochromu P450 (ang. CYP, biatko CYP), a w szczegdélnosci dla biatek
CYP3A4 i CYP3A5'>? (ang. Cytochrome P450 family 3 subfamily A member 4 oraz
Cytochrome P450 family 3 subfamily A member 5) . Podobnie jak w przypadku MDR1,
inhibitory kinazy tyrozynowej mogg by¢ zaréwno substratem, jak i inhibitorem enzymu
CYP3A41>3, ktéry metabolizuje je do formy o nizszej cytotoksycznosci, jednak wcigz
zdolnej do zahamowania kinazy. Aktywnos¢ CYP3A4 i CYP3A5 u pacjentéw o
kompletnej molekularnej remisji jest czesto wysoka, zatem nie jest do konca jasne, czy
uzyskane przez cytochrom metabolity nie majg pozytywnego wptywu na powodzenie

leczenial®.
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Rozdziat 5. Poszukiwania nowych lekéw

5.1. UZASADNIENIE BADAN NAD NOWYMI LEKAMI

Mimo ogromnego postepu w leczeniu nowotworow, istnieje wcigz niezaspokojona potrzeba
badania nowych substancji o potencjale przeciwnowotworowym. Mozna wskaza¢ na
nastepujace powody tego zapotrzebowania, zwigzane gtéwnie z nabywaniem opornosci na
leki przeciwnowotworowe:

1. Systemy naprawy DNA w komérkach nowotworowych sg zwykle unieczynnione, przez
co komdrka nabywa kolejne mutacje w krétszym czasie. W odpowiedzi na stres czesto
dochodzi do uodpornienia na stosowang terapie, na przyktad poprzez odblokowanie
ekspresji gendw ABC-MDR i nabycie fenotypu opornosci wielolekowej. Opornos¢ ta
powaznie limituje dostepne metody leczenia i powoduje zapotrzebowanie na nowe
zwigzki przeciwnowotworowe.

2. Chemioterapia celowana moze prowadzi¢ do uzaleznienia pacjenta od ciggtego
przyjmowania leku, na przyktad chory dotkniety przewlektg biataczkg szpikowa nie
moze zaprzestac leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej. Nowotwory sg zaleczalne,
ale nie uleczalne.

3. Istniejg komodrki macierzyste nowotworu (ang. Cancer stem cells, CSCs), ktérych
proliferacja pozostaje wyciszona (quiescent), co sprawia, ze nie odpowiadajg na
leczenie w takim samym stopniu jak komérki rozwinietego nowotworu'®’. Komérki te
sg jednak  szczegdlnie niebezpieczne, poniewaz posiadajg  fenotyp
macierzystopodobny. Sprawia to, ze podobnie jak nienowotworowe komorki
macierzyste, CSCs sg zdolne do odnowy swojej populacji, a takze do réznicowania i
odbudowania réznych subpopulacji komérek nowotworu®®>,

4. Istnieje roznica w pierwotnej odpowiedzi klinicznej na leczenie miedzy pacjentami
cierpigcymi na ten sam nowotwor. Na przyktad, pacjenci cierpigcy na raka przetyku sg
traktowani kombinacjg karboplatyny/paklitakselu oraz radioterapii. U 30% pacjentéow
przynosi to kompletng regresje, a jednak zupetnie odwrotnie dzieje sie u 20%
pacjentéw, u ktérych nie obserwujemy zadnej klinicznie istotnej odpowiedzi na
leczeniel®®. Rodzi to potrzebe alternatywnych terapii, zeby umozliwi¢ leczenie réwniez

pacjentom nieodpowiadajgcym na aktualnie dostepne leki.
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5. Nowotwory zfosliwe wcigz wykrywa sie w stadium zaawansowanym pomimo
relatywnie zaawansowanego stanu wiedzy na temat profilaktyki nowotworowej,
Swiadomosci odnosnie istnienia kancerogendw albo mozliwosci badania wariantow
konkretnych gendw o ustalonym prawdopodobienstwie rozwiniecia choroby
nowotworowej. W stadium zaawansowanym komodrki nowotworu sg czesto
niestabilne genomowo i szybko uodparniajg sie na leczenie, tak jak komorki kryzy
blastycznej w przewlektej biataczce szpikowej*®*’.

Potrzeba zatem nowych sposobdéw leczenia, a takze nowych lekéw przeciwnowotworowych,
ktére poprawityby jako$é leczenia pacjentédw, a takie zwiekszyly ilos¢ dostepnych opcji

terapeutycznych.
5.2. TRUDNOSCI W BADANIU NOWYCH ZWIAZKOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Istnieje uzasadniona potrzeba wprowadzania nowych substancji o aktywnosci
przeciwnowotworowej, w zwigzku z czym co roku pojawia sie wiele publikacji raportujgcych
otrzymanie takich zwigzkéw.

Pierwszym etapem badania potencjatu przeciwnowotworowego nowych zwigzkéw sg badania
przesiewowe przezywalnosci komérek prowadzone przy uzyciu mikroptytkowych testéw
kolorymetrycznych. Pozwalajg one zmierzy¢ zywotnos¢ komdrek danego nowotworu pod
wpltywem badane] substancji. Miarg okreslajgcag przezywalnos¢ jest parametr ICso (stezenie
hamujace, ang. Inhibitory concentration) czyli stezenie, przy ktérym w danym czasie uzyskano
zahamowanie badanego procesu biologicznego (spadek zywotnosci komérek) o 50% w
stosunku do kontroli. Zastosowanie parametru ICso pozwala oszacowaé potencjalny efekt
cytotoksyczny zwigzku w danym nowotworze. Réwniez, jesli zastosujemy badang substancje
na linii nienowotworowej (na przyktad na komérkach HUVEC — ludzkiej linii endotelium zyty
pepkowej) poprzez okreslenie parametru ICso badanej substancji mozna przewidzie¢ wptyw
na toksycznos¢ obwodowg. Kolejnym krokiem czesto jest zbadanie molekularnego
mechanizmu aktywnosci badanego zwigzku i préba wyodrebnienia szlaku komodrkowego,
naruszonego jego aktywnoscia.

Po potwierdzeniu cytotoksycznosci zwigzku w badaniach przesiewowych in vitro, testowany
jest potencjat przeciwnowotworowy zwigzku w modelu zwierzecym, co jest istotnym

elementem zaawansowanych badan przedklinicznych.
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Zeby podaé substancje nierozpuszczalng w wodzie, nalezy opracowaé jej formulacje w
nietoksycznym nosniku, ktéry zapewni bezpieczenstwo podania. Czes¢ zwigzkéw na tym
etapie okazuje sie stabo rozpuszczalna w mieszaninach rozpuszczalnikéw uznawanych za
bezpieczne do podania do zwierzecia.

Nastepnie zwykle prowadzone sg podstawowe badania farmakokinetyczne, pozwalajgce
dobra¢ optymalng dawke i droge podania. Parametry, ktére uzyskuje sie na tym etapie
pozwalajg na ocene stabilnosci badanej substancji we krwi, a takie odpowiednie
zaplanowanie drogi i czestosci podania, zeby utrzymac terapeutyczne stezenie we krwi.
Badania w modelu zwierzecym pozwalajg rowniez oceni¢ toksycznos¢ w stosunku do tkanek
nienowotworowych, w tym waznych narzgdéw takich jak mdzg, serce, watroba i nerki.
Niezbedne s3 zatem badania prowadzgce do syntezy nowych zwigzkdw o dziataniu
przeciwnowotworowym, ale réwniez uwazne zaplanowanie tych badan oraz funduszy, tak
zeby uwzgledni¢ mozliwos¢ podania zwigzku in vivo, a wiec w perspektywie — translacje do

realidw klinicznych.

5.3. DIKARBOKSYIMIDY

Jedng z grup zwigzkéw o wysokiej aktywnosci biologicznej stanowia dikarboksyimidy. Cechg
charakterystyczng ich struktury jest atom azotu, do ktdrego przytagczone sg bezposrednio dwie
grupy acylowe, chociaz zwigzki te mogg mieé¢ bardzo skomplikowang budowe.
Dikarboksyimidy wykazujg szerokg aktywnos¢ biologiczng, od dziatania przeciwgrzybiczego,
poprzez przeciwbakteryjne (kaptan, iprodion)*’ i przeciwnowotworowe. Imidy sg aktualnie
stosowane na przyktad w leczeniu szpiczaka mnogiego - od lat ztotym standardem jest uzycie
talidomidu oraz jego analogdéw. Zwigzki te wykazujg zaréwno dziatanie immunomodulacyjne,
jak i toksyczne w stosunku do komdrek nowotworu'®®. Inne opisane do$¢ obszernie w
literaturze przyktady dikarboksyimidéw to mitonafid oraz amonafid, pochodne
naftalenoimidu.

5.3.1. Amonafid i mitonafid

Analiza publikacji z bazy PubMed wskazuje, 7ze, pierwsze doniesienia o aminofidzie
(nafidimide) i mitonafidzie pojawiajg sie w 1980 roku'> i opisujg synteze pochodnych
naftalenoimidéw o aktywnosci antyneoplastycznej w jadrzastych erytrocytach pochodzgcego

z kurczaka. Mechanizm dziatania amonafidu, a takze jego strukturalnych analogéw (takich jak
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mitonafid) obejmuje interkalacje do DNA oraz hamowanie dziatania topoizomerazy Il (enzymu
rozplatajgcego nici DNA)®°. W komdrkach linii CHO (linia komdérkowa wyprowadzona w
wyniku biopsji jajnika chomika chifiskiego) mitonafid powodowat pekanie nici DNA oraz
powstawanie aberracji chromosomowych®!, W modelach mysich amonafid zwalczat
skutecznie komorki biataczki, czerniaka oraz miesaka'®?. Zwigzek jest prawdopodobnie
substratem dla P-gp'®?. Przeprowadzono liczne préby kliniczne, badajgce aktywnosé
przeciwnowotworowg u pacjentéw obcigzonych zaawansowanymi nowotworami
hematologicznymi i niehematologicznymi, ale przewaznie badania te konczyty sie na fazie I,
w ktoérej wykazywano brak efektu terapeutycznego, a takze czesto wysokg toksycznosé,
gtéwnie leukocytopenie, trombocytopenie albo granulocytopenie!®®17>, Jedynie w przypadku
wtornej ostrej biataczki szpikowej (ang. Secondary acute myeloid leukemia, sAML), jabtczan
amonafidu w kombinacji z cytarbing przeszedt do fazy Il badan klinicznych. Uzyskano
kompletng remisje u prawie potowy pacjentéw, jednak leczenie nie poprawito odsetka remisji
w pordéwnaniu do stosowanej w klinice daunorubicyny i cytarbiny’é.

Do dzi$ kontynuowane sg prace nad dikarboksyimidami obejmujgcymi synteze
mononafatelnoimidéw, bisnaftalenoimidéw i koniugatéw naftalenoimidéw z innymi
zwigzkami heterocyklicznymil’’-8, Generalnie, obserwuje sie cytotoksyczny wptyw imidéw
cyklicznych na ostrg biataczke szpikowg, jednak na ten moment zaden z nowych zwigzkéw

pochodnych nie jest na etapie préb klinicznych'8:,

5.3.2. Talidomid

Innym przyktadowym dikarboksyimidem jest talidomid. Kontrowersje wokét pierwotnego
uzycia talidomidu stanowig przyktad tego, jak wazne sg badania in vivo przed dopuszczeniem
produktéw do stosowania u ludzi'®?,

Pierwotnie formulacje tego zwigzku opracowata szwajcarska firma Ciba, ktéra jednak
odsprzedata ten produkt niemieckiej firmie Chemie Grinenthal. Talidomid zostat
wprowadzony na rynek w 1953 r. pod nazwg handlowg Contergan. Niestety, jako lek na leki,
problemy ze spaniem i poranne mdtosci, Contergan przepisywany byt ciezarnym kobietom.
Nie wiedziano wdwczas, ze lek ma dziatanie teratogenne, co prowadzito do powaznych wad
ptodu'®18 Do 1961 r. talidomid wycofano z uzycia w wiekszoéci krajow. Badania nad
zwigzkiem jednak nie ustaty i w niedtugim czasie opublikowano doniesienia naukowe o jego
wptywie immunomodulacyjnym i przeciwzapalnym, a takze hamowaniu angiogenezy w
komédrkach nowotworowych. Pojawity sie gtosy, ze powinno sie przywrécié¢ zwigzek do uzytku,
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jako ze nie wykorzystano w petni jego potencjatu terapeutycznego, zwtaszcza w chorobach, w
ktérych dostepne leczenie byto niewystarczajgce albo wdoweczas nie istniato®>, Efekty préb
klinicznych stosujgcych talidomid byty obiecujgce. Obserwowano immunosupresje u
pacjentéw cierpigcych na chroniczne odrzucenie przeszczepu (graft-versus-host, GVH)8e,
AIDS'®, a zwtaszcza terapeutyczny efekt u chorych dotknietych szpiczakiem mnogim?188, w
grudniu 1999 podczas kongresu Amerykanskiego Towarzystwa Hematologicznego
zaprezentowane wyniki zostaty uznane za przetomowe dla leczenia tego nowotworu.
Talidomid zostat dopuszczony do uzytku przezmerykanskg agencje do spraw bezpieczerstwa
jedzenia i lekéw (Food and Drug Administration, FDA) w roku 1998 (FDA nie dopuscita
talidomidu do uzycia w latach 50-tych na fali jego popularnosci). Europejska Agencja
bezpieczenstwa lekéw (EMA, ang. European Medicines Agency) odnotowuje dopuszczenie

talidomidu do leczenia m.in. szpiczaka i GVH od 09.07.2001 r.

5.4. 7ZWIAZEK BK124

Zwigzek bedacy przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zostat zsyntetyzowany i
wstepnie przebadany in vitro jako jeden z osiemdziesieciu nowych pochodnych
dikarboksyimidéw przez wspodtpracujgce ze sobg zespoty — dr Mariole Krawiecka i dr Bozene
Kuran z Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz grupe profesor Barbary Nawrot z
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi. W wyniku badan
przesiewowych wytoniono zwigzki o wysokiej cytotoksycznosci w stosunku do komaérek kilku
linii nowotworowych i niskiej w stosunku do komérek prawidtowych, m.in. zwigzek oznaczony
jako BK124 (oznaczenie BK124 jest tozsame z oznaczeniem BK124.1). Wyniki tych badan staty
sie podstawg grantu konsorcyjnego NCN OPUS8 2014/15/B/NZ7/00966, ktérego liderem byt
Instytut Nenckiego; grant byt realizowany w Pracowni Badan Przedklinicznych o
Podwyzszonym standardzie pod kierunkiem prof. dr. hab. Urszuli Wojdy, a jego celem byty
badania przedkliniczne zwigzku BK124, ktérych wyniki opisano w niniejszej dysertacji.

BK124 jest dikarboksyimidem, posiadajgcym w swojej budowie cze$¢ heterocykliczng
ftalimidu oraz rozgateziony tancuch acylowy (rycina 7). Zwigzek powstat miedzy innymi na
bazie talidomidu, ktéry oznaczono na rycinie 7 kolorem czerwonym.

Ponadto, BK124 posiada w swojej budowie element posredni cyklu Krebsa - imid kwasu
bursztynowego. W chemii medycznej, kwas bursztynowy uzywany jest jako substrat do
189 3 takze w systemach dostarczania lekéw (ang. drug delivery systems,
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DDS), w ktérych uwalnianie lekdéw zalezne jest od silnie redukcyjnego srodowiska, w ktorym
rozwija sie nowotwort°,

Na etapie badan przesiewowych BK124 byt testowany w komérkach linii K562 (przewlekta
biataczka szpikowa), HL-60 (ostra biataczka szpikowa), Hela (rak szyjki macicy) oraz w linii
referencyjnej nienowotworowych komérek endotelialnych — HUVEC. Zauwazono, ze jako
jeden z kilku zwigzkéw posiada wysoka i selektywng toksycznos¢ skierowang przeciwko
komdrkom biataczkowym (ICso 1-10uM), a jednoczesnie niskg aktywnosci przeciwko linii
HUVEC (ICso > 100uM)*9, Szczegdty syntezy zwigzku opisano, a takze opublikowano wyniki
analizy zgodnosci struktury zwigzku z zatozeniami, rozbijajgc strukture produktu przy uzyciu
promieniowania X do produktéw posrednich!®?,

Synteza i podstawowa aktywnos¢ cytotoksyczna wzgledem wybranych linii komoérkowych

zostata opisana w publikacjach®1%3, 3 takze jest chroniona patentem europejskim o numerze

EP26875089.

SO

Rycina 7. Wzor strukturalny BK124.
BK124 jest dikarboksyimidem, na czerwono zaznaczono czes¢ ftalimidowa, wspdlng z talidomidem.
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Rozdziat 6. Zatozenia i cel pracy

Poprzednie badania nad nowymi pochodnymi dikarboksyimidéw pozwolity wstepnie
oszacowac ich aktywno$¢ cytotoksyczng w komadrkach biataczki, a takze niskg toksycznosc
wzgledem linii nienowotworowej HUVEC. Doktadny mechanizm cytotoksycznego dziatania
zwigzkow nie zostat jednak zbadany. Nie wiadomo byto rdwniez, czy obserwowany w hodowli
komodrkowe] efekt cytotoksyczny bedzie rowniez widoczny w modelu zwierzecym biataczki,
takim jak np. mysi model biataczki, uzyskany poprzez ksenotransplantacje ludzkich komérek
nowotworowych. Co wiecej, poniewaz jednym z najwiekszych problemdéw wspdiczesnej
onkologii jest opornos$é¢ na leczenie, powstato pytanie, czy nowo uzyskany zwigzek bedzie
skuteczny w przypadku nowotworu szczegdlnie opornego na leczenie? A takze, czy sam
zwigzek jest zdolny do indukcji opornosci wielolekowej, spotykanej czesto podczas leczenia
nowotworow.
Gtéwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto przeprowadzenie badan przedklinicznych
in vitro oraz in vivo i ocena BK124 jako potencjalnego nowego leku przeciwnowotworowego
do leczenia przewlektej biataczki szpikowej.
Cele szczegotowe, stuzace realizacji celu gtéwnego byty nastepujace:
1. Ocena podstawowej cytotoksycznosci indukowanej przez BK124 w komarkach ludzkiej
przewlektej biataczki szpikowej
2. Zbadanie zdolnosci BK124 do hamowania cyklu komérkowego, aktywacji apoptozy i
modulacji szlakéw sygnatowych zwigzanych z proliferacja i przezyciem komorki
nowotworowej.
3. Wyznaczenie podstawowych parametrow farmakokinetycznych BK124 w modelu
zwierzecym.
4. Ocena skutecznosci przeciwnowotworowej zwigzku BK124 w mysim modelu
ksenotransplantacyjnym chronicznej biataczki szpikowe;j.
5. Zbadanie zdolnosci zwigzku BK124 do indukcji opornosci wielolekowej typu | (MDR1)
oraz wrazliwos¢ komérek o fenotypie MDR1 na leczenie zwigzkiem BK124.
6. Zbadanie cytotoksycznosci zwigzku BK124 w komodrkach macierzystych biataczki
pochodzacych od pacjentéw w fazie chronicznej przewlektej biataczki szpikowej przed

podjeciem leczenia.
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. Metodyka

Rozdziat 7. Materiaty i metody

7.1. SPRZET LABORATORYJNY

Nazwa sprzetu Firma, model

Termoblok ‘ BioSan Bio TD8-100

Kotyska laboratoryjna Stuart Gyro-rocker SSM3

Wiréwka hodowla komorkowa \ Eppendorf 5702

Wiréwka stotowa Eppendorf MiniSpin

Zasilacz (do elektroforezy) \ Biorad PowerPac Basic

Muse® Cell Analyzer Merck Millipore

Chemidoc \ Biorad Chemidoc XRS+

taznia wodna (hodowla komérkowa) Julaba TW12

Inkubator komérkowy \ Thermo Fisher HERAcell240i

Waga analityczna Sartorius Quintix

Spektrofotometr \ BioSpectrometer, Eppendorf

Termocykler Mastercycler® Nexus, Eppendorf

Maszyna RT qPCR RT Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR
System

Tabela 4. Wykaz sprzetow uzywanych w eksperymentach.

7.2. PRZECIWCIALA UZYWANE W EKSPERYMENTACH

Zastosowanie

Przeciwciato

Numer katalogy, firma

Western Blot

Akt (pan) (C67E7)

4691, Cell Signalling Technologies

c-Abl 2862, Cell Signalling Technologies
ERK1/2 9102, Cell Signalling Technologies
FOX03a (75D8) 2497, Cell Signalling Technologies
JNK sc-7345, Santa Cruz Biotechnology
Kaspaza-3 9662 Cell Signaling Technology (CST)
Kaspaza-3 cieta (Asp175) 9661 Cell Signaling Technology (CST)
Kaspaza-9 9502 Cell Signaling Technology (CST)

Kaspaza-9 cieta (Asp330)

9501 Cell Signaling Technology (CST)

Lamin B1 (A11)

sc-377000, Santa Cruz Biotechnology

mTOR (7C10)

2983, Cell Signalling Technologies

NF-kB p65(D14E12) XP®

8242, Cell Signalling Technologies

p21 Waf1/Cipl (12D1)

2947, Cell Signalling Technologies

p38

612288, BD Transduction
Laboratories

PARP BD Pharmingen 551025

p-ERK1/2 9101, Cell Signalling Technologies

p-JNK sc-6254, Santa Cruz Biotechnology

p-p38 612289, BD Transduction
Laboratories

STATS 9363, Cell Signalling Technologies

a-tubulin T-6074, Sigma-Aldrich

B-Actin (8H10D10)

3700, Cell Signalling Technologies
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APC anti human CD34 antibody 343607 Biolegend

APC Mouse IgG2a k isotype ctrl 400221 Biolegend
antibody
FITC Mouse Anti-Human P- BD Biosciences 557002

Cytometria przeptywowa glycoprotein (CD243) clone 17F9
FITC Mouse 1gG2b k Isotype Control | BD Biosciences 555742

PE anti human CD38 antibody 303505 Biolegend
PE Mouse IgG2a k isotype ctrl 400111 Biolegend
antibody

Tabela 5. Lista przeciwciat uzywanych w eksperymentach.

7.3. ZWIAZEK BK124

Synteza BK124 zostata opisana wcze$niej*®l. Masa molowa zwigzku wynosi 537,0893g/mol.
Zwigzek wystepuje w postaci biatego, niehigroskopijnego proszku o wtasciwosciach
elektrostatycznych. Dla wszystkich eksperymentow in vitro przygotowywano 20mM stezony
roztwor BK124 w 100% DMSO i przechowywano w -20 °C, chronigc przed $wiattem. Ze
stezonego roztworu przygotowywano dalej rozciericzone roztwory robocze, réwniez w 100%
DMSO, Do medium hodowlanego zwigzek byt dodawany tak aby korcowe stezenie DMSO w

eksperymentach nie przekraczato 1% (Vomso/Vmedium).

7.3.1. Eksperymenty in vivo

Do eksperymentéw w modelu zwierzecym, BK124 byto rozpuszczane w mieszaninie 10%
Solutolu HS 15 i 10% etanolu. Procedura rozpuszczania byta dwuetapowa.

W pierwszym etapie 1 mg BK124 rozpuszczano w 50 pL Solutolu HS 15 i 50 pL bezwodnego
etanolu 99.8%, a nastepnie wytrzgsano przez 2 godziny w 30-40 °C do momentu az BK124
rozpuscito sie catkowicie. Roztwdr (koncentrat) pozostawat stabilny przez 48 godzin w
temperaturach 30-36 °C, charakteryzowata go duza lepkos¢, przez co nie dawat sie on filtrowac
i porcjowac.

W drugim etapie koncentrat rozcienczano wodg do iniekcji (aqua pro injectione), otrzymujac
w ten sposob mieszanine 10% Solutol HS 15/10% ethanol. Rozciericzony roztwér zyskiwat
bardziej ptynna konsystencje, filtrowano go zatem przy uzyciu filtra o srednicy pora 0.2 um
(Minisart PES; Sartorius, Goettingen, Germany), a nastepnie porcjowano do sterylnych 2 ml

probéwek. Roztwér do iniekcji przechowywano do 48 godzin przed podaniem zwierzeciu.
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7.4. HODOWLA KOMORKOWA

Nazwa odczynnika Firma, numer katalogowy

Butelki hodowlane T25 \ Eppendorf 0030710029

DMSO Sigma-Aldrich D2650, D8418

Doksorubicyna \ Sigma-Aldrich

FBS - Fetal bovine serum (Ptodowa surowica Sigma-Aldrich F7524

bydleca)

Filtry nastrzykawkowe Minisart, srednica Sartorius 16532

0.22pm

L-glutamina Sigma G7513

Materiaty zuzywalne typu plastiki hodowlane

Muse Cell Count&Viability Assay Merck Millipore, MCH100102

Paklitaksel ' Sigma-Aldrich

PBS (bez jonéw Ca?* i Mg?*) Sigma-Aldrich 79382

Penicylina 10000 IU/ml, 10 mg/ml Streptomycyna \ Sigma P4333

Ptytka 96 dotkowa Thermo Scientific™ Nunc™ MicroWell™
96-Well Microplate 167008

Ptytki 6-ciodotkowe Thermo Scientific™ Nunc™ Cell-Culture Treated
Multidish 140675

rh GM-CSF 50ug (25 ng/mL) PeproTech 300-03

rh IL-3 50 ug (50 ng/mL) \ PeproTech 200-03

rh SCF 100ug (100 ng/mL) PeproTech 300-07

RPMI 1640 w/o L-Glutamine, w/ 25mM HEPES \ Biowest L0490-500

StemPro™-34 SFM medium Gibco 10639011

Winkrystyna \ Trimen Chemicals

Tabela 6. Lista odczynnikéw i materiatéw zuzywanych w hodowli komdrkowej.

Metoda oznaczania Komérki Gestos¢ wysiewania Naczynie
[komérek/ml]
K562 7 x 103w 50 pl
Test MTT K562 — MDR1 7 x 103w 50 pl Ptytka 96-dotkowa
CD34* 5x 10*w 50 pl
K562 1-2x10°w 3 ml
Aneksyna V/jodek K562-MDR1 1-2 x 10°w 3 ml Plytka 6-dofkowa
propidyny (apoptoza) CD34* 2.5x10°w 3 ml
CD34'CD38 2.5x10°w 3 ml Plytka 24-dotkowa
Jodek propidyny (cykl K562 1-2x 105w 3 ml Plytka 6-dotkowa
komoérkowy)
Immunobloting K562 1-2 x 10° w 4 ml Ptytka 6-dotkowa
Barwienia przy uzyciu przeciwciata
K562 1-2 x 10°> komorek/mL
Anty MDR1 K562-MDR1 1-2 x 10° komérek/mL | | Veka 6-dofkowa
Anty CD34* CD34* 2.5 x 10° cells/mL Ptytka 24-dotkowa

Tabela 7. Gestosci komdrek oraz naczynia hodowlane komérek uzywane w réznych eksperymentach

Wszystkie linie komorkowe oraz komorki pierwotne pochodzace od pacjentéw hodowane byty
w inkubatorze (HERAcell 150i, Thermo Scientific) w 37°C, w atmosferze 5% stezenia CO; oraz

21% stezenia tlenu przy 95% wilgotnosci powietrza.
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7.4.1. Liczenie komodrek i oznaczanie ich zywotnosci

Komorki pobrane z hodowli rozciericzano 1:20 w odczynniku Muse Cell Count&Viability Assay
i oznaczano przy uzyciu cytometru Muse Cell Analyzer. Integralnosé btony komérki umierajacej
lub martwej jest znaczgco pogorszona, przez co reagent przedostaje sie do jej wnetrza i daje
barwny sygnat. Przyktadowy pomiar zostat przedstawiony na rycinie 8. Na dotplocie po stronie
lewej widoczna jest analizowana populacja, natomiast po stronie prawej odsetek komadrek
zywych oraz martwych. Komérki uzywane do eksperymentéw pochodzity z fazy wzrostu

logarytmicznego i cechowata je zywotnosé wieksza niz 95%.

POPULATION PROFILE 4 VIABILITY PROFILE
Live /  Dead
; o ]981% ¥ 0.9%
o 35 43 7
g o i A
TP — @21—§
(2] =< /
= - V4
o § 14
o I o
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
VIABILITY Live VIABILITY
Viable Cells / mL : 1.79E+06
Viability % : 99.10 %
Total Cells / mL : 1.80E+06
Events Acquired : 1004
Dilution Factor : 20.00

Rycina 8. Przyktadowy pomiar zywotnosci przy uzyciu Muse Cell Analyzer.
Na rycinie widoczna jest analizowana populacja (wykres po stronie lewej) oraz odsetek komérek zywych oraz martwych
(wykres po stronie prawej).

7.4.2. Warunki hodowli poszczegdlnych linii

7.4.2.1 K562

Linia komodrkowej K562 CCL-243™ (BCR-ABL +) zostata zakupiona w ATCC® (Manassas, VA,
USA). Kompletne medium hodowlane stanowito RPMI 1640 z dodatkiem buforu HEPES, 2 mM
GlutaMAX, 10% FBS oraz 1% penicyliny/streptomycyny. Komérki wysiewane byty w gestosci 1
— 2 x 10° komérek/ml w 10ml pozywki oraz pasazowane, kiedy hodowla osiggata gestosé 0,8
—1 x 10% komérek/ml, to jest co dwa-trzy dni. Nie dopuszczano do przekroczenia gestosci 108
komérek/ml zgodnie z zaleceniami dystrybutora (ATCC). Doswiadczenia wykonywane byty na

komérkach pochodzgcych z wczesnych pasazy, tj. od pasazu 4 do 25. Komorki byty mrozone
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przy uzyciu 90% FBS+10% DMSO, trzymane do miesigca w -80°C, a nastepnie w cieklym azocie
w -196°C.

Linia komdrkowa K562 pochodzi od 53 letniej pacjentki i zostata wyprowadzona z wysieku
optucnowego w trakcie kryzy blastycznej'%4. Jest linig pozbawiong funkcjonalnego TP53 na
skutek insercji i przesuniecia ramki odczytu®®>. W linii komdérkowej brakuje réwniez biatka p16
(informacja ze strony dystrybutora).

7.4.2.2 Linia K562 (MDR1+)

W komorkach linii K562 indukowano fenotyp opornosci wielolekowej przy uzyciu winkrystyny,
zgodnie z protokotem opisanym w literaturze przez dra Takashi’ego Tsuruo®®®. Komérki K562
wysiewano w optymalnej gestosci, a nastepnie dodawano do nich winkrystyne. Po osiggnieciu
dwukrotnej konfluencji (tj. osiggniecia gestosci okoto 0,8 — 1 x 10% komdrek/ml), stezenie
winkrystyny podnoszono dwukrotnie.

Stezenie wyjsciowe winkrystyny wynosito 3 nM (co w tescie zywotnosci MTT odpowiadato
wartosci 1Cso), a stezenie koricowe 0,1 uM. Pozytywny fenotyp MDR1 potwierdzono przy
uzyciu RealTime gPCR oraz cytometrii przeptywowej (opisane odpowiednio w punkcie 7.8.3
oraz 7.9.1-7.9.3).

7.4.2.3 Hodowla komdrek pierwotnych

Komérki CD34* wyizolowane (szczegdtowy opis w punkcie 7.6) z komodrek jednojadrzastych
krwi obwodowej pacjentéw w fazie chronicznej przewlektej biataczki szpikowej hodowano w
medium StemPro-SFM z dodatkiem 10% FBS, a takze 50ng/ml IL-3, 25ng/ml GM-CSF oraz
100ng/ml SCF. Po izolacji komorki inkubowano w petnym medium 24 godziny przed

rozpoczeciem eksperymentu z BK124.

7.5. TEST ZYWOTNOSCI MTT (BROMEK 3-(4,5-DIMETYLOTIAZOL-2-YL)- 2,5-

DIFENYLOTETRAZOLIOWY)

Nazwa odczynnika Firma, numer katalogowy
Dodecylosiarczan sodu ' Sigma-Aldrich L3771
Kwas chlorowodorowy (stezony) Sigma-Aldrich H1758

MTT (Thiozyl Blue Tetrazolium Bromide) \ Sigma-Aldrich M2128

Tabela 8. Lista odczynnikéw uzywanych w tescie MTT

Test MTT jest oparty o aktywnos$é enzymu — dehydrogenazy mitochondrialnej, ktdry katalizuje

reakcje przeksztatcenia zottej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej do formazanu,
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wytrgcanego w postaci krysztatkbw w pozywce hodowlanej®’. Aktywno$é¢ metaboliczna
pozwala oszacowac zywotnos$¢ i proliferacje komoérek, a takze cytotoksyczno$¢ badanych
zwigzkéw. Rozpuszczenie krysztatkdw formazanu pozwala na odczytanie absorbancji przy
dtugosci fali 492-570 nm. Wartos$¢ absorbancji jest tym wieksza, im wieksza jest aktywnosé

metaboliczna komorek.
7.5.1. Przygotowanie odczynnikow

7.5.1.1 MTT

Sproszkowany zwigzek MTT (250mg) rozpuszczono w 50 ml PBS Ca?*i Mg?* uzyskujgc stezenie
5 mg/ml. Roztwor nastepnie przefiltrowano przez filtr o Srednicy 0,22 um i poporcjowano do
sterylnych probdwek. Rozpuszczony zwigzek przechowywano w temperaturze -20°C do czasu
uzycia.

7.5.1.2 Bufor do lizy

Powstajgce w aktywnych metabolicznie komdrkach krysztatki formazanu nie sg rozpuszczalne
w wodzie. Do rozpuszczenia uzywano 10% dodecylosiarczanu sodu zakwaszonego 0,01M
kwasem solnym. Mieszanina ta umozliwia rozktad komodrek znajdujacych sie na ptytce,
uwalniajgc z nich pozostate krysztatki formazanu oraz ich rozpuszczenie pod wptywem silnego
detergentu (SDS). Uzycie kwasu solnego niweluje efekt tta przy odczycie absorbancji.

7.5.2. Przebieg eksperymentu

Komorki wysiewano w 50 pl kompletnej pozywki. Po 24 godzinnej preinkubacji do komorek
dodawano 1 ul rozcieiczenia roboczego zwigzku BK124, taksolu, winkrystyny, doksorubicyny
albo DMSO w 49 ul kompletnej pozywki. Koricowe stezenie DMSO wynosito w kazdym
wariancie 1% w przypadku komérek K562 i K562-MDR1 oraz 0,1% w przypadku komorek
CD34*, W tabeli 9 przedstawiono szczegétowo przygotowanie roztwordw roboczych z 0,1 mM,

1 mM i 10mM roztworu podstawowego BK124.
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. Objetos¢
i Koricowe
Koncowe stezenie Rozcienczenie roztworu Roztwor
stezenie BK124 DMSO (v/v) robocze [uM] podstawowego podstawowy DMSO [ul]
(uMm] (%] BK124
(1)
[u]
0 1 : | - | - 20
0,1 1 10 2 0,1 mM 18
1 1 100 | 10 | 90
2 1 200 20 80
4 1 400 | 40 | 60
1mM
6 1 600 60 40
8 1 800 | 80 | 20
10 1 1000 100 -
B:
, Koricowe Objetosc
Koncowe stezenie Rozcienczenie roztworu Roztwaor
zenie BK124 DM |
stezenie DMSO (v/v) robocze [mM] podstawowego podstawowy SO [w]
[1uM] (%] BK124
(1)
[u]
0 0,1 : | E | : 100
0,1 0,1 0,1 5 45
1mM e
0,5 0,1 0,5 | 20 | 20
1 0,1 1 5 45
1,5 0,1 1,5 | 7,5 | 42,5
10 mM —
2 0,1 2 10 40
5 0,1 5 | 25 | 25

Tabela 9. Stezenia robocze BK124 uzyte w testach cytotoksycznosci.
Tabele przedstawiajg szczegétowo przygotowanie roztworéow roboczych do badania cytotoksycznosci BK124 w komarkach
K562 i K562-MDR1 (A) oraz CD34+ (B).

Po 48 godzinach inkubacji z badanym zwigzkiem do dotkéw dodawano 20 pl roztworu 5mg/ml
MTT, a nastepnie komérki umieszczono z powrotem w inkubatorze na dwie godziny. Po tym
czasie do dotkéw dodawano bufor do lizy, rozktadajagcy komorki oraz umozliwiajgcy
rozpuszczenie krysztatkdw formazanu. Po catonocnej inkubacji w temperaturze 37°C krysztatki
rozpuszczaty sie, co umozliwiato odczytanie absorbancji.

Wyniki przezywalnosci analizowano odnoszgc wartosci absorbancji préby badanej do wartosci
absorbancji kontroli, ktorg stanowity komorki z dodatkiem 1% lub 0,1% DMSO. Dane
umieszczano w programie DrFit (ver. 1.042, licencja MIT%8), ktéry pozwala na dopasowanie
odpowiedniej krzywe] teoretycznej do wyznaczonych punktdéw i precyzyjne oszacowanie
parametru ECso. Przy uzyciu programu GraphPad Prism liczono rowniez absolutng wartosé

parametru ICso. ECso to stezenie badanej substancji, przy ktérym efekt stanowi potowe
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maksymalnej odpowiedzi. Parametr 1Csp natomiast méwi o dawce inhibitora, przy ktoérej
hamuje on czynnik albo proces biologiczny o 50% (np. proliferacje komérki nowotworu,
aktywnos¢ enzymu, namnazanie mikroorganizmaéw itp.). W przypadku badanej substancji oba
te parametry majg zblizong warto$¢, poniewaz efektem jest $miertelnos¢ komoérek

nowotworu (czynnik biologiczny). W wynikach autorka postuguje sie pojeciem ICso.

7.6. POZYSKIWANIE KOMOREK CD34" Z KRWI OBWODOWEJ PACJENTOW CHORYCH NA PRZEWLEKtA

BIALACZKE SZPIKOWA

Nazwa odczynnika Firma, numer katalogowy
Anhydrous D-glucose \ Sigma-Aldrich G5767
CaCl; - 2H,0 VWR 22317.297

DPBS ' Gibco 14190144
EasySep™ Human CD34 Positive Selection Kit Il StemCell Technologies
Ficoll-Paque Plus \ GE Healthcare 17-1440-03
KCl VWR 26764.298

MgClz - 6 H20 \ VWR 25108.295

NacCl VWR 153274V

Probéwka na krew \ EDTA-K2 Vacutainer tubes, Becton Dickinson
Tris-HCI Sigma-Aldrich 648317

Tabela 10. Odczynniki uzyte do selekcji komérek CD34* z krwi obwodowej.

7.6.1. Zgoda komisji bioetycznej

Zgode na badanie wyrazita Komisja Bioetyczna przy Centralnym Szpitalu Klinicznym MSWiA w
Warszawie (nr referencyjny KB/107/2018). Eksperymenty z udziatem materiatu ludzkiego
wykonywane byty w zgodzie z postanowieniami deklaracji helsidskiej, a takze regulacjami
polskimi, regulacjami Unii Europejskiej oraz kodeksem etycznym badan medycznych (ang. the
Code of Ethical Medical Research) stworzonym przez cztonkéw World Medical Association.
Kazdy pacjent podpisem wyrazit Swiadomg zgode na uzycie jego materiatu w projekcie.

7.6.2. lzolowanie komorek jednojgdrzastych z krwi obwodowej

Po uzyskaniu swiadomej zgody, pobierano krew zylng od nowoprzyjetych pacjentéw w fazie
przewlektej przewlektej biataczki szpikowej (n=8). Probki oznaczono jako CML 1-8. Krew
pochodzita od 6 mezczyzn i 2 kobiet w wieku 39-79 lat zdiagnozowanych w Katedrze i klinice
hematologii, onkologii i choréb wewnetrznych Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (tabela 11).
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BCR-ABL1 Czystos$¢ wyizolowanej

ID pacjenta Wiek Pte¢ Faza transkrypt populacji CD34* [%]
cML1 42 K Przewlekta b3a2 ' b/d

cML2 79 M Przewlekta obecne 67,44

cmL3 64 ™ Przewlekta b3a2 95,3

cML4 56 K Przewlekta b3a2 91,64

CMLS 46 ™ Przewlekta b3a2 76,7

CML6 39 M Przewlekta b2a2 92,5

cML7 68 ™ Przewlekta b3a2 ' b/d

CMLS Brak M Przewlekta b/d 87,24

Tabela 11. Lista pacjentéw, ktérych materiatu uzyto w niniejszej pracy.
Tabela zawiera informacje odnosnie wieku, ptci, fazy choroby, rodzaju transkryptu BCR-ABL1, a takze czystosci
wyizolowanych komérek CD34*. Adnotacja ,,b/d” oznacza brak danych.

Prébki krwi rozcienczono w stosunku 1:1 w roztworze BSS (ang. Balanced salt solution),
zawierajgcym 0,01% D-glukoze, 5 uM CaCl; - 2H,0, 98 uM MgCl; - 6 H,0, 0.54 mM KCl, 14.5
mM Tris pH 7.6 w 0.9% soli fizjologicznej, a nastepnie naktadano ostroznie na warstwe Fikolu.
Tak przygotowane prébki wirowano przez 40 minut przy predkosci 400 x g. Po zwirowaniu
zbierano komorki jednojadrzaste, tzw. PBMC, znajdujace sie w biatym pierscieniu pomiedzy
warstwami. Komoérki te nastepnie przeptukiwano trzykrotnie przy uzyciu buforu BSS. Po
ustaleniu ilosci wyizolowanych komérek PBMC do etapu selekcji pobierano 100 milionow
komorek jednojadrzastych.

7.6.3. Selekcja komérek CD34+ z populacji komérek PBMC.

Komorki zawieszano w 1 ml buforu do izolacji (DPBS z dodatkiem 2% FBSu i 1 mM EDTA) i
przenoszono do sterylnej polistyrenowej probdéwki o zaokragglonym dnie. Dodawano koktajlu
przeciwciat do selekcji w ilosci 100 pl/ml prébki. Inkubowano kwadrans w temperaturze
pokojowej. Nastepnie, do probéwki dodawano kulek magnetycznych w ilosci 50 pl/ml prébki.
Inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej. Prébke umieszczano w magnesie na 5
minut, a nastepnie zdecydowanym ruchem wylewano supernatant, zawierajgcy komorki
pozbawione antygenu CD34*. Krok ten powtarzano cztery razy. Hodowle uzyskanych w ten

sposob komorek opisano w punkcie 7.4.2.3.
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7.7. CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

Nazwa odczynnika Firma, numer katalogowy

FITC Annexin V Apoptosis detection kit with 7 AAD \ Biolegend, 640922

FITC Annexin V Apoptosis detection kit Il BD Biosciences, 556570

Jodek propidyny ‘ Sigma P4170

RNaza wolna od DNaz ThermoFisher Scientific EN0521

Tabela 12. Odczynniki uZzywane do cytometrii przeptywowej.

Eksperymenty przy uzyciu cytometru przeptywowego wykonywane byly w Pracowni

Cytometrii w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie.

7.7.1. Badanie apoptozy

Analizowano cytometrycznie odsetek komorek apoptotycznych pod wptywem zwigzku BK124
w komodrkach K562, K562-MDR1 oraz CD34". Klasyfikacji dokonywano przy pomocy barwnika
7-AAD albo jodku propidyny (Pl), wnikajgcych do komérek martwych oraz aneksyny V, ktéra
posiada silne powinowactwo do fosfatydyloseryny. W zdrowej komérce fosfatydyloseryna
zlokalizowana jest po cytoplazmatycznej stronie btony komodrkowej, jednak w trakcie
apoptozy obserwuje sie jej uzewnetrznienie'®?. Po dodaniu do komérek aneksyny V potgczone;j
z fluorochromem (np. fluoresceing) mozliwa jest detekcja i ocena stopnia apoptozy w zywej
populacji komdérkowej. Ponadto, btona komorki apoptotycznej traci swojg integralnosc i
przepuszcza substancje takie jak jodek propidyny czy 7-AAD, ktére oddziatujg ze strukturg DNA
komérki. W ten sposéb mozna odrézni¢ komoérki zywe (7-AAD/PI ) Aneksyna V 1), we
wczesnej apoptozie (7-AAD/PI ) Aneksyna V ), w pdznej apoptozie lub martwe (7-AAD/PI *)
Aneksyna V ), a takze komdrki martwe/nekrotyczne (7-AAD/PI ) Aneksyna V V). Lokalizacje

poszczegdblnych populacji przedstawiono na rycinie 9.
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Rycina 9. Analiza apoptozy przy uzyciu aneksyny V/7-AAD.

Wybarwione komoérki analizowane byty przy uzyciu cytometru przeptywowego. Komorki zywe zlokalizowane byty w lewym
dolnym kwadrancie, umierajgce we wczesnej apoptozie w prawym dolnym rogu, a komérki w pdznej apoptozie albo
martwe w kwadrancie gornym prawym. Komorki w kwadrancie lewym gérnym byty martwe lub nekrotyczne. OSy,
podpisana jako ,7-AAD PerCP” moze by¢ tez rozumiana jako , jodek propidyny-PE) w zaleznosci od uzytego do detekcji
reagentu.

7.7.1.1 Analiza apoptozy w komdrkach K562, K562-MDR1, uodparnianych na BK124
komdrkach K562 oraz komdrkach CD34*

Komérki preinkubowano 24 godziny w kompletnej pozywce. Nastepnie, do dotkdw dodawano
DMSO (do stezenia koricowego 0,1%), a takze BK124 w stezeniu 2,5 uM oraz 5 pM. Po
kolejnych 24 godzinach inkubacji komérki z BK124 zbierano i barwiono zgodnie z zaleceniami
producenta, uzywajgc zestawu do detekcji apoptozy. Wybarwione komérki byty niezwtocznie
analizowane na cytometrze BD FACSCalibur uzywajgc programu CellQuest software (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA).

7.7.1.2 Analiza apoptozy w komdrkach CD34* CD38

Po preinkubacji do komoérek CD34* dodawano DMSO (do stezenia koricowego 0,1%), a takze
BK124 w stezeniu 2,5 uM oraz 5 uM. Po 24 godzinach komérki zbierano, dodawano do nich
przeciwciat skierowanych przeciwko CD34 oraz CD38 (punkt 7.2, tabela 5), a nastepnie
barwiono zgodnie z protokotem producenta aneksyng V i jodkiem propidyny. Uwzgledniono
odpowiednie kontrole izotypowe. Wybarwione komérki byty niezwtocznie analizowane przy

uzyciu cytometru BD LSRFortessa, a nastepnie przy uzyciu oprogramowania FlowJo.
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7.7.2. Analiza cyklu komorkowego

7.7.2.1 Przebieg barwienia

Cykl komérkowy analizowano przy uzyciu jodku propidyny. Jodek propidyny posiada zdolno$é
do interkalacji w strukture DNA, dajgc barwny produkt w zakresie odczytywanym przez
urzadzenie w kanale fosfoerytryny (PE). W ten sposdb uzyskuje sie histogram, pozwalajgcy na

odczytanie etapu cyklu mitotycznego komorki. Przyktadowy histogram przedstawiono na

rycinie 10.
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Rycina 10. Przyktadowy wynik analizy cyklu komdrkowego z programu ModFit.
Na podstawie danych z cytometru przeptywowego, program modfit dopasowuje model teoretyczny podziatéw, co pozwala
doktadnie okresli¢ odetek komérek w poszczegdlnych fazach cyklu. Na rycinie zaznaczono najwazniejsze elementy modelu.

Po 24 godzinach preinkubacji do dotkéw dodawano DMSO do stezenia koncowego 1% albo
BK124 w DMSO. Komarki byty nastepnie inkubowane 24 godziny oraz 48 godzin. Po inkubacji
komorki przeptukiwano zimnym PBSem (bez jondw Mg?* oraz Ca?*), a nastepnie zawieszono
w zimnym 70% etanolu i umieszczono w -20°C na 24 godziny. Po tym czasie etanol odpfukano,
a komorki zawieszono w 50 pg/mL jodku propidyny i 50 pg/mL DNAzy wolnej od RNaz w PBSie
i inkubowano 30 minut w 37°C. Cykl komdérkowy analizowano na cytometrze BD FACSCalibur

uzywajgc programu CellQuest software (BD, Franklin Lakes, NJ, USA), a nastepnie przy pomocy

Informacje
o modelu

File analyzed: 171124.004
Date analyzed: 27-Now2017
Model: 1nnOn_DSD

Analysis type: Manual analysis
Auto Linearity: No

Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 100.00 %
Dip G1: 26.90 % at 50.12
Dip G2 13.17 % at 100.25
Dip S: 59.94 % G2G1: 2.00
%CV: 2.30

Total S-Phase: 59.94 %
Total B.A.D.: 0.00 % no debris no aggs

Debris: %

Aggregates: %

Modeled events: 8368

Al cycle events: 8368

Cycle events per channel: 164
RCS: 5.026

programu ModFit LT (3.2 software, Verity Software House, Topsham, ME, USA).
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7.7.3. Analiza ekspresji glikoproteiny-P przy uzyciu cytometrii przeptywowej

Po 24 godzinach preinkubacji do dotkdw dodano DMSO (stezenie koricowe 1%) albo badanych
zwigzkow. Komorki (K562, K562-MDR1) inkubowane byty nastepnie 24 godziny. Po tym czasie
komorki zebrano, przeptukano przy uzyciu 0,5% BSA w PBSie i barwiono 30 minut na lodzie
przy uzyciu przeciwciata skierowanego przeciwko MDR1 albo odpowiedniej kontroli
izotypowej. Po inkubacji komorki przeptukiwano, a nastepnie dodawano do nich jodku
propidyny i analizowano na cytometrze BD FACSCalibur przy uzyciu CellQuest software (BD,

Franklin Lakes, NJ, USA).

7.7.4. Pomiar czystosci populacji komoérek CD34* izolowanych z komorek jednojgdrzastych
krwi obwodowej
Po izolacji komdérek CD34* analizowano czystosé selekcji (tj. odsetek komdrek CD34-
pozytywnych w populacji). 2,5 x 10* komérek CD34* przeptukiwano PBSem z dodatkiem 0,5%
BSA (Vm/V\) i rozdzielano na dwie prébdéwki typu Eppendorf (barwienie i kontrola IgG). Pellety
zawieszano w buforze PBS z dodatkiem 0,5% BSA (jw.), a nastepnie dodawano odpowiedniego
przeciwciata (punkt 7.2, tabela 5). Prébki krotko worteksowano i inkubowano na lodzie 30
minut. Po inkubacji komarki przeptukiwano PBSem, a nastepnie, zeby odrézni¢ populacje zywa
i martwg, dodawano do nich jodek propidyny i analizowano na cytometrze BD FACSCalibur
przy uzyciu CellQuest software (BD, Franklin Lakes, NJ, USA). Przyktadowe barwienie i czystosc¢
probek poszczegdlnych pacjentéw widoczna na rycinie 11. Odsetek komodrek CD34-

pozytywnych dla kazdego pacjenta zostat przedstawiony wczesniej w tabeli 11 (punkt 7.6.2).
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Rycina 11. Przyktadowy wynik pomiaru czystosci populacji komérek CD34+ pochodzqcych z komdrek jednojgdrzastych z
krwi obwodowej pacjentow CML.

7.8. UODPARNIANIE KOMOREK NA BK124 (EKSPERYMENT SZESCIOMIESIECZNY)

Prowadzono hodowle komérek K562 na ptytce 18-dotkowej z oraz bez dodatku DMSO (do
stezenia koncowego 0,1%), a takze z 1 uM lub z 2 uM BK124 w 0,1% DMSO. Medium
wymieniano co 2-3 dni. Komdrki pasazowano po osiggnieciu stezenia okoto 10® komérek/ml
(konfluencja). Po szesciu miesigcach komorki zebrano na analize cytotoksycznosci MTT
(opisane w puncie 7.5), a takze analize ekspresje glikoproteiny-P na poziomie zaréwno biatka
(opisane w punkcie 7.7.3), jak i RNA. Warunki eksperymentalne byty analogiczne jak dla linii

K562 bez modyfikacji.

7.8.1. lzolowanie RNA

Nazwa odczynnika/materiatu zuzywalnego

Firma, numer katalogowy

High Pure RNA Isolation Kit

Roche

High-Capacity RNA-to-cDNA™

Applied Biosystems

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate
MicroAmp™ Optical Adhesive Film Kit

Thermo Fischer Scientific, 4346906
Thermo Fischer Scientific, 4313663

Sonda ABCB1

Hs00184500_m1, Applied Biosystems™ TagMan™
Expression Assay probes

Sonda GAPDH

TagMan Gene Expression Assay
TagMan Gene Expression Master Mix
Tabela 13. Odczynniki uzyte do izolacji RNA i RT qPCR

Hs02786624 g1, Applied Biosystems™ TagMan™
Expression Assay probes

Applied Biosystems

Applied Biosystems, PN4370048
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Izolowanie RNA przeprowadzone byto przy uzyciu High Pure RNA Isolation Kit zgodnie z
instrukcjg producenta. Okoto milion komérek zawieszono w 200 ul buforu PBS, a nastepnie
dodawano do nich 400 pl dotgczonego buforu do lizy (Lysis/-Binding Buffer) i worteksowano
przez 15 sekund. Tak zlizowane komorki naktadano na dotgczong do zestawu kolumienke i
wirowano 15 sekund przy predkosci 8,000 x g. Przesgcz odrzucano. Nastepnie, do prébki na
kolumnie dodano 90 pl buforu do inkubacji z DNazg i 10 ul DNazy. Catos¢ inkubowano 15 minut
w temperaturze pokojowej. Kolumienke wirowano nastepnie (8,000 x g) i ptukano przy uzyciu
dotgczonych do zestawu buforéw: Wash Buffer 1 oraz Wash Buffer 2. Przesgcz na tym etapie
odrzucano. W koricu na kolumne naktadano 50 ul buforu do elucji, co pozwalato wyptukaé z
kolumienki zwigzane i oczyszczone RNA. Nastepnie mierzono stezenie i czystos¢ RNA przy

uzyciu spektrofotometru (BioSpectrometer, Eppendorf).

7.8.2. Odwrotna transkrypcja

Do odwrotnej transkrypcji uzywano zestawu High-Capacity RNA-to-cDNA™. Najpierw
przygotowywano 10 pl/prébke roztworu 2 x Master Mix, sktadajgcego sie z buforu do
odwrotnej transkrypcji, mieszanki deoksynukleotydéw (dNTPs), losowych primerdw,
inhibitora RNazy i odwrotnej transkryptazy MultiScribe®. W 10 pl wody zawieszano 1 ug
wyizolowanego RNA, a nastepnie dodawano do dotkéw zawierajgcych roztwér Master Mix.
Probdéwki wstawiano nastepnie do termocyklera, na ktérym ustawiano program:

Step 1 (25°C, 10 minut)—=>Step 2 (37°C, 120 minut)—> Step 3 (85°C, 5 minut) = Step 4 (4°C, o°)
Powstate po reakcji cDNA z prébek przechowywano w -20°C do momentu analizy na RT qPCR.
7.8.3. RTgPCR

Do analizy ekspresji badanych gendéw uzywano specyficznych sond Tagman w reakcji gPCR w
czasie rzeczywistym (Real Time). Do probéwek przenoszono 1 ng cDNA, dodawano specyficzng
wzgledem genu sonde TagMan oraz reagent TagMan Gene Expression Master Mix.
Dopetniano do 10 ul wodg (sktadnik zestawu). Reakcje przeprowadzano uzywajac RT Applied
Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System. Uzyskane w ten sposéb wartosci C:

analizowano uzywajgc metody AAG:.

7.9. ELEKTROFOREZA SDS PAGE | WESTERN BLOTTING

Nazwa odczynnika Firma, numer katalogowy
10x bufor Tris-Glicyna-SDS(TGS) ' Biorad 161-0772

4x Bufor Laemmliego Biorad 161-0737
Ammonium Persulfate (APS) ' Sigma-Aldrich A3678

72



BSA (albumina z surowicy bydlecej) Sigma-Aldrich A3294

Bufor do lizy i ekstrakcji RIPA \ Sigma-Aldrich R0278
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy Sigma-Aldrich 03620
EGTA ' Sigma-Aldrich E3889
Etanol POCH 396480111
HEPES (1M) \ Gibco 15630080
Inhibitor fosfataz (10x PhosSTOP™, Roche) Roche 04 906 845 001
Inhibitor proteaz (10x cOmplete™ Protease Roche 11 697 498 001
Inhibitor Cocktail)

Marker molekularny Biorad 161-0377
Membrany nitrocelulozowe \ AppliChem A5239,3030R
Papier absorbujacy Extra Thick Blot Filter Paper Biorad 1703965
Potasu Chlorek \ Sigma-Aldrich P9541
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Prestained Biorad 1610377
Protein Standards

Sodu chlorek \ POCH 794121116
Substrat Clarity™ Western ECL Substrate Biorad 1705060
TEMED (N, N,N,N — Tetrametyloetylenodiamina) \ Sigma-Aldrich T9281
TGX Stain-Free FastCast Biorad 161-0183
TRIZMA base ' Sigma-Aldrich T1503
Tween-20 Sigma-Aldrich P9416

Odczynniki do SDS PAGE i Western Blot

Ammonium Persulfate (APS) Sigma-Aldrich A3678
BSA (albumina z surowicy bydlecej) \ Sigma-Aldrich A3294
Bufor Tris-Glicyna-SDS (TGS) 10x Biorad 161-0772
Etanol ‘ POCH 396480111
Glicyna Sigma-Aldrich G889
Marker molekularny (Precision Plus Protein™ Dual Biorad 161-0377
Xtra Prestained Protein Standards)

Membrany nitrocelulozowe AppliChem A5239,3030R
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell \ Biorad 1703930
Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell Biorad 1658007FC
Papier absorbujacy Extra Thick Blot Filter Paper \ Biorad 1703965
Substrat Clarity™ Western ECL Substrate Biorad 1705060
TEMED (N, N, N, N — Tetrametyloetylenodiamina) \ Sigma-Aldrich T9281
TGX Stain-Free FastCast Biorad 161-0183
Tween-20 ' Sigma-Aldrich P9416

Tabela 14. Odczynniki do izolacji biatka oraz analizy SDS PAGE Western Blot

7.9.1. Ekstrahowanie biatka z komdrek

Po 24 godzinach od wysiania komdrek do dotkéw dodano DMSO (stezenie koricowe 0,1%) albo

BK124 w stezeniu 2,5 uM i 5 uM. Nastepnie, w okreslonych punktach czasowych odptukiwano

medium hodowlane przy uzyciu zimnego buforu PBS i wirowano 5 minut 1000 x g.

7.9.1.1 Izolowanie catkowitego biatka z komorki

Pellet komorkowy zawieszano w buforze do lizy RIPA z dodatkiem koktajlu inhibitorow proteaz

oraz fosfataz. Ekstrakcje biatka prowadzono pét godziny w 4°C. Po tym czasie prébki wirowano

z predkoscig 15 000 x g przez 15 minut, a supernatant przenoszono do nowej probdowki.
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7.9.1.2 lzolowanie biatka z podziatem na frakcje cytoplazmatyczngq i jgdrowq

Pellet zawieszano w Swiezo przygotowanym buforze hipotonicznym (10 mM HEPES pH=7.9;
10 mM KCI, 0.1 mM EDTA pH=8; 0.1 EGTA pH=8) z dodatkiem koktailéw inhibitoréw proteaz i
fosfataz. Inkubowano 15 minut w temperaturze 4°C. Nastepnie, do komérek dodawano 5%
NP-40 i worteksowano intensywnie przez 10 sekund. Prébki niezwtocznie wirowano 1,000 x g
przez 15 minut w 4 °C. Supernatant byt zbierany jako frakcja cytoplazmatyczna. Pellet
przemywano dwukrotnie buforem hipotonicznym, a nastepnie zawieszano w buforze
hipertonicznym (20 mM HEPES pH=7.9; 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA pH=8; 1 mM EGTA pH=8). Po
30 minutach inkubacji na lodzie, prébki wirowano 10,000 x g przez 15 minut w 4 °C. Nadsacz
zbierano jako frakcje jadrowg, a pozostaty osad wyrzucano.

Wszystkie lizaty biatkowe przechowywano w -80°C do momentu pomiaru stezenia i dalszej

analizy. Stezenie biatka w prébce mierzono za pomoca testu Pierce BCA Protein Assay Kit.

7.9.2. Przygotowanie probek do analizy typu Western Blotting

Probki przygotowywano, dodajgc do kazdej z nich te samg ilo$¢ biatka. Dla lizatéw
zawierajgcych biatko catkowite oraz lizatow zawierajgcych frakcje cytoplazmatyczne byta to
objetos¢ odpowiadajgca 20 ug biatka, dla lizatéw zawierajgcych frakcje jgdrowg ilos¢ biatka
wynosita co najmniej 10 pg. Prébki dopetniano buforem RIPA do koricowej objetosci 15pl.

Nastepnie, do prébek dodawano buforu Laemmliego i inkubowano 10 minut w 95°C.

7.9.3. Zel poliakrylamidowy

Zele poliakrylamidowe o grubosci 1,5mm i stezeniu koAcowym akrylamidu 10% (zel
rozdzielajacy) i 4% (zel zageszczajacy) uzyskano korzystajgc z zestawu TGX Stain-Free FastCast.
Do inicjacji i katalizowania procesu polimeryzacji, do mieszaniny odczynnikéw dodawano
TEMED oraz 10% APS. Zele przygotowywano na $wiezo albo przechowywano do tygodnia w
4°C.

7.9.4. Elektroforeza SDS-PAGE

Zel umieszczano w aparacie do elektroforezy, ktéry wypetniano buforem 1xTGS. Po ostroznym
wyjeciu grzebienia i przeptukaniu kieszonek, na zel nanoszono probki. Elektroforeze
prowadzono okoto 90 minut przy statym napieciu 80 V podczas migracji biatek w zelu
zageszczajgcym i przy 120 V podczas migracji przez zel rozdzielajgcy. Postep elektroforezy
Sledzono przy uzyciu markera molekularnego.

Transfer biatek na membrany.
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Po zakonczonej elektroforezie zel, membrane do immunoblottingu oraz papier absorbujacy
inkubowano w schtodzonym buforze do transferu (bufor Towbina: 25 mM Tris, 192 mM
glicyna, 20% (v/v) etanol). Nastepnie, sktadano transfer w kolejnosci — biata oktadka, gabka,
jeden gruby papier absorbujgcy, membrana nitrocelulozowa, zel i drugi papier absorbujacy,
gabka, czarna okfadka. Aby wypusci¢ ewentualne pecherzyki powietrza, ktére mogtyby
zaktécac transfer, catos¢ rolowano kilkukrotnie przy uzyciu probowki typu Falkon. Kasetke
umieszczano w pudetku do transferu, nastepnie umieszczano w nim wktad chtodzacy i cato$é

zamykano. Transfer prowadzony byt przez godzine w chtodni, przy statym napieciu 100V.

7.9.5. Blokowanie i inkubacja membran z przeciwciatami

Po zakonczeniu transferu membrany inkubowano 5 minut w buforze TBS-T (1% (v/v) Tween-
20, 140mM NacCl, 25mM Trizma, pH = 7,4 ustalone stezonym kwasem solnym), a nastepnie
miejsca niespecyficznego wigzania blokowano przez godzine w 5% odttuszczonym mleku w
TBS-T. Po inkubacji, membrane ptukano 5 minut w TBS-T, a nastepnie inkubowano w chtodni
przez noc z odpowiednim przeciwciatem pierwszorzedowym. Niezwigzane przeciwciato
odptukiwano pieciokrotnie przy uzyciu TBS-T, a nastepnie membrane inkubowano godzine w
temperaturze pokojowej w roztworze przeciwciata drugorzedowego sprzezonego z enzymem
- peroksydazg chrzanowag. Wywotywano 1-3 minuty uzywajgc substratu ECL. Detekcji
dokonywano przy uzyciu urzgdzenia ChemiDoc XRS+ (Biorad). Czas ekspozycji nie przekraczat
5 minut. Intensywnos¢ prazkéw ustalano, uzywajac oprogramowania Imagel (1.47v, Wayne

Rasband, National Institutes of Health, USA).

7.9.6. Badanie fosforylacji kinaz JNK, p38 oraz ERK1/2

Nazwa odczynnika Firma, numer katalogowy
Anizomycyna \ Bioshop

Inhibitor ERK1/2 Cell Signalling Technology, PD98059
Inhibitor Jnk ‘ Cell Signalling Technology, SP600125
Inhibitor P38 Cell Signalling Technology, SB203580
Staurosporyna ‘ Sigma

Tabela 15. Odczynniki uzyte do badania fosforylacji kinaz JNK, p38 oraz ERK1/2.

Po preinkubacji, do komérek K562 dodano inhibitoréw kinaz JNK, p38 oraz ERK1/2.
Alternatywnie, komorki inkubowano z 1% (v/v) DMSO, ze zwigzkiem BK124 stezeniu 3 puM
albo ze staurosporyng w stezeniu 1 uM przez 18 godzin. Komérki eksponowane na
staurosporyne stanowity pozytywng prébe kontrolng w eksperymentach dotyczgcych ERK1/2,

natomiast kontrole pozytywng w eksperymentach dotyczacych JNK i p38 stanowita
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anizomycyna w stezeniu 20 uM, ktérg dodawano na 30 minut. Zarowno izolowanie biatka, jak
i kolejne kroki zwigzane z technika Western Blot byty analogiczne do tych opisanych w
punktach 7.9.1 -7.10.6. Intensywnos$¢ prazkéw mierzono przy pomocy Image Quant 5.0

software.

/7.10. EKSPERYMENTY IN VIVO

7.10.1. Zgoda komisji bioetycznej

Na eksperymenty w modelu zwierzecym uzyskano zgode | Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach z siedzibg na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, ul.
Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa (nr referencyjne 784/2015; 25/2015; 227/2016; 641/2018;
726/2018). Badania przebiegaty zgodnie z regulacjami obowigzujgcymi w Polsce i Unii

Europejskiej odnosnie projektowania i wykonywania eksperymentéw na zwierzetach.

7.10.2. Zwierzeta
Modelami w badaniach byty myszy z defektem odpornosci:

1. Balb/cOlaHsd-Foxnlnu (Balb/c mysz naga, brak limfocytow T)

2. NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wijl/Sz) (mysz NSG, brak limfocytéw T oraz B).
Myszy pochodzity z Janvier laboratories (Francja) oraz Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA).
Hodowla prowadzona byta w izolowanej zwierzetarni w Pracowni Badan Przedklinicznych o
Podwyzszonym Standardzie w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marecelego Nenckiego
PAN w Warszawie, zgodnie ze standardami SPF (ang. Specific Pathogen Free), z

nieograniczonym dostepem do wody oraz pozywienia.

7.10.3. Farmakokinetyka i badanie toksycznosci

Model szczurzy:

Zwigzek BK124 rozpuszczony w mieszaninie 10% Solutol HS/ 10% etanol w dawce 5 i 10 mg/kg
masy ciata podano pieciu szczurom Wistar. Po podaniu zwigzku, pobierano krew od kazdego
szczura w punktach czasowych czasu: 5, 15,30 minut oraz 1, 2, 6 i 24 godziny. Stezenie zwigzku
BK124 ustalono przy uzyciu spektrometrii mas.

Model mysi:

Osmiomiesieczne samice myszy Balb/c podzielono na grupy i podawano BK124 dozylnie (20
mg/kg) albo dootrzewnowo (w dawce 20 mg/kg albo 40 mg/kg). Po podaniu zwigzku

poswiecano cztery myszy w kazdym punkcie czasowym: po 15 minutach oraz 6, 12 i 24
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godzinach po podaniu zwigzku. Krew, pochodzgcg od kilku myszy mieszano razem i mierzono
stezenie zwigzku przy uzyciu spektrometrii mas.

Toksyczny wptyw zwigzku BK124 na narzady oceniano na podstawie zmian fizjologicznych i
morfologicznych w miejscu wktucia oraz na podstawie wygladu narzagdéw wewnetrznych
(watroby, serca, nerek, sledziony), wynikéw morfologii, pomiaréw masy ciata zwierzecia oraz

jego zachowania.

7.10.4. Eksperymenty w modelu ksenotransplantacyjnym CML

Model ksenotransplantacyjny stanowity o$miotygodniowej samicy myszy NSG, ktérym
podawano podskérnie do fatdu grzbietowego 1 x 10° komdrek K562 (ludzka przewlekta
biataczka szpikowa). Korncowa objetos¢ podawanych komérek wynosita 100 pl, co stanowito
0,5% masy ciata myszy. Po trzech dniach, myszy dzielono losowo na grupy (tabela 16), a od
czwartego do siedemnastego dnia podawano, w zaleznosci od grupy, nosnik (kontrola wzrostu
guza), zwigzek BK124, imatinib albo hydroksymocznik. Poza imatinibem podawanym doustnie,
leki (w tym zwigzek BK124) podawano dootrzewnowo. W eksperymencie wyznaczono réwniez
kontrole intaktowg, tj. takg, w ktérej myszom nie podawano ani zwigzkéw, ani nosnika.
Codziennie monitorowano mase ciata zwierzat, a takze mierzono wzrost guzéw przy uzyciu
suwmiarki. Teoretyczng objeto$é guza ustalano przy uzyciu réwnania (a%x b) x 0,5 [mm3], gdzie
,a”’ oznacza krotszg o$ [mm], a ,b” o$ dtuiszg [mm] guza. Dnia dwudziestego szdstego
eksperyment konczono i pobierano krew na oznaczenie podstawowych parametréow

biochemicznych oraz morfologicznych. Izolowano guzy, ktére nastepnie wazono.
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Dawka,

. . Czestotliwosc llos¢
Grupa Transplant sposob Rozpuszczalnik N . -
podania dawkowania zwierzat

10% Solutol HS 15/ . .

BK124 K562 2 kg, IP 1
56 0 mg/keg, 10% etanol x dziennie 8
0,

BK124 K562 30 mg/kg, 1p | 10%Solutol HS 15/ 1 x dziennie 8

10% etanol
Imatinib K562 100 mg/kg, O | Brak 1 x dziennie 12
Hydroksymocznik | K562 |5P00 mg/ke, Aqua pro injectione 1 x dziennie 8
BK124 + K562 20 mg/kg, IP | 10% Solutol HS 15/ 1 x dziennie 7
Imatinib 100 mg/kg, O | 10% etanol 100 mg/kg
Rozpuszczalnik K562 400 pi/kg, 1P 10% Solutol HS 15/ 1 x dziennie 4
(kontrola nosnika) ’ 10% etanol
Kontrola wzrostu K562 ) ) ) 15
guza
Kontrola ) ) ) ) 4
intaktowa

Tabela 16. Grupy eksperymentalne w badaniu cytotoksycznosci zwigzku BK124 przeciwko komérkom CML in vivo.
Myszy NSG (NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wijl/Sz) ) podzielono losowo na grupy, a nastepnie podawano 1 x 108 ludzkich
komaérek linii K562 (kryza blastyczna CML) do grzbietowego fatdu skérnego. Poczynajgc od czwartego dnia od podania

komorek, w zaleznosci od grupy, myszy leczono przy uzyciu odpowiedniego zwigzku albo samego nosnika. W

eksperymencie wigczono réwniez grupe intaktowa.
Skréty: IP — podanie dootrzewnowe; O — podanie doustne

7.11. ANALIZA STATYSTYCZNA

Analize statystyczng wykonano uzywajgc programu GraphPad Prism wersji 9.1.0. Wszystkie

eksperymenty in vitro wykonano w co najmniej trzech niezaleznych powtdrzeniach, a wyniki

analizy przedstawiono w postaci srednia + odchylenie standardowe lub * btad standardowy

srednich (SEM, tam, gdzie wskazano). Eksperymenty w modelu zwierzecym przedstawiono w

postaci $rednia + bfad standardowy s$redniej (SEM). W badaniach przy udziale pacjentéw

sprawdzano normalnosé rozktadu przy uzyciu testu Shapiro-Wilk’a, a analiza statystyczna byta

wykonana przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z post testem Dunnett’a.

Wartosci prawdopodobienstwa: * p < 0.05, ** 0.05 > p > 0.001, *** 0.001 > p > 0.0001, ****

p < 0.0001.
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Parametr inhibicji wzrostu guza (TGI, ang. tumor growth inhibition) pozwala oszacowac, jaki
procent guzéw otrzymanych w danym wariancie jest mniejsza od guzéw obserwowanych w
grupie kontrolnej. TGl dla kazdego wariantu eksperymentalnego liczono przy uzyciu wzoru:
TGl = 100% x [1 — (Srednia objetos¢ guza w grupie badanej / sSrednia objetos¢ guza w kontroli
wzrostu guza)]

W modelu szczurzym (rycina 18) wyliczono réwniez 95% przedziat ufnosci (zaznaczony na
szaro) przy uzyciu metody samowspornej (ang. bootstrap resampling) dla kazdego pomiaru

stezenia zwigzku w krwi szczura w kazdym punkcie czasowym.
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1. Wyniki

Rozdziat 8. Badanie cytotoksycznosci zwigzku BK124 w komdrkach

przewlektej biataczki szpikowe;.

W pierwszym etapie badan nad aktywnoscig zwigzku BK124 wykorzystywatam gtéwnie linie
K562, pochodzacy od pacjenta w fazie kryzy blastycznej przewlektej biataczki szpikowe;j.
Biataczka szpikowa jest nowotworem do$¢ homogennym i dobrze opisanym pod wzgledem
molekularnym?®, Ponadto, linia K562 pochodzi z kryzy blastycznej, a wiec etapu, na ktérym
przewlekta biataczka staje sie biataczkg ostrg, a leczenie przy uzyciu inhibitoréw kinaz
tyrozynowych staje sie nieskuteczne. Te dwie cechy sprawiajg, ze linia komdrkowa K562
stanowi dobrze scharakteryzowany model agresywnego nowotworu i moze stuzy¢ jako dobry

pierwszy model dla badan nad nowymi lekami.
8.1. EFEKT CYTOTOKSYCZNY ZWIAZKU BK124 W KOMORKACH PRZEWLEKtE) BIALACZKI SZPIKOWE]

8.1.1. Przezywalnos¢ komodrek K562 w zaleznosci od stezenia zwigzku BK124

Pierwszym krokiem w moich badaniach byto zweryfikowanie wczesniejszych doniesien, a
takze wynikdw wstepnych uzyskanych w trakcie badan opisanych w mojej pracy magisterskiej,
dotyczacych cytotoksycznosci zwigzku BK124 w komédrkach K562 dla nowozsyntetyzowanej
partii BK124. W celu weryfikacji tych wczesniejszych danych i wyznaczenia wartosci parametru
ICs0, komarki linii K562 hodowatam w obecnosci BK124, we wzrastajgcych stezeniach zwigzku,
w zakresie 0,1 — 10 uM przez 48 godzin. Nastepnie Srednie wartosci absorbancji w
poszczegdlnych prébkach odniostam do kontroli zawierajgcej 1% DMSO (rycina 12).
Najwiekszy efekt cytotoksyczny zaobserwowatam pomiedzy stezeniem 2 uM (73% + 3%
zywych komorek) a 4 uM (7% + 7%). Na podstawie pomiaréw wyznaczytam parametr ICso,
ktéry wynidst 2,5 uM. Zaobserwowatam réwniez, ze komérki K562 potraktowane zwigzkiem
BK124 w stezeniach wiekszych niz 4 uM charakteryzowata bardzo niska przezywalnosé¢ (mniej

niz 4%), a jej spadek byt gwattowny.
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Rycina 12. Przezywalnos¢ komorek K562 w zaleznosci od stezenia BK124.

Komorki K562 wysiano w gestosci 5 x 103 komdrek/dotek na ptytce 96-ciodotkowej. Po 24 godzinach dodano rdzne stezenia
zwigzku BK124 rozpuszczonego w DMSO (koricowe stezenie w pozywce 1%) w zakresie od 0,1 do 10 uM. Po 48 godzinach
dodawano zwigzek MTT (jak opisano w rozdziale 6.5) i mierzano absorbacnje. Uzyskane wartosci wyrazono w stosunku do
kontroli traktowanej samym DMSO w postaci procentowej. Dane przedstawione na wykresie obrazujg zmiane
przezywalnosci komdrek K562 w zaleznosci od stezenia zwigzku BK124 [uM] (ciggta czarna linia). Czerwong przerwana linig
zaznaczono przezywalnos$¢ na poziomie 50%, odpowiadajacq wartosci parametru ICso. Eksperyment wykonano w trzech
niezaleznych powtdrzeniach. Nazwa ,BK124.1” jest tozsama z nazwa BK124.

8.1.2. Analiza apoptozy w komédrkach K562

Wyniki wstepne uzyskane w pracy magisterskiej wskazywaty takze, ze zwigzek BK124 moze
indukowac¢ apoptoze w komadrkacjh K562. W niniejszej pracy przeprowadzitam pogtebiong
analize cytometryczng i ustalitam odsetek komdrek apoptotycznych w populacji traktowanej
zwigzkiem BK124 w oparciu o barwienie komérek aneksyng V i jodkiem propidyny. Do badania
uzytam zwigzku BK124 w stezeniu 2,5 uM (odpowiadajgcemu stezeniu ICso po 48 godzinach)
oraz w stezeniu 5 UM, poniewaz dawka ta zapewniata szybka odpowiedz i wysokg smiertelnos¢

komorek (rycina 13).
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Rycina 13. Odsetek komérek na poszczegélnych etapach apoptozy.
Komérki K562 wysiano jak opisano w rozdziale 6.7.1. Po 24 godzinach dodano zwigzku BK124 w stezeniu koncowym w

pozywce 2,5 i 5 uM. Inkubowano przez 24 godziny, po czym barwiono zgodnie z zaleceniami producenta przy uzyciu
Aneksyny V i jodku propidyny. Na rycinie A przedstawiono reprezentatywne dot-ploty z programu CellQuest. Na grafie B
przedstawiono odsetek komorek apoptotycznych jako Srednig + SEM z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentow,
kazdy w technicznym duplikacie. Analize statystyczng wykonano przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA,
istotnos$¢ na poziomie p<0.05; **** p < 0.0001. Nazwa ,BK124.1” jest tozsama z nazwg BK124.

Analiza pokazata, ze przy stezeniu BK124 na poziomie 2,5 uM, po 24 godzinach jest juz
widoczny znaczny spadek odsetka komérek zywych (90% + 1% w kontroli 0,1% DMSO vs 23%
+ 4% w prébie badanej z dodatkiem 2,5 uM BK124), wyzszy niz ujawniony w tescie MTT. W
komoérkach traktowanych 5 uM BK124 po 24 godzinach spadek odsetka komérek zywych

przekraczat 90% (4,4% + 0,5%).
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8.2. BADANIE PROTEOLIZY PROKASPAZ 3, 819

W zdrowej komérce prokaspazy inicjatorowe 8 i 9 sg eksprymowane konstytutywnie w formie
monomerdw. Indukcja apoptozy powoduje ich dimeryzacje i powstanie aktywnych proteaz
cysteinowych (kaspaz)?°t. Kaspazy inicjujgce poprzez ciecie proteolityczne aktywujg nastepnie
kaspazy efektorowe (kaspaza 3, 7, 6). W zaleznosci od tego jaka izoforma prokaspazy
inicjatorowe] ulega proteolizie, mozna z pewnym prawdopodobienstwem ustali¢, czy
apoptoza jest indukowana zewnetrznie - szlakiem receptorowym (ciecie prokaspazy 82%?) czy
szlakiem wewnetrznym - mitochondrialnym (ciecie prokaspazy-92%3).

Wyniki mojej pracy magisterskiej wskazaty na aktywacje prokaspazy 3 pod wptywem zwigzku
BK124. Rozszerzajac te analize, przeanalizowatam zatem dodatkowo ciecie proteolityczne
prokaspazy 8 oraz 9 w przebiegu apoptozy wywotanej zwigzkiem BK124. Wyniki
przedstawione na rycinie 14 A pokazuja, ze podczas gdy ciecie prokaspazy-9 jest widoczne juz
po 24 godzinach od podania zwigzku, ciecie prokaspazy-3 oraz prokaspazy 8 jest widoczne
dopiero po 48 godzinach (rycina 14 AiB). W tym przypadku aktywacja kaspazy 8 jest widoczna
w fazie efektorowej apoptozy, co sugeruje, ze nie jest to mechanizm aktywowany pierwotnie.
O zaawansowaniu procesu $wiadczy ciecie prokaspazy-3 oraz polimerazy poli(ADP-rybozy),
oznaczonej na rycinie 14 B jako PARP. PARP jest enzymem zaangazowanym przede wszystkim
w naprawe DNA. Podczas apoptozy aktywowana kaspaza-3 hamuje aktywno$é naprawcza
enzymu, skutkujgc skierowaniem maszynerii molekularnej komodrki w kierunku $mierci
komérkowe;.

Uzyskane wyniki pozostajg w zgodzie z poprzednimi obserwacjami pochodzgcymi z testu MTT
oraz analizy cytometrycznej. BK124 w stezeniu 5 uM juz po 24 godzinach doprowadza w
komodrkach do zaburzen integralnosci btony, na co wskazuje eksternalizacja fosfatydyloseryny,
wykrywana przez aneksyne V, a kaspaza-9 ulega cieciu. Oznacza to, ze apoptoza zostata
zainicjowana, chociaz nie jest to jeszcze w petni widoczne w spadku aktywnosci metabolicznej
(wyniki testu MTT). Po 48 godzinach inkubacji ze zwigzkiem BK124, komérki znajdujg sie w
zaawansowanym stanie apoptozy, co odzwierciedla sie w aktywacji kaspazy-8 oraz 3, a takze

cieciu polimerazy PARP (rycina 14).
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Rycina 14. Ciecie kaspaz pod wplywem BK124.

Komérki K562 byty inkubowane 24 i 48 godzin ze zwigzkiem BK124 w stezeniu 5 uM lub 10 uM. Nastepnie wyizolowano biatko i przeprowadzono analize typu Western blotting (WB). Na
reprezentatywnej membranie WB reakcja ze specyficznymi przeciwciatami uwidocznita kaspaze 8 lub 9 (A) oraz kaspaze 3 (B) wraz z ich formami cietymi, Swiadczacymi o aktywacji obu kaspaz.
Zbadano réwniez proteolityczne ciecie enzymu PARP (B) jako wskaznika zaawansowanej apoptozy. Jako kontrole ilosci naktadanego biatka zastosowano B-aktyne. Eksperyment wykonano w

trzech niezaleznych powtdrzeniach biologicznych. Nazwa ,BK124.1” jest tozsama ze zwigzkiem ,,BK124” omawianym w niniejszej pracy. Immunoblot na rycinie B pochodzi z pracy magisterskiej
I. Stukan i jest zamieszczony dla kompleksowej analizy mechanizmu apoptozy indukowanej przez BK124.
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8.3. BADANIE BIALEK SYGNALOWYCH WARUNKUJACYCH PRZEZYCIE KOMOEK NOWOTWOROWYCH

8.3.1. Poziom biatek szlakdw onkogennych zwigzanych z kinazg BCR/ABL1

Mechanizmy odpowiedzialne za przezycie komorki nowotworowej sg kluczowe dla
przetrwania terapii nowotworowej oraz indukcji fenotypu lekoopornego. W komédrce
przewlektej biataczki szpikowej sg to przede wszystkim szlaki aktywowane przez kinaze BCR-
ABL1, takie jak JAK/STAT, PI3K/AKT oraz mTOR/NF-kB. Ich aktywnos$¢ prowadzi do nawrotu
choroby. Wyzsza aktywnosc tych biatek zwigzana jest m.in. z ich podwyzszonym poziomem w
komorce.

Dlatego nastepnie zbadatam wptyw zwigzku BK124 na poziom biatek waznych dla przezycia
komorki biataczki. Poniewaz we wczesniejszych eksperymentach z uzyciem BK124 w stezeniu
5 uM obserwowatam indukcje apoptozy po 24 godzinach, zatozytam, ze aktywacja szlakéw
decydujgcych o przezyciu lub $mierci komoérkowej musi mieé¢ miejsce wczesniej. W zwigzku z
powyzszym, lizaty komérkowe zbieratam we wczes$niejszych punktach czasowych, po 4, 8i 16
godzinach inkubacji z BK124. Wybranie kilku, nastepujgcych po sobie punktéw czasowych,
pozwolito na obserwacje zmiany poziomu biatek w czasie traktowania zwigzkiem.

Pierwsze zmiany w poziomie biatek byly widoczne juz po 4 i 8 godzinach od rozpoczecia
inkubacji z BK124 - istotny statystycznie spadek poziomu biatek sprzyjajacych przezyciu
komorki takich jak BCR-ABL1, STAT5, AKT, mTOR i NF-kB (rycina 15 A-G). Spadkowi temu
towarzyszyt wzrost poziomu biatek zwigzanych z apoptoza takich jak p21 oraz czynnika
transkrypcyjnego FOX03a (rycina 151-K). Najwyzszy poziom FOXO3a oraz p21 obserwowatam
po 8 godzinach od rozpoczecia inkubacji ze zwigzkiem, czyli wtasnie w tym czasie, gdy dochodzi
do indukcji apoptozy (rycina 15 I-K). Po 16 godzinach traktowania komédrek zwigzkiem BK124,

poziom tych biatek zmniejszat sie, chociaz pozostawat podniesiony w stosunku do kontroli.
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Rycina 15. Poziom biatek zwiqgzanych z przezyciem komérki nowotworowej.

Komorki K562 inkubowano ze zwigzkiem BK124 w stezeniu 5 uM przez 4, 8 i 16 godzin. Po tym czasie z komdrek
wyizolowano biatko catkowite (A-K) albo przeprowadzono subfrakcjonowanie i wyizolowano biatko z frakcji jgdrowej i
cytoplazmatycznej (M-N). Reprezentatywne immunobloty (A,E,H,l i L) pokazuja poziom biatek BCR-ABL1, Akt, STAT5, mTOR,
NF-Kb (p65), FOX03a i p21 zaleznie od czasu inkubacji z BK124. Immunobloty poddano analizie densytometrycznej przy
uzyciu programu ImagelJ, a wyniki przedstawiono na grafach B,C,D,F,G,J,K,M i N). Na podstawie uzyskanych wartosci
dokonano analizy statystycznej przy uzyciu dwustronnego testu T w programie GraphPad Prism * P<0.05,** 0.001<P<0.05,
**% 0.0001<P<0,001 ,**** P <0.0001 Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych powtdrzeniach biologicznych. Nazwa
,BK124.1” jest tozsama ze zwigzkiem ,,BK124” omawianym w niniejszej pracy.
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8.3.2. Badanie lokalizacji biatka p21 oraz czynnika FOXO3a w komorce

Zarowno biatko p21, jak i czynnik transkrypcyjny FOXO3a odgrywaja podwdjng role w
komdrkach nowotworu, zalezng od lokalizacji w komdrce. Przeprowadzitam zatem
subfrakcjonowanie komérkowe i izolowanie biatka z frakcji cytoplazmatycznej i jagdrowej, aby
zbadac¢ wzrost poziomu FOX03a oraz p21 w obu frakcjach i na tej podstawie wysnu¢ wniosek
odnosnie ich lokalizacji. Lizaty komdrkowe zbieratam po 8 godzinach inkubacji ze zwigzkiem
BK124. Analiza pokazata, ze wzrost poziomu biatka p21 w komodrkach K562 traktowanych
zwigzkiem BK124 nastgpit przede wszystkim w jadrze komodrkowym (rycina 15 L i N).
Lokalizacja jgdrowa pozwala p21 na oddziatywanie miedzy innymi z cyklinozaleznymi kinazami
oraz z cyklinami, co hamuje proliferacje komérek. Jagdrowa obecnos¢ p21 zwigzana jest
rowniez z indukcjg $mierci apoptotycznej, chociaz mechanizm nie jest do korica wyjasniony.
W jadrze komdrkowym stwierdzitam réwniez wzrost poziomu FOX03a (rycina 15 Li M), ktéry
moze by¢ czynnikiem transkrypcyjnym dla zwigzanych z apoptozg biatek takich jak BIM, FasL,
PUMA i TRAIL?%*. Moze réwniez inicjowa¢ transkrypcje p21. Jako ze pod wptywem zwigzku
BK124 poziom AKT jest obnizony, nizszy jest tym samym poziom sekwestrowania p21 i
FOX03a w cytoplazmie, dzieki czemu biatka te mogga spetniaé¢ swojg antyonkogenng role w

jadrze komérkowym.

8.3.3. Badanie cyklu komdrkowego

Zeby sprawdzi¢, czy faktycznie p21 hamuje proliferacje komdrek przewlektej biataczki
szpikowej, wykonatam analize cytometryczng przy uzyciu jodku propidyny. Zwigzek ten taczy
sie z DNA i umozliwia identyfikacje komdrek na poszczegdlnych etapach mitozy. Wyniki
pokazaty, ze pod wptywem zwigzku BK124 po 24 godzinach nastepuje blokada komérek na
etapie G2/M cyklu komérkowego (rycina 16), utrzymujgca sie po 48 godzinach. Po tym czasie
odsetek komorek w fazie G2/M okazat sie nizszy niz w pierwszej dobie, wzrdst natomiast
odsetek komdrek w fazie S. Sugerowatoby to, ze cze$¢ komédrek w czasie 24-48 godzin mogta
przejsc¢ z fazy G1 do fazy S oraz, ze komorki najprawdopodobniej wchodzg w apoptoze w fazie
G2/M. Rozktad faz cyklu zbadany cytometrycznie odpowiada wzrostowi poziomu jadrowego
p21, widocznego w immunoblotingu, co sugeruje, ze p21 faktycznie petni swojg funkcje i

hamuje proliferacje komérek nowotoworu.
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Rycina 16. Odsetek komérek K562 w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego po traktowaniu zwigzkiem BK124.

Komorki K562 byty inkubowane z 5 uM BK124 przez 24 i 48 godzin. Po tym czasie komorki utrwalono przy uzyciu etabolu (99%) i barwiono jodkiem propidyny, a nastepnie analizowano
uzywajac cytometru przeptywowego oraz programu ModFit. Sredni odsetek + SEM komérek w fazie GO/G1, S oraz G2/M przedstawiono na wykresie stupkowym (A) oraz w postaci
reprezentatywnych histogramoéw (B). Prébki pochodzity z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentéw, kazdy w duplikacie technicznym. Analize statystyczng przeprowadzono w programie
GraphPad Prism, uzywajac jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z posttestem Tukey’a * p < 0.05; ** 0.001 < p < 0.05; *** 0.0001 < p < 0.001; **** p <0.0001.
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8.3.4. Badanie aktywacji kinaz MAPK przez fosforylacje

Kinazy JNK, p38 oraz ERK1/2 nalezg do grupy kinaz serynowo-treoninowych aktywowanych
mitogenami. Jako ze reguluja odpowiedz komdrkowa na sygnaly zewnetrzne, sg czesto
aktywowane poprzez fosforylacje w odpowiedzi na stres komdrkowy. W szczegdlnosci p38 i
JNK odpowiadajg na stres zwigzany z obecnoscig cytokin, promieniowaniem ultrafioletowym,
szokiem cieplnym i szokiem ostmotycznym. W ramach badan przedklinicznych zwigzku BK124
w czasie realizacji grantu NCN OPUS 8 (nr 2014/15/B/NZ7/00966) dr Karolina Krdlewska
wykonata analize typu Western Blotting aktywacji kinaz MAPK takich jak ERK1/2, JNK oraz
p38MAPK w komdrkach K562 pod wptywem dikarboksyimidu BK124 w stezeniu 3 uM (rycina
17). Moim zadaniem byto przeanalizowanie i opracowanie uzyskanych wynikow.

Kinazy MAP aktywowane sg podwodjng fosforylacja w obrebie motywu treonina-prolina-
tyrozyna. Uzyte przeciwciata rozpoznawaty:

- Fosforylacje na reszcie aminokwasowej w pozycji 202 (treonina) i 204 (tyrozyna) kinazy ERK1
oraz na reszcie treoniny w pozycji 185 i tyrozyny w pozycji 187 kinazy ERK2

- Fosforylacje na reszcie treoniny w pozycji 183 i tyrozyny w pozycji 185 kinazy JNK

- Fosforylacje na reszcie treoniny w pozycji 180 i tyrozyny w pozycji 182 kinazy p38

W eksperymencie jako kontroli negatywnej uzyto inhibitoréw poszczegdlnych kinaz oraz
kontroli pozytywnej w postaci staurosporyny (ERK1/2) albo anizomycyny (JNK i p38).
Anizomycyna jest aktywatorem p38 oraz JNK?%>, Wigze sie do podjednostki 60S rybosomu,
hamujgc aktywnos$¢ transferazy peptydylowej i wywotujgc w ten sam sposdb stres
rybotoksyczny, co skutkuje zahamowaniem translacji?®®. Staurosporyna natomiast jest
niespecyficznym inhibitorem kinaz biatkowych. Jako Zze posiada silne powinowactwo do
domeny wigzacej ATP w kinazie, uniemozliwia zwigzanie substratu, a w konsekwencji indukuje
apoptoze w komédrce??’. Zwigzek ten jest tez silnym inhibitorem biatka PKC (ang. protein kinase
C, kinaza biatkowa C), ktéry reguluje fosforylacje ERK1/22%8,

Inhibitory, uzyte w eksperymencie, to jest SP600125 (selektywny inhibitor JNK) oraz SB203580
(selektywny inhibitor p38) w inhibicji kompetycyjnej blokujg miejsca wigzania ATP29%:210,
PD98059 jest wysoce selektywnym inhibitorem MEK1 oraz MEK2. Poprzez oddziatywanie z
ERK1/2 uniemozliwia fosforylacje.

Komérki K562 inkubowano 24 godziny w zaleznosci od wariantu: z dodatkiem DMSO w

stezeniu koncowym 1% (kontrola), z dodatkiem odpowiednio anizomycyny albo
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staurosporyny (kontrola pozytywna), z dodatkiem inhibitora (kontrola negatywna) albo z
dodatkiem BK124 w stezeniu 3 uM (stezenie koricowe DMSO 1% v/v).

W obecnosci zwigzku BK124 zaobserwowano istotny statystycznie wzrost fosforylacji kinazy
JNK (wzrost ponad 4-rokrotny; rycina 17 A i D) i p38 (prawie 8-krotny; rycina 17 B i E),
podobnie jak w kontroli pozytywnej z dodatkiem anizomycyny (odpowiednio 8,5-krotny oraz
ponad 3-krotny). Pod wptywem zwigzku BK124 nie zmienita sie natomiast fosforylacja ERK1/2
(rycina 17 Ci F). Sugeruje to, ze aktywacja kinaz p38 i JNK bierze udziat w indukcji apoptozy w
komédrkach K562. Aktywne kinazy ERK1/2 stymulujg proliferacje i roznicowanie sie komorek,
zatem, zgodnie z przewidywaniami, inkubacja z BK124 nie powoduje wzrostu poziomu

fosforylowanej formy tych kinaz.
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Rycina 17. Wplyw zwiqzku BK124 na aktywacje szlakéw MAPK.

Komorki K562 byty inkubowane przez 24 godziny z dodatkiem 1% DMSO v/v (kontrola), BK124 w stezeniu 3 uM, anizomycyng (aktywator kinaz JNK oraz p38; kontrola pozytywna) albo
staurosporyng (aktywator ERK1/2; kontrola pozytywna), a takze (w zaleznosci od badanej kinazy) z inhibitorem JNK, p38 albo ERK1/2 (kontrole negatywne). Nastepnie, izolowano biatko
catkowite i wykonywano analize typu Western Blot. Reprezentatywne immunobloty obrazujg poziom fosforylacji kinazy JNK (A), p38 (B) oraz ERK1/2 (C). Wszystkie wyniki poddano analizie
densytometrycznej zobrazowanej na grafach D-E. Probki pochodzity z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentéw, kazdy w duplikacie technicznym. Analize statystyczng przeprowadzono
w programie GraphPad Prism, uzywajac jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA * p < 0.05; ** 0.001 < p < 0.05; *** 0.0001 < p < 0.001; **** p < 0.0001
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Rozdziat 9. Badanie podstawowej farmakokinetyki i cytotoksycznosci

zwigzku BK124 w modelu zwierzecym

9.1. BADANIE FARMAKOKINETYKI ZWIAZKU BK124 W MODELU SZCZURZYM ORAZ MYSIM

Kontynuujgc badania nad efektywnoscig zwigzku BK124 w przewlektej biataczce szpikowej,
postanowiono zbadac aktywnos¢ zwigzku w modelu zwierzecym. Pierwszym krokiem byto
ustalenie podstawowych parametréw farmakokinetycznych zwigzku, a tym samym
optymalnej dawki, czestosci oraz drogi podania zwigzku. Farmakokinetyka pozwala ocenié¢
mozliwo$¢ dotarcia badanej substancji w wymaganym stezeniu i czasie do komodrek
nowotworowych, a takie absorbcje, dystrybucje, metabolizm i wydalanie zwigzku w
organizmie. Wartosci poszczegdlnych parametréw zalezg od rodzaju substancji, ale réwniez
metabolizmu oraz indywidualnych cech pacjenta takich jak wiek, a takze ogélny stan zdrowia,
w szczegolnosci stan nerek i watroby.

Skupiono sie na ustaleniu nastepujgcych parametréw farmakokinetycznych:

e Stezenie Co (ng/mL) — parametr ten okresla maksymalne stezenie zwigzku w surowicy;
warto$¢ ekstrapolowana do to na podstawie wykresu utworzonego z zebranych
pomiardow.

e Okres ti/2 (h) — okres pétzycia lub pottrwania zwigzku we krwi; czas, w jakim stezenie
danego zwigzku w organizmie spada o potowe w stosunku do poczatkowego stezenia.
Parametr ten pozwala przewidzie¢ jak dtugo badana substancja bedzie dziatata w
organizmie, jest zatem kluczowy, zeby ustali¢ optymalne dawkowanie oraz czestosc¢
podawania. Im dfuzszy okres poéttrwania, tym rzadziej trzeba podawaé badang
substancje.

e Sredni czas przebywania w organizmie MRTiast (h) — wskaznik ten odnosi sie do
Sredniego czasu, jaki substancja pozostaje we krwi po podaniu ostatniej dawki leku. Na
podstawie tego parametru mozna ocenié, jak dfugo dziata lek po podaniu ostatniej
dawki. Jest szczegdlnie cenny dla zwigzkdw, ktére posiadajg dtugi okres pottrwania.

e Klirens CL (L/h/kg) — klirens odnosi sie do zdolnosci organizmu do catkowitego
usuniecia substancji z krwi (efektywnej eliminacji) w okreslonym czasie. Pozwala zatem

92



przewidzie¢, jak szybko badana substancja zostanie usunieta. Niska warto$¢ CLoznacza,
ze eliminacja substancji jest powolna (do eliminacji trzeba duzej objetosci krwi), a w
konsekwencji dawkowanie moze wymagaé dostosowania u pacjenta z zaburzeniami
czynnosci nerek lub watroby.

Objetos¢ dystrybucji w stanie rownowagi Vss (L/kg) — jest to parametr okreslajacy
pozorny objetosciowy rozktad leku w organizmie, gdy osiggnieta zostaje rownowaga
miedzy stezeniem leku we krwi a stezeniem leku w tkankach i ptynach ustrojowych.
Oznacza to, ze Vs jest miarg, jak rozlegle (teoretyczna przestrzen w litrach) lek
rozprowadza sie w organizmie po podaniu dawki. Im wyzsze Vs, tym wyzsza tendencja
do rozprzestrzeniania sie poza krgzeniem. Na przyktad, srednia warto$é¢ Vs dla
imatinibu to 1,3 I/kg, paklitakselu to 2,7 — 4,3 I/kg?'1, a 5-fluorouracylu 0,6 — 0,8 I/kg?*2.
Obszar pod krzywg AUC - parametr AUC odnosi sie do obszaru pod krzywa stezenia od
czasu dla badanej substancji, pozwala oceni¢ ekspozycje na lek. Wartos¢ AUC mozna
obliczy¢ na podstawie pomiaréw stezenia leku we krwi lub innym ptynie ustrojowym,
ktore s wykonywane w okreslonych punktach czasowych po podaniu leku. Obliczenie
AUC opiera sie na interpolacji miedzy punktami czasowymi pomiaréw i moze by¢
dokonywane za pomoca réznych metod, takich jak metoda trapezowa.

o AUCst (h-ng/mL) — parametr mierzy catkowitg ekspozycje na lek od momentu
podania do ostatniego pomiaru stezenia zwigzku w surowicy.

o AUC.. (h:-ng/mL) - parametr odnosi sie do obszaru pod krzywg stezenie-czas dla
leku do ,nieskoriczonosci”, tj. czasu, gdy stezenie leku jest praktycznie
niewykrywalne w surowicy. Oznacza to, ze AUCee mierzy catkowity ekspozycje
na badang substancje.

o AUCpst (h-kg'ng/mL/mg) oraz AUC~ (h-kg:ng/mL/mg) — paraemtry
znormalizowane do dawke nominalng w mg zwigzku na kg masy ciata
zwierzecia. Normalizacja AUC przez dawke nominalng w mg/kg pozwala na
poréwnanie ekspozycji na lek miedzy zwierzetami o réznych masach ciata,
biorgc pod uwage stosowang dawke leku na jednostke masy. Normalizacja
odbywa sie poprzez podzielenie uzyskanych wartosci AUC przez dawke
nominalng badane] substancji podanej zwierzeciu, wyrazong w miligramach i

podzieli¢ przez mase ciata zwierzecia w kilogramach (AUC/mg/kg).
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BK124 nie moze by¢ podany myszy w DMSO. W wyniku pracy naszego zespotu, a w
szczegolnosci dra Mikotaja Zdioruka oraz dra Marka Gryzika zbadano rozpuszczalnosc i
stabilno$¢ BK124 w roztworach wodnych i opracowano formulacje zwigzku (tabela 17),
umozliwiajgcg dalsze badania w modelu zwierzecym. Zwigzek BK124 okazat sie by¢
rozpuszczalny i stabilny miedzy innymi w nietoksycznej mieszaninie 10% Solutolu HS oraz 10%

etanolu w soli fizjologicznej.

Rozpuszczalnik Formulacja Komentarz
Woda 0.9% NaCl nierozpuszczalne

10% etanol w 0.9% NaCl (aq) nierozpuszczalne
Cyklodekstryna | a-cyklodekstryna w wodzie nierozpuszczalne

B- cyklodekstryna w wodzie nierozpuszczalne

v- cyklodekstryna w wodzie nierozpuszczalne
DMSO DMSO 100% rozpuszczalne/stabilne

DMSO < 100% w wodzie nierozpuszczalne
Surfaktant 20% Solutol HS 15 w 0.9% NacCl nierozpuszczalne

20% Solutol HS 15 w PBS nierozpuszczalne

20% Solutol HS 15, 10% etanol w 0.9% NaCl (aq) | rozpuszczalne/stabilne

10% Solutol HS 15, 10% etanol w 0.9% NaCl (aq) | rozpuszczalne/stabilne

Tabela 17. Badanie rozpuszczalnosci i stabilnosci zwigzku BK124 w roztworach wodnych.

Ze wzgledu na niewielka rozpuszczalnos¢ w wodzie, w trakcie syntezy oraz w badaniach w modelu komérkowym, zwigzek
BK124 byt rozpuszczalny w DMSO. Aby przejsé do badan w modelu zwierzecym, nalezato zatem znalez¢ odpowiednig
formulacje, umozliwiajgca nietoksyczne podanie zwigzku BK124 zwierzeciu. W tym celu rozpuszczano zwigzek w réznych
rozpuszczalnikach. Tabela przedstawia rozpuszczalniki, formulacje i efekt (rozpuszczalny/nierozpuszczalny). Pogrubieniem
zaznaczono te mieszaniny, w ktorych zwigzek okazat sie by¢ rozpuszczalny/stabilny.

W celu ustalenia drogi podania, farmakokinetyki zwigzku we krwi oraz nietoksycznego
stezenia zwigzku do dalszych testéw in vivo, BK124 podano dozylnie szczurom Wistar oraz
myszom Balb/c (odpowiednio rycina 18 A i B). Eksperymenty w modelu zwierzecym byty
wykonane przez dra Marka Gryzika, analize wynikéw farmakokinetycznych wykonat dr Andrew
Want, natomiast ja uczestniczytam w analizie i koncowym opracowaniu tych wynikow.
Analiza farmakokinetyczna w modelu szczurzym wykazata, ze po podaniu dozylnym BK124 w
stezeniu 10 mg/kg zwigzek jest wykrywany we krwi obwodowej przez 24 godziny, a dynamika
spadku jego stezenia jest stata. Sugeruje to, ze zwigzek jest stabilny we krwi i usuwany z
organizmu stopniowo. Okres péftrwania zwigzku ti2 we krwi wynidst 4 godziny 23 minuty u
szczura (rycina 18 A), przy czym nie stwierdzono symptomow toksycznosci zwigzku.

W modelu mysim jednak dozylne podanie zwigzku BK124 w stezeniu 20 mg/kg powodowato
lokalne podraznienie w okolicy ogona. W zwigzku z tym w kolejnym eksperymencie zbadano,
czy zwigzek moze by¢ podawany dootrzewnowo w dawce 20 mg/kg masy ciata oraz 40 mg/kg

masy ciata (rycina 18 B). Przy tak podanym zwigzku obie dawki wykazywaty okres péttrwania
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(t1/2) odpowiednio 3 godziny 32 minuty oraz 5 godzin 11 minut (tabela 18). Wyzsza dawka
zwigzku podana myszy dootrzewnowo wywotywata jednak efekt toksyczny, stwierdzony na
podstawie znacznego ubytku masy ciata oraz zmienionego wygladu organéw wewnetrznych.
Postanowiono zatem w dalszych badaniach stosowa¢ nizszg dawke zwigzku BK124 (tj. 20
mg/kg masy ciata) i podania dootrzewnowe.

U myszy zwigzek BK124 pozostawat wykrywalny we krwi (parametr MRT) zaréwno po podaniu
dozylnym w dawce 20 mg/kg, jak i dootrzewnowym w dawce 20 mg/kg $rednio prawie pie¢
godzin (odpowiednio 4 godziny 47 minut oraz 5 godzin 5 minut). W przypadku podania
dootrzewnowego BK124 w stezeniu 40 mg/kg, zwigzek byt wykrywany we krwi po ponad

siedmiu godzinach (doktadnie 7 godzin 29 minut).
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Rycina 18. Profil farmakokinetyczny zwigzku BK124 w modelu szczurzym (A) oraz mysim (B).

Zwigzek BK124 podany byt dozylnie (10 mg/kg) szczurom rasy Wistar (A) oraz dozylnie (20 mg/kg) albo dootrzewnowo (40
mg/kg lub 20 mg/kg) myszom szczepu Balb/c (B). Pomiar stezenia zwigzku we krwi prowadzono przy uzyciu spektrometrii
mas.

Na wykresie A kazdy punkt odpowiada pomiarom z n=3 szczuréw. Od kazdego osobnika pobierano krew po 5 min., 15 min.,
30 min., 1 godzinie, 2 godzinach, 6 godzinach i 24 godzinach po jednorazowym podaniu zatrzyku.

Na wykresie B pojedynczy punkt oznacza pomiar pochodzacy z jednej myszy. Po 15 min, 6 godzinach, 12 godzinach i 24
godzinach po jednorazowym podaniu BK124 poswiecano mysz (4 myszy na punkt czasowy) i pobierano krew. Linia oznacza
$rednig wartos¢ logio(stezenie BK124).

Obszar zaznaczony na szaro (A) obrazuje 95% przedziat ufnosci wyliczony przy uzyciu metody samowspornej (ang. bootstrap
resampling) dla kazdego pomiaru stezenia zwigzku we krwi szczura w kazdym punkcie czasowym.

Skréty/wyrazy anglojezyczne: r — wspotczynnik regresji liniowej; ti/, — okres pétzycia; IV - intravenous, podanie dozylne; IP —
intraperitoneal, podanie dootrzewnowe
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Petna krew, samica myszy Balb/c

Droga podania 2> Dozylna Dootrzewnowa \ Dootrzewnowa
Dawka (mg/kg) 20° 20° 40°
Co (ng/mL) 1024 1740 | 2759
ti2 (h) 3.31 3.53 5.18
MRTiast (h) 4.78 5.09 | 7.48
CL (L/h/kg) 0.0604 0.0418 0.0341
CL (L/h/m?) 2,34 1,50 | 1,23
Vs (L/kg) 0.391 0.23 0.29
AUCuust (h-ng/mL) 50.10 64.86 | 647.26
AUC- (h-ng/mL) 6618 9579 23480
AUCpast®
(h-kg-ng/mL/me) 2.50 3.24 16.18
AUC.?
(h-kg-ng/mL/me) 331 479 587

2 Nosnik: 10% Solutol HS 15/10% ethanol in H,0
b Dawka normalizowana poprzez podzielenie parametréw przez dawke nominalng w mg/kg

Tabela 18. Kluczowe parametry farmakokinetyczne zwigzku BK124 w modelu myszy Balb/c.

Kluczowe parametry farmakokinetyczne w myszy Balb/c wyznaczone po podaniu dozylnym (IV) albo dootrzewnowym (IP)
zwigzku BK124 w stezeniu 20 lub 40 mg/kg masy ciata.

Skroty: Co: maksymalne stezenie surowicy ekstrapolowane do t = 0; ti/z:0kres pdtzycia; MRTast: Sredni czas, ktéry zwigzek
pozostaje w krwioobiegu, kalkulowany na podstawie ostatniego obserewowalnego punktu w czasie; CL: klirens; Vss:
objetos¢ dystrybucji w stanie rownowagi; AUCiast: obszar pod krzywa kalkulowany w stosunku do ostatniego
obserwowalnego punktu czasu; AUC..: obszar pod krzywg, ekstrapolowany do nieskoriczonosci

Klirens BK124 przy podaniu dozylnym jest wiekszy niz przy podaniu dootrzewnowym. Dzieje
sie tak najprawdopodobniej, poniewaz przy podaniu dozylnym substancja jest od poczgtku w
krwioobiegu, skad tatwiej ja usung¢ z organizmu, np. wraz z moczem. Wartosci klirensu
wachajg sie miedzy 2,34 I/h/m? a 1,23 I/h/m?, co oznacza, ze zwigzek BK124 jest wolno
metabolizowany. Dla poréwnania, klirens winkrystyny wynosi okoto 5-10 I/h/m2, paklitakselu
20-30 I/h/m?, a imatinibu 10-20 |/h/m?, nie uwzgledniajgc réznic w drodze podania.
Parametr Vs; jest dosc niski, co Swiadczy o niewielkiej dystrybucji zwigzku w organizmie. BK124
dziata zatem lokalnie w miejscu podania albo w granicach krwioobiegu przy podaniu
dozylnym. Przy podaniu dozylnym parametr Vs jest odpowiednio wyzszy niz przy podaniu
dootrzewnowym (0,391 L/kg vs 0,23 L/kg i 0,29 L/kg odpowiednio dla BK124 w dawce 20
mg/kg oraz 40 mg/kg).

Na podstawie badan ustalono, ze optymalnie zwigzek BK124 nalezy rozpusci¢ w mieszaninie
10% Solutolu HS oraz 10% etanolu w soli fizjologicznej, a nastepnie podawaé¢ w dawce 20
mg/kg masy ciata podaniem dootrzewnowym. Z uwagi na dtugi czas MRT, ustaliliSmy czestos¢

podania raz dziennie.
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9.2. BADANIE CYTOTOKSYCZNOSCI ZWIAZKU BK124 W MYSIM MODELU KSENOTRANSPLANTACYJNYM

Kolejnym etapem byto zbadanie cytotoksycznosci zwigzku w modelu in vivo, uzysknym
poprzez przeszczepienie zastrzykiem podskérnym ludzkich komérek K562 do myszy NSG (ang.
NOD scid gamma). Mysz NSG charakteryzuje sie brakiem funkcjonalnego uktadu
odpornosciowego (brak dojrzatych limfocytéw T i B oraz komdrek NK), nie odrzuca zatem
miedzygatunkowego przeszczepu podskdrnego.

Kontrolg leczenia w eksperymencie byty dwa leki stosowane w leczeniu przewlektej biataczki
szpikowej — imatinib (lek pierwszej linii) oraz hydroksymocznik (podstawowy lek
cytoredukcyjny w leczeniu biataczek przed petng diagnozg). Opis grup eksperymentalnych
zwierzat, ich liczebnos$¢ oraz schemat podan zostaty zawarte w sekcji Materiaty i Metody
(punkt 7.3.1 oraz 7.10.1-7.10.4).

Poza kontrolg leczenia, w eksperymencie uzylismy trzech rodzajéw kontroli — myszy bez guza
i bez leczenia, myszy nastrzyknietych komdérkami K562 (kontrola wzrostu guza) oraz myszy
nastrzyknietych komdrkami K562 i nosnikiem zwigzku (tj. mieszaning 10% Solutol HS/10%
etanol; kontrola nosnika).

Po podskdrnym podaniu 10% komdrek K562, guz rést eksponencjalnie w myszach kontrolnych
(kontrola wzrostu guza), osiggajac maksymalne rozmiary 25-tego dnia po inokulacji. Dnia 26
zakoniczono eksperyment. W odpowiednich grupach podawano zwigzki podawano od
czwartego do siedemnastego dnia po inokulacji.

Miedzy kontrolg intaktowg a kontrolg nosnika nie znaleziono istotnych statystycznie réznic w
rozmiarze guza, co oznaczato, ze sama mieszanina 10% Solutol HS/10% etanol nie dziata
cytotoksycznie na komérki guza.

Natomiast podawanie zwigzku BK124 w dawce 20 mg/kg masy ciata skutkowato istotnym
zmniejszeniem rozmiarow ksenotransplantu, poréwnywalnym z efektem uzyskanym w
myszach leczonych samym imatinibem albo hydroksymocznikiem. Zastosowanie zwigzku
BK124 i imatinibu jednoczesnie nie poprawiato efektu terapeutycznego w stosunku do
monoterapii (rycina 19B).

Efekt zmniejszenia guza wida¢ réwniez na wykresie masy zwierzat — myszy w grupach
kontrolnych stawaty sie w trakcie eksperymentu coraz ciezsze, podczas gdy takiego wzrostu
nie widaé¢ byto u myszy leczonych imatinibem i BK124. W przypadku hydroksymocznika,

zwierzeta zaczety intensywnie traci¢ na masie poczgwszy od dnia 19 (rycina 19A). Jako ze
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utrata masy  przekraczata  spodziewang redukcje  rozmiaréw  nowotwordw,
najprawdopodobniej byt to efekt toksyczny dziatania hydroksymocznika. Dawka
hydroksymocznika uzyta w eksperymencie przekraczata dawki stosowane klinicznie u
pacjentow (500 mg/kg w eksperymencie i 40 mg/kg u pacjentdw), poniewaz celem byto
uzyskanie maksymalnych efektéw terapeutycznych w krétkotrwatej terapii (szybko rosngcy
guz), a hydroksymocznik stanowit kontrole pozytywna.

Zwierzeta potraktowane zwigzkiem BK124 nie wykazywaty istotnych zmian w morfologii czy
wadze narzgddéw wewnetrznych takich jak watroba, $ledziona, nerki, ptuca i serce (tabela 19).

Takze wyniki badania morfologii ich krwi nie odbiegaty od normy (tabela 20).
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Rycina 19. Wyniki badania cytotoksycznosci zwigzku BK124 w mysim modelu ksenotransplantacyjnym.

Myszy NSG zaszczepiono ludzkimi komarkami kryzy blastycznej przewlektej biataczki szpikowej K562. Trzy dni po
nastrzyknieciu komdrkami, rozpoczeto podawanie zwigzkdw: BK124 (20 i 30 mg/kg), hydroksymocznik (500 mg/kg),
imatinib (100 mg/kg) albo mieszaniny BK124 (20 mg/kg) z imatinibem (100 mg/kg). Poza imatinibem, ktdry byt podawany
doustnie, zwigzki podawano zastrzykiem dootrzewnowym. Rézowym ttem oznaczono dni, w ktérych myszy byty
nastrzykiwane zwigzkami. Po 26 dniach myszy poswiecono i zebrano materiat. Wykres A przedstawia srednie masy ciata
zwierzat w trakcie trwania eksperymentu, podczas gdy wykres B przedstawia $Srednie teoretyczne objetosci guzéw w
poszczegblnych wariantach eksperymentalnych. Wzér na obliczenie szacowanej masy guza zostat opisany w materiatach i
metodach punkt 7.10.4.

Skréty/wyrazy anglojezyczne: IP — podanie dootrzewnowe;
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Kontrola

Parametr 'Kontrola wzrostu BK.124 Imatinib .BK'1.24.+ HU

intaktowa imatinib

guza

Dawka
(mg/kg) - - 20 30 100 20 + 100 500
Watroba 1.21+0.13 1.07+0.16 1.09+0.10 1.27+0.11 1.12+0.21 1.12+0.09 1.16+0.13
(8)
Mozg (g) 0.47+0.02 0.46%0.02 0.47+0.02 0.47+0.01 0.47+0.02 0.47+0.01 0.46+0.02
Nerki (g) 0.28+0.01 0.26%0.03 0.26%0.03 0.28+0.02 0.29+0.05 0.29+0.06 0.27+0.04
Sledziona 0.01+0.00 0.01£0.00 0.03+0.02 0.03+0.01 0.02+0.01 0.02%0.01 0.05+0.01
(8)
Ptuca (g) 0.24+0.00 0.28+0.08 0.24+0.10 0.34+0.02 0.27+0.06 0.30+0.08 0.25%+0.08
Serce (g) 0.50+0.57 0.10+0.02 0.10+0.00 0.10+0.02 0.11+0.02 0.12+0.01 0.11+0.03
Masa - 9.2+2.1 1.6%+1.6 1.9+1.8 2.5+2.3 2.1+1.6 1.8+0.9
guzow (g)
Masa 22.5+0.8 25.4+2.7 22.3+0.8 21.8+1.5 22.5+1.8 20.3+1.4 20.3+1.4
myszy (g)

Tabela 19. Masa i rozmiary narzgdéw wewnetrznych myszy w zaleznosci od metody leczenia.
Myszom po ksenotransplantacji komoérek K562 podawano leki w sposéb ciggty przez 14 dni. Po tym czasie organy

wyizolowano i zwazono. Wyniki podane w postaci $rednia + odchylenie standardowe. Dane pochodzg od co najmniej
czterech zwierzat w kazdej grupie. W poréwnaniu do kontroli, zwierzeta traktowane zwigzkiem BK124 nie wykazywaty

réznic w morfologii i wadze narzgdéw wewnetrznych. Skrét HU oznacza hydroksymocznik.
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Parametr Kontrola

(Zakres !(ontrola wzrostu BK.124 Imatinib BK'1.24.+ Hydroksymocznik
intaktowa Imatinib
normy) guza
100 20 + 100
Dawka - - 20 mg/k 30 mg/k 500 mg/k
g/kg g/kg me/ke e g/kg
WBC
(103/uL) 4.7+0.4 17.0+5.2 14.9+4.7 10.5#5.0 4.1+2.4 8.345.0 8.1+4.3
(3.0-15)
RDW (%)
(11.5- 12.940.2 13.7+0.2 13.1+0.4 12.9+0.1 12.5+0.3 12.7+0.2 17.3+0.6
14.5)
RBC
(10%/uL) 7.910.4 6.910.2 7.110.4 7.910.2 8.3+0.8 8.1+0.5 6.910.4
(5.0-12)
PLT
(103/uL) 830430 1202+19 1658+235 14374261 12954277 1619+240 1575.5+606.9
(140-600)
MPV
(|J.m3) 5.510.1 5.1+0.2 5.01£0.2 5.11£0.2 4.940.3 5.01£0.2 3.6x4.3
(4.6-7.3)
MON (%)
(0.0-99.0) 100:11 16319 17.8428 15438 17.1#41 15.3+18 16.0£3.8
MCV (L)
(44-69) 55.5:0.7  53.6:0.5 53.3:0.5 52.8t1.0 54.0:0.8 52.5:0.6 60.0£1.7
MCHC
(g/dL) 32.5+0.2 32.810.4 32.440.3 32.4+0.6 31.7+0.6 32.340.2 31.5+0.3
(21.6-42)
MCH (pg)
(12-24.5) 18.3+0.2 17.6+0.1 17.3£0.3 17.210.4 17.1+£0.2 16.9+0.3 18.9+0.5
LYMP (%)
(0.0-99.0) 63.614.9 35.4849.3 4291109 41.6+18.5 53.617.1 58.5+11.0 58.0+£9.9
HGB
(g/dL) 14.2+0.7 12.2+0.3 12.310.7 13.5+0.5 14.1+1.2 53.6%7.1 13.1+0.8
(1.1-18)
HCT (%) 43.842.0 37.0+£1.0 38.0+2.3 41.7£0.9 44.6£4.0 42.6+3.3
(36-52) 41.5+2.4

GRA (%) 26.5+3.8 48.3+8.9  39.3#9.8  43.1+15.7 29.3#5.6  26.3+10.1
(0.0-99.0) 26.017.6

Tabela 20. Srednie wyniki morfologii krwi myszy w zaleznosci od metody leczenia.

Parametry krwi myszy po ksenotransplantacji komérek K562 orazpo 14 dniach podawania BK124, imatinibu albo
hydroksymocznika. Wyniki przedstawiono w postaci $rednia + odchylenie standardowe. Dane pochodzg od co najmniej
czterech zwierzat w kazdej grupie. Wyniki krwi zwierzat nie odbiegaty od zakresu referencyjnego (normy).

Skréty: WBC: biate krwinki; RBC: czerwone krwinki; HGB: hemoglobina; HCT: hematokryt; MCV: srednia objetos¢
erytrocytow; MCH: $rednia masa hemoglobiny; PLT: ilos¢ ptytek; MPV: $rednia objetos¢ ptytek; PCT: hematokryt ptytkowy;
RDW: odchylenie w objetosci krwinek czerwonych; MCHC: $rednie stezenie krwinki czerwonej; MON: monocyty; GRA:
granulocyty. Zakres referencyjny w oparciu o Scil Vet ABC ™Hematology Analyzer (Scil Animal Care Company).
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Rozdziat 10. BK124 a opornos¢ wielolekowa typu | (MDR1)

Widzac, ze zwigzek BK124 wywotuje apoptoze w komodrkach K562 zaréwno w hodowli
komodrkowej, jak i w modelu mysim, postanowitam przetestowac ten zwigzek w komdrkach
charakteryzujgcych sie wysoka opornoscia na leczenie. Jedng z istotnych wtasciwosci
potencjalnego chemoterapeutyku jest jego zdolnos¢ do wywotania opornosci na leczenie pod
wpltywem dfugotrwatego podawania zwigzku. Opornos¢ ta jest czesto spowodowana
ekspresjg na powierzchni komérki pompy MDR1. MDR1 powoduje, ze wewngatrzkomérkowe
stezenie stosowanego leku spada, a w rezultacie jego efektywno$é. Drugg konsekwencjg jest
uodpornienie sie rowniez na inne chemoterapeutyki, poniewaz pompa MDR1 posiada szerokie
spektrum substratéw. Zmniejsza to zatem dostepne dla pacjenta mozliwosci terapeutyczne.

Klasycznie, zjawisko opornosci na leczenie bada sie eksponujgc komodrki nowotworu na
chemoterapeutyk w hodowli dtuzszy czas albo az do momentu osiggniecia widocznej

opornosci (niska smiertelnos¢, proliferacja).
10.1. DtUGOTERMINOWA INKUBACJA K562 ZE ZWIAZKIEM BK124

W pierwszym podejsciu komérki K562 hodowane bytyby w stezeniach zwigzku BK124 bliskich
wartosciom ICso, tj. w stezeniu 1 oraz 2 uM BK124. W trakcie uodparniania komérek na danag
substancje, czesto zwieksza sie stopniowo jej stezenie w hodowli. Jednak préby analogicznego
postepowania w przypadku BK124 prowadzity do wzmozonej smierci komdrek K562, o duzej
dynamice.

Inng metoda indukcji opornosci jest utrzymywanie statej presji zwigzku w tolerowanym
stezeniu. W eksperymencie utrzymywatam stezenie 1 oraz 2 uM BK124 przez okoto szesé
miesiecy. Obserwowatam spowolniony wzrost komérek w stosunku do kontroli, jednak byt on
stabilny. Hodowane w ten sposéb komorki K562 poddatam testowi cytotoksycznosci MTT,

zeby sprawdzi¢, czy uodpornity sie one na zwigzek BK124 (rycina 20).
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Rycina 20. Przezywalnos¢ komorek K562 w BK124 po szesciu miesigcach inkubagji.

Komorki K562 byty hodowane przez sze$é¢ miesiecy z dodatkiem 0,1% DMSO v/v (oznaczone jako K562; ciggta czerwona linia
i trojkatne punkty) lub dodatkowo w obecnosc¢i 1 WM BK124 (szara ciggta linia, kwadratowe punkty) lub 2 uM BK124
/9ciagta czarna linia, okragte punkty). W obu przypadkach koricowe stezenie DMSO w pozywce wynosito 0,1% DMSO (v/v).
Nastepnie analizowano przezywalnos$¢ kondrek w zaleznosci od stezenia zwigzku BK124 przy uzyciu testu MTT (jak opisano
w puncie 6.5). Odnoszac wartosci absorbancji do wartosci absorbancji dotkdw kontrolnych, uzyskano wartosci procentowe.
Na podstawie wykresow wyliczono parametr ICso. Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

Parametr ICsp nie zmienit sie istotnie w komérkach hodowanych z 1 uM BK124 (ICs0=2,5 uM)
albo 2 uM BK124 (IC50=2,6 uM) w stosunku do kontroli (hodowla z dodatkiem 0,1% DMSO
(ICs0=2,4 uM). Swiadczy to o tym, ze komdrki nie uodpornity sie na zwigzek w czasie trwania
eksperymentu. Ponadto, sprawdzitam ekspresje glikoproteiny P przy uzyciu cytometrii
przeptywowej (rycina 21 i rycina 22 A), a takze wyizolowatam z komdrek RNA i sprawdzitam
przy uzyciu Real Time qPCR ekspresje mRNA dla genu ABCB1, odpowiadajgcego glikoproteinie
P, a wiec pompie odpowiedzialnej za fenotyp opornosci wielolekowej typu 1 (rycina 22 B).
Zgodnie z oczekiwaniem, nie byto istotnych zmian w ekspresji pompy. Transkrypt ABCB1 (gen
kodujgcy MDR1) byt natomiast istotnie obnizony w komérkach traktowanych przewlekle

zwigzkiem BK124 w stezeniu 2 pM.
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Rycina 21. Inkubacja komdrek K562 z BK124 przez szes¢ miesiecy nie powoduje wzrostu odsetka komoérek MDR1+.
Reprezentatywne wykresy cytometryczne, obrazujgce poziom MDR1 w komédrkach. W lewym gérnym rogu reprezentatywny
histogram dla kontroli (0,1% DMSO), w prawym gérnym rogu dla komérek po szesciu miesigcach inkubacji w 2 uM BK124, a
na dole dla komodrek K562-MDR1, w ktdrych ekspresja glikoproteiny wywotana byta wzrastajgcymi stezeniami winkrystyny
(kontrola pozytywna). Wyniki pochodza z trzech niezaleznych powtérzen.
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Rycina 22. Poziom ekspresji glikoproteiny P po szesciu miesigcach inkubacji z BK124.

Po szesciu miesigcach inkubacji ze zwigzkeim BK124 z komdrek wyizolowano biatko oraz RNA, zeby zbadac ekspresje
glikoproteiny P. Wykres A obrazuje poziom PgP na powierzchni komaérek (cytometria przeptywowa), a wykres B
odpowiadajacg jej ekspresje mRNA ABCB1 (RT gqPCR) w zaleznosci od warunkéow eksperymentalnych. Komarki K562-MDR1
oznaczajg komérki kontrolne (kontrola pozytywna) z ekspresjg MDR1, indukowang poprzez inkubacje ze wzrastajgcym
stezeniem winkrystyny. Kontrolg byty komérki hodowane w samym 0,1% DMSO. Eksperyment przeprowadzono w trzech
niezaleznych powtdrzeniach. Analiza statystyczna przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA w programie
GraphPad Prism. * p < 0.05; ** 0.001 < p < 0.05; **** p < 0.0001.

10.2. INDUKCJA FENOTYPU MDR1 W KOMORKACH K562

Ustaliwszy, ze zwigzek BK124 stosowany przez sze$s¢ miesiecy nie indukuje pompy MDR1,
postanowitam sprawdzié, czy zwigzek ten bedzie rdwniez dziatat cytotoksycznie na komarki,
ktdre juz posiadajg ekspresje pompy. W tym celu hodowatam komorki K562 we wzrastajgcych
stezeniach winkrystyny, zgodnie z protokotem opublikowanym w 1983r. przez Toshibe
Tsuruo®®® (opisane w Materiatach i Metodach, w punkcie 6.4.2.2). Po okoto dwéch miesigcach
zaobserwowatam prawie 400-krotnie zwiekszong ekspresje transkryptu ABCB1 (rycina 22 B
»K562-MDR1”) oraz 50-krotnie zwiekszony poziom MDR1 na powierzchni komodrek (rycina 21
,K562-MDR1”, rycina 22 A). Komodrki byty zdolne do przezycia w prawie 100-krotnie wyzszym
stezeniu winkrystyny niz poczgtkowe ICso (rycina 23 A, tabela 12). Ponadto, charakteryzowata
je opisywana w literaturze opornos¢ krzyzowa na inne leki cytostatyczne takie jak paklitaksel
i doksorubicyna (rycina 23 B i C, tabela 12). W przypadku opornosci na paklitaksel, parametr
ICs0 wzrdst ponad 2000-krotnie (tabela 12).
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Rycina 23. Opornosc krzyzowa komorek K562-MDR1.

Wykres przedstawia komorki K562 po indukcji fenotypu opornego metodg wzrastajgcych stezen winkrystyny (K562-MDR1).
Dzieki indukcji MDR1 komérki zyskaty opornos¢ na winkrystyne (A), doksorubicyne (B) oraz paklitaksel (C). Nie
zaobserwowano natomiast wzrostu opornosci komérek K562-MDR1 na BK124 (D). Przerywang linig zaznaczono wartos$¢ na
osi Y odpowiadajacg 50% przezywalnosci. Wykresy sporzgdzono w programie GraphPad Prism. Punkty to usredniona
wartos¢ pochodzaca z trzech niezaleznych eksperymentéw.

Cytostatyk ICs0 [uM] ICso MDR1+ [uM] Krotno$¢ wzrostu ICso
Winkrystyna 0,002 0,2 100
Paklitaksel 0,0001 0,22 2200
Doksorubicyna 0,3 0,9 3
BK124 2,50 2,35 -

Tabela 21. Zmiany IC50 w komérkach z indukcjg MDR1 (MDR1+).

Komorki K562-MDR1 sg oporne na dziatanie winkrystyny, paklitakselu oraz doksorubicyny, co sugeruje wzrost parametru
ICso. W kontrascie, w przypadku BK124 obserwuje sie spadek ICso. Parametr ICso wyliczono na podstawie wykresow
cytotoksycznosci (test MTT) w programie GraphPad Prism.

10.3. ANALIZA APOPTOZY W KOMORKACH K562-MDR1 POD WPLYWEM ZWIAZKU BK124.

Test MTT, w ktérym badano zywotnos¢ komoérek K562-MDR1 w zaleznosci od stezenia BK124,
nie pokazaty istotnej zmiany parametru ICso w stosunku do macierzystych K562 (odpowiednio
IC50= 2,35 uM vs 2,50 uM). Komorki K562-MDR1 pozostajg zatem wrazliwe na zwigzek BK124,
Postanowitam réwniez sprawdzié¢ odsetki komdrek apoptotycznych w populacji traktowane;j
zwigzkiem. Podobnie jak wczesniej komorki K562, komérki K562-MDR1 inkubowatam przez 24

godziny ze zwigzkiem BK124 w stezeniach odpowiadajgcych parametrowi ICsp oraz 2 x ICso.

106



Wyniki analizy apoptozy przedstawiono na rycinie 24 A-B. Odsetek zywych komérek po 24
godzinach spadt do srednio 58% + 16% pod wptywem BK124 w stezeniu 2,5 uM oraz 15,4% +
7,8% w stezeniu 5 uM, a odsetek komédrek apoptotycznych wzrdst odpowiednio do 31,6% +
2,6% oraz 45,6 + 11,7%. Procent komdrek na péznym etapie apoptozy albo martwych wzrést
istotnie w 5 pM BK124, do 34,3% * 9,9%.

Wyniki analizy poziomu glikoproteiny P na powierzchni komérki pokazaty, ze w reakcji na
zwigzek BK124 poziom MDR1 na komdrkach K562-MDR1 znacznie sie zwieksza (rycina 24 C).
Odsetek komérek poztywnych pod wzgledem MDR1 pod wptywem zwigzku BK124 wzrdst do
68,2% t 3,1%, podczas gdy sredni odsetek komérek MDR1-pozytywnych w kontroli
traktowanej wytacznie DMSO wynidst 33,7 + 8,2% i nie rdznit sie od poziomu w komdrkach
traktowanych 1 uM paklitakselem (33,8 + 6,2%) czy w komdrkach traktowanych roztworem 1
UM winkrystyny (40% + 6,6%). Oznacza to, ze komodrki K562-MDR1, ktére majg wyindukowany
mechanizm MDR1 opornosci na leki przeciwnowotworowe, reagujg zwiekszong ekspresjg
pompy na powierzchni komorki w odpowiedzi na stres wywotany zwigzkiem BK124. Jednak, z
informacji na temat odsetka komorek apoptotycznych oraz testu MTT wynika, ze nie jest to

wystarczajace, zeby obroni¢ komdrke przed indukcjg apoptozy pod wptywem BK124.
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Rycina 24. Wplyw zwiqzku BK124 na apoptoze w komdrkach MDR1+.

Komorki K562-MDR1 inkubowano 24 godziny z 2,5 uM lub 5 uM BK124, 1 uM paklitakselem, 1 uM Winkrystyng albo samym
0,1% DMSO (kontrola). Nastepnie komdrki analizowano cytometrycznie. Na wykresach powyzej przedstawiono (A)
reprezentatywny dotplot obrazujgcy wzrastajacy odsetek komdrek apoptotycznych, (B) analize statystyczng usrednionych
wartosci uzyskanych w wyniku przeprowadzonych pomiaréw cytometrycznych oraz (C) analize statystyczng usrednionego
odsetka komérek posiadajgcych MDR1 na swojej powierzchni. Srednie przedstawiono w postaci $rednia + odchylenie
standardowe po poddaniu analizie statystycznej w programie GraphPad Prism, uzywajac jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA * p < 0.05; ** 0.001 < p < 0.05; *** 0.0001 < p < 0.001; **** p < 0.0001. Eksperyment wykonano w trzech

niezaleznych powtdrzeniach.
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Rozdziat11.  Wptyw BK124 na komérki macierzyste biataczki (LSCs)

11.1. 1ZoLOWANIE KOMOREK CD34+ 7 KRWI OBWODOWEJ PACJENTOW Z CML

Jak pokazaty testy zwigzku BK124 w komdrkach K562, zwigzek ten indukuje w komérkach
przewlektej biataczki szpikowej smier¢ apoptotyczng poprzez blokade na etapie G2/M cyklu
komdrkowego (rycina 16A i B), a takze towarzyszacg jej lokalizacje jgdrowg biatka p21 oraz
czynnika transkrypcyjnego FOX03a (rycina 15 L i N). Zwigzek skutecznie indukowat apoptoze
rowniez w komorkach o fenotypie opornosci wielolekowej MDR1 (rycina 23 i 24).

Kolejng grupa komodrek szczegdlnie opornych na aktualnie dostepne terapie sg biataczkowe
komoérki macierzyste, zwane tez komdrkami inicjujgcymi nowotwdr. Komorki te
charakteryzuje zdolno$¢ do odbudowy catego nowotworu po epizodzie kompletnej remisji.
Ponadto, przyczyniajg sie one do progresji choroby i rozwoju opornosci na leczenie?!3214,

W zwigzku z powyziszym, postanowitam sprawdzi¢ dziatanie zwigzku w komdrkach
macierzystych biataczki CD34*, pochodzacych z krwi obwodowej nowo zdiagnozowanych
pacjentéw z CML, przyjetych w Katedrze i klinice hematologii, onkologii i chordb
wewnetrznych  Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Kazdy z pacjentow uczestniczgcych w badaniu wyrazit Swiadoma zgode na uzycie
materiatu. Lista pacjentdw, czystosci izolacji oraz metodyka badan przedstawione sg w

punkcie 6.6 w sekcji Materiaty i Metody.
11.2. ANALIZA PRZEZYWALNOSCI KOMOREK CD34+ W ZALEZNOSCI OD STEZENIA BK124

11.2.1. Test MTT

Komorki CD34* po izolacji z krwi obwodowe] pacjentéw CML (opisane szczegétowo w punkcie
6.6.2 i 6.6.3) hodowatam przez 24 godziny w petnym medium. Po tym czasie do dotkéw
dodawatam porcje swiezej pozywki, zawierajgcg zwigzek BK124. W zaleznosci od wariantu,
podawany zwigzek miat inne stezenie (wzrastajgce stezenia zwigzku BK124), a stezenie
koricowe DMSO w kazdej prébce wynosito 0,1% (v/v). Przezywalnosé komorek oceniatam w
stosunku do kontrolnych komdrek hodowanych w medium z dodatkiem samego 0,1% DMSO.
Wyniki kazdego pacjenta przedstawitam na rycinie 25 wraz z usredniong wartoscig i

odchyleniem standardowym. Takie zobrazowanie wynikéw pozwolito zaobserwowaé, ze
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niezaleznie od réznic osobniczych, uzyskiwatam odpowiedz na zwigzek BK124 na podobnym
poziomie. Zgodnie z oczekiwaniami, najwiekszy rozrzut dajg wartosci przezywalnosci komorek
w dotku z dodatkiem BK124 w stezeniu 1,5 uM, ktdre to odpowiada wartosci ICso. W populacji
ma miejsce wtedy intensywny spadek zywotnosci i wysoka $smiertelno$¢ komorek, co ze

wzgledu na rdéznice osobnicze moze zachodzié dla kazdego pacjenta w innym tempie.

11.2.2. Analiza apoptozy w komodrkach CD34*

Kolejnym krokiem byta doktadniejsza ocena odsetka komérek apoptotycznych w populacji
komodrek CD34* pojawiajgcych sie pod wptywem dziatania zwigzku BK124. Podobnie jak w
przypadku poprzednich eksperymentéw, testowatam efekt BK124 w stezeniach 2,5 uM i 5 uM.
Aby zbadaé indywidualne odpowiedzi na zwigzek BK124 w komdrkach CD34* pochodzacych
od réoznych pacjentéw, na wykresie umiescitam wynik analizy dla kazdego pacjenta oddzielnie
oraz usredniong wartosc¢ dla wszystkich pacjentéw. Procent komédrek zywych po 24 godzinach
spadt z 93,6% £ 2,0% (0,1% DMSO) do poziomu 13,7% + 2,3% oraz 7,9% * 2,5% odpowiednio
w 2,5 i 5 uM BK124. Jednoczesnie, wzrost odsetek komodrek we wczesnej i pdinej fazie
apoptozy — w przypadku nizszego stezenia zwigzku wynidst on odpowiednio 60,4% * 8,5% i
24,5% + 10%, a w przypadku wyzszego stezenia BK124 wynidst on odpowiednio 30,15% +
13,5% i 60,0% + 15% (rycina 27). Mozna zatem stwierdzi¢, ze odpowiedZ na BK124 w

komédrkach CD34* pacjentéw zalezata od stezenia zwigzku BK124.
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Rycina 25. Przezywalnosc¢ komorek CD34* izolowanych od pacjentéw z CML w zaleznosci od stezenia BK124.

Na wykresie przedstawiono przezywalnos¢ komoérek w poszczegdlnych stezeniach BK124 w stosunki do przezywalnosci w
0,1% DMSO. Kazdy punkt (trojkat) odpowiada odpowiedzi pojedycznego pacjenta. Usredniona wartos¢ wraz z odchyleniem
standardowym zostata zaznaczona na wykresie czarng, poziomg kreskg. Dane pochodzg z n=5 pacjentow. Wykres wykonano
przy uzyciu programu GraphPad prism.
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Rycina 26. Odsetek komdrek CD34+ od pacjentéw z CML na poszczegdlnych etapach apoptozy.

Komérki CD34+* inkubowano ze zwigzkiem BK124 w stezeniu 2,5 i 5 UM przez 24 godziny, a nastepnie barwiono i
analizowano na cytometrze (wykres A). Kazdy punkt na grafie B odpowiada pomiarowi wykonanemu dla komoérek
pochodzacych od jednego pacjenta. Usrednione wartosci wszystkich pomiaréw (n=8) przedstawiono czarng, pozioma kreska
wraz z odchyleniem standardowym. Analize statystyczng wykonano przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA
* p<0.05; **** p < 0.0001

11.2.3. Analiza odsetka komdrek apoptotycznych w subpopulacji CD34* CD38"

W obrebie populacji komdérek macierzystych CD34* wystepuje réwniez szczegdlnie rzadka
subpopulacja komdérek CD34*CD38", zdolna do odbudowy nowotworu. Sg to zwykle komoérki
znajdujgce sie w fazie GO cyklu komdrkowego, nie proliferujgce, uspione (ang. dormant), a
przez to odporne na standardowe leczenie?'4. Wysoki odsetek komérek tej subpopulacji we
krwi Swiezo zdiagnozowanych pacjentéw z CML prognozuje zwykle ubogg odpowiedz

molekularng i wysokie ryzyko transformacji w ostra biataczke limfocytarng?4. W zwigzku z
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powyzszym, postanowilismy pogtebi¢ analize populacji komdrek CD34* o subpopulacje
CD34*CD38..

Aby okresli¢ cytotoksyczny wptyw zwigzku BK124 na komorki populacji CD34*CD38", komarki
CD34* byty inkubowane ze zwigzkiem BK124, a nastepnie barwione przy uzyciu przeciwciat
anty-CD38, anty-CD34 oraz aneksyny V-FITC i jodku propidyny (rycina 27). Eksperyment ten
prowadzita dr Wioleta Piotrowska, analize statystyczng i rycine przygotowat dr Andrew Want,
ja bratam udziat w planowaniu eksperymentu, a nastepnie w analizie i opracowaniu
uzyskanych wynikéw.

Aby zbadac¢ te rzadkg populacje komoérek, uzyliémy materiatu pochodzgcego od trzech
pacjentéw (opisanych w poprzednim punkcie oraz w punkcie 7.6.3 sekcji Materiaty i Metody).
U kazdego pacjenta sprawdzalismy odsetek komdrek CD34*CD38 przed i po traktowaniu
BK124 (pierwszy wykres na rycinie 27 A oraz na rycinie 27 B). W ciggu 24 godzin, BK124 w
stezeniu 2,5 i 5 uM zaindukowat apoptoze w badanej grupie komdrek LSC u wszystkich
pacjentéw. Zgodnie z poprzednimi obserwacjami, odsetek komérek apoptotycznych byt
zalezny od stezenia zwigzku (rycina 27 C). Komérki CD34* CD38 charakteryzuje znaczna
chemioopornos¢ i rzeczywiscie, zgodnie z oczekiwaniami obserwowaliSmy wyzszy odsetek
komodrek apoptotycznych w subpopulacji podwdjnie pozytywnej (tj. CD34*CD38*) niz w
populacji CD34*CD38 . Widac tez rdznice indywidualne pomiedzy pacjentami w odpowiedzi na
dikarboksyimid BK124. Zwigzane jest to prawdopodobnie z réznorodng odpowiedzig na
badany zwigzek przeciwnowotworowy na poziomie molekularnym. Komdrek nekrotycznych
jest mniej niz 1%.

Podsumowujgc, wykonane doswiadczenia dokumentujg, ze BK124 przetamuje opornosé

komédrek macierzystych oraz inicjujgcych biataczke, w tym subpopulacji CD34*CD38".
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Rycina 27. Reprezentatywne wykresy dot-plot, pokazujgce odsetek komdrek apoptotycznych po inkubacji ze zwigzkiem
BK124 w populacji komérek CD34+CD38 oraz CD34+CD38*.

Okreslenie apoptozy przy uzyciu cytometrii przeptywowej oraz Aneksyny V-FITC/jodku propidyny w populacji komadrek
CD34+ CD38" oraz CD34+*CD38 po 24 godzinach traktowania 0,1% DMSO albo zwigzkiem BK124 w stezeniu 2,5i 5 uM.
Woykres A przedstawia reprezentatywny dot-plot dla komérek traktowanych 2,5 uM BK124, a wykres B dla komdrek
traktowanych 5 uM BK124.
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Rycina 28. Odsetek komérek apoptotycznych po inkubacji ze zwigzkiem BK124 w populacji komdrek CD34*CD38 oraz CD34*CD38*.

Komdérki CD34* zostaty wyizolowane z krwi obwodowej nieleczonych pacjentéw zdiagnozowanych w fazie chronicznej przewlektej biataczki szpikowej. Na wykresie pokazano odsetki komdrek
w subpopulacjach zidentyfikowanych w oparciu o antygen CD34/CD38 oraz aneksyne V/jodek propidyny. Dane pochodzg od indywidualnych pacjentéw.

Wyrazy anglojezyczne: % cells - % komérek; alive — komarki zywe; apoptotic — komérki we wczesnej fazie apoptozy; apoptotic/death — komdrki w pdznej fazie apoptozy/martwe; necrotic
death — komorki nekrotyczne/martwe
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IV. Dyskusja

Rozdziat 12. BK124 jako potencjalny nowy lek przeciwnowotorowy

Przewlekta biataczka szpikowa (ang. chronic myelogenous leukemia, CML) stanowi jeden z
nowotworéw o wysokim odsetku zaleczalnosci, a przedtuzajaca sie terapia nie obniza znaczaco
poziomu zycia chorego?'>216133_ Jednakze, w co drugim przypadku terapia inhibitorami kinazy
tyrozynowej (TKI) nie jest wystarczajgca do catkowitej eradykacji choroby. Nowym celem w
leczeniu CML jest eliminacja komérek opornych na dziatanie TKI, w szczegdlnosci
biataczkowych komdérek macierzystych, aby osiggnac¢ remisje nie wymagajacg dalszego
leczenia farmakologicznego, tzw. TFR (ang. Treatment-free remission) 1927, Badane sg zatem
rézne zwigzki, na przyktad inhibitory IRAK 1/4 (ang. inhibitors of interleukin-1 receptor-
associated kinase 1/4) w terapii taczonej z imatinibem?>?18, Terapie te sg jednak na ten
moment we wczesnej fazie rozwoju. Trwa poszukiwanie nowych potencjalnych lekéw, ktére
przezwyciezytyby podstawowe przeszkody zwigzane z osiggnieciem TFR, to jest mechanizmy
zwigzane z uodparnianiem sie komdrek nowotworowych na terapie, a w konsekwencji powrot
komérki nowotworu do proliferacji i inhibicji apoptozy.

Dikarboksyimidy, zwtaszcza zwigzki heterocykliczne, sg duzg grupg substancji o réznorodnej i
wysokiej aktywnosci biologicznej'®91°2, Szczegblne wiasnosci przeciwnowotworowe posiadajg
ftalimidy i bursztyniany?'°-221, Wiele z dikarboksyimidéw, na przyktad mitonafid czy amonafid,
byto badanych w ramach préb klinicznych, jednak w nietoksycznych dawkach osiggaty
niezadowalajgcy efekt terapeutyczny. W zwigzku z tym podjeto liczne préby uzyskania
pochodnych dikarboksyimidow o pozgdanych parametrach, w tym o duzej toksycznosci
wzgledem guza i niskiej wzgledem tkanek nienowotworowych!>®:222-224 \W niniejszej pracy
opisano zwigzek BK124, ktéry w toku wczesniejszych badan zostat wybrany sposréd 39
nowych pochodnych dikarboksyimidéw®®l. W badaniach przesiewowych zwigzk ten
wykazywat wysokg aktywnos$¢ przeciwbiataczkowg, a jednoczesnie niskg wzgledem

nienowotworowych ludzkich komérek endotelialnych9%22>,
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12.1. BK124 INDUKUJE APOPTOTYCZNA SMIERC W KOMORKACH K562

Jak pokazaty eksperymenty przedstawione w ponizszej pracy, zwigzek BK124 w zakresie stezen
od 1 do 10 uM wykazuje wysoka toksycznosé. Smieré apoptotyczna zostata potwierdzona przy
pomocy cytometrii przeptywowej oraz poprzez detekcje ciecia kaspazy 3, 8 oraz 9. Badanie
sposobu, w jaki umiera komérka nowotworowa pozwala przewidzie¢ odlegte skutki terapii. Na
przyktad, jesli punkty kontrolne mitozy sg niesprawne albo stosowane sg leki uszkadzajgce
element maszynerii proliferacyjnej lub DNA, moze wystgpic¢ zjawisko katastrofy mitotycznej.
Dzieje sie tak wtedy, kiedy komdrka nowotworu prébuje dokoniczy¢ mitoze mimo
nieprawidtowosci wystepujgcych w tym procesie, polegajgcych na rozlegtym uszkodzeniu
DNA, problemami z maszynerig mitotyczng (na przyktad zablokowanie mozliwosci
polimeryzacji mikrotubul) oraz uszkodzeniem punktéw kontrolnych mitozy??®. Moze to
prowadzi¢ do przezwyciezenia terapii i przetrwania niekorzystnych warunkéw dzieki
odblokowaniu ekspresji gendw zwigzanych z autofagig albo starzeniem. W tym ostatnim
przypadku komérki nie proliferujg, jednak mogg modulowaéd niekorzystnie mikrosrodowisko
guza, uwalniajgc biatka takie jak metaloproteinazy, chemokiny czy cytokiny, ktére wspieratyby
rozwdj nowotworu??’. Autofagia natomiast pozwala przetrwaé w niekorzystnym otoczeniu,
miedzy innymi dzieki pozyskiwaniu energii z trawienia wtasnych organelli w lizosomach??.
Pozwala to przetrwad terapie i prowadzi do nawrotu nowotworu. Postuluje sie zatem uzycie
inhibitoréw autofagii w klinice??8.

W przypadku zwigzku BK124 wiele przestanek przemawia za tym, ze komodrki wchodzg w
klasyczng apoptoze, co widaé w wynikach cytometri przeptywowej. Uzywajgc BK124 w
stezeniu 2,5 albo 5 uM stwierdzono smierc¢ niemal catej populacji komérek. Nie obserwuje sie
morfologicznie nietypowych komorek, jakich mozna by oczekiwac, gdyby wystgpita katastrofa
mitotyczna, gdyz posiada ona charakterystyczny fenotyp — komoérka ulega powiekszeniu,
wystepuje tez multinukleacja i makronukleacja w nastepstwie btedédw w podziale materiatu
miedzy komdrka-matka a pochodng?%6:2%°,

Pod wptywem zwigzku BK124 wiekszos¢ komodrek wchodzi w faze asymetrii btony
komadrkowej, ktorg charakteryzuje eksternalizacja fosfatydyloseryny (komérki pozytywne pod
wzgledem aneksyny V i negatywne wzgledem jodku propidyny). Wida¢ rowniez postep
procesu apoptozy — po 24 godzinach gtéwnie aktywacje kaspazy-9, s$wiadczacej o

wewnetrznym zrédle stresu, a po 48 godzinach dodatkowo aktywacje kaspazy-8, kaspazy-3
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oraz produkty proteolitycznego ciecia biatka PARP, co swiadczy o zaawansowaniu procesu
apoptozy. BK124 zatem prawdopodobnie uruchamia w komodrkach przewlektej biataczki
szpikowej mechanizmy zwigzane z klasyczng apoptozg. Taki efekt jest pozadany
terapeutycznie, poniewaz prowadzi do $mierci komodrkowej bez wywotywania stanu
zapalnego. Resztki komérek sg wowczas rozpoznawane przez specyficzne receptory na

powierzchni komérek fagocytujacych, co pozwala ich usuniecie z organizmu?3°,

12.2. BK124 OBNIZA POZIOM BIALEK SZLAKOW ONKOGENNYCH, HAMUJE PROLIFERACIE KOMOREK

NOWOTWOROWYCH | PROMUJE APOPTOZE

Chociaz zwigzek ten nie jest bezposrednim inhibitorem kinazy BCR-ABL1, to dodanie BK124 do
komorek K562 powoduje spadek ekspresji BCR-ABL1 oraz zwigzanych z tg kinazg onkogennych
szlakdw sygnatowych, takich jak JAK/STAT oraz PI3K/AKT. Po 4-8 godzinach od podania
zwigzku, wykryty zostat spadek poziomu biatek sprzyjajacych przezyciu komarki takich jak BCR-
ABL1, STATS5, AKT, mTOR i NF-kB. Dodatkowo, odnotowano wzrost poziomu i translokacji
jadrowej dwdch waznych biatek regulujgcych cykl komérkowy — p21 oraz FOXO3a. W tym
samym czasie wiekszo$¢ komoérek w populacji zatrzymywata sie w cyklu komérkowym w fazie
G2/M.

Obnizenie poziomu kinazy PI3K oraz AKT moze hamowac proliferacje oraz aktywowac szlaki
zwigzane z apoptozg. W szczegdlnosci kinaza AKT poprzez onkogenng fosforylacje p21 oraz
FOX03a moze sekwestrowac je w cytoplazmie, w ktdrej p21 dziata antyapoptotycznie?3?, a
FOX03a nie moze petni¢ swojej funkcji proapoptotycznego czynnika transkrypcyjnego. W
cytoplazmie FOXO3a jest takze w sposdb przyspieszony degradowane?3? (rycina 3 i 4). P21 w
jadrze komérkowym oddziatuje na cyklinozalezne kinazy, blokujac cykl mitotyczny w fazie
G1/S oraz G2/M, a takze promujgc apoptoze. Zwiekszone poziomy p21 mogy ttumaczyé
obserwowany areszt w fazie G2/M cyklu komérkowego oraz apoptoze komodrek
nowotworowych’3,

Wzrost poziomu p21 jest czesto zwigzany z aktywacjg jego transkrypcji przez fosforylowane
biatko p53, na przykfad na skutek kaskady sygnatowej zwigzanej z odpowiedzig na uszkodzenia
DNA. Jednak w komdrkach linii 562 istnieje mutacja skutkujgcg przesunieciem ramki odczytu i
degradacjg transkryptu TP53 w cytoplazmie?®3. Brak funkcjonalnego p53 nie oznacza, ze

zwigzek BK124 nie indukuje uszkodzen w DNA. Jednakze, jak wynika z poprzednich badan nad
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tym zwigzkiem, BK124 nie oddziatuje z DNA, zatem wiodgacy jest prawdopodobnie inny
mechanizm wzrostu poziomu p2119, Brak funkcjonalnego p53 jest prawdopodobng przyczyna
blokady cyklu na etapie G2/M, nie za$ juz na etapie G1/S.

Poziom biatka p21 moze by¢ réwniez wysoki, kiedy komérka wchodzi w przyspieszone
starzenie (opisane w punkcie 12.1)?34, jednak woéwczas p21 znajduje sie gtdwnie w
cytoplazmie, hamujgc aktywnos$¢ kaspaz i niektorych czynnikéw apoptotycznych’t. Komorki o
fenotypie SASP (ang. senescence-associated secretory phenotype, fenotyp sekrecyjny
zwigzany ze starzeniem) zachowujg na ogét przezywalnosé, a pod wptywem zwigzku BK124
wyraznie widoczny byt wzrost odsetka komdrek martwych (pozytywnych pod wzgledem
aneksyny V i jodku propidyny)??®. Zatem, zwiekszony poziom p21 w tym przypadku

prawdopodobnie nie byt spowodowany indukcjg fenotypu zwigzanego ze starzeniem.

12.3. BK124 POWODUJE AKTYWACIJE P38 ORAZ JNK

Obnizony poziom AKT moze odpowiadac za translokacje FOXO3a do jadra, jednak nie ttumaczy
catkowicie obserwowanego wzrostu poziomu FOXO3a w komodrce. Jednym z najlepiej
opisanych czynnikéw transkrypcyjnych dla FOXO3A jest HIFa (ang. Hypoxia-induced factor a),
co mogtoby sugerowaé, ze BK124 indukuje stres zwigzany z hipoksja’®. Ponadto, FOXO3a jest
uznawany za krytyczny regulator homeostazy w trakcie nieréwnowagi redoks w srodowisku i
moze aktywowac transkrypcje gendéw kluczowych dla odpowiedzi na uszkodzenia oksydacyjne
235 pod wptywem BK124 obserwujemy zwiekszong fosforylacje kinaz MAP, regulujgcych
odpowiedz na stres, w tym stres oksydacyjny, stres genotoksyczny, uszkodzenie DNA, cytokiny
prozapalne albo niedobory sktadnikéw odzywczych?3¢. W tym przypadku MAPKK aktywuje
p38MAPK oraz JNK1-3 (ang. c-Jun N-terminal kinase 1-3) (rycina 29). Podczas inkubacji z BK124
obserwujemy wzrost fosforylowanej formy p38 oraz JNK. JNK moze bezposrednio aktywowac
czynnos¢ transkrypcyjng FOXO3a poprzez hamowanie szlaku PI3K/AKT, a takze fosforylacje
FOX03a na Serynie 574, co promuje jego jagdrowa translokacje’® (rycina 29). Ponadto,
fosforylacja ta pozwala FOX0O3a hamowaé aktywnos$¢ innych czynnikow transkrypcyjnych i
ekspresje regulowanych przez nie gendéw, na przyktad czynnika transkrypcyjnego c-Myc. Kiedy
c-Myc jest aktywny, blokuje transkrypcje miedzy innymi CDKN1A (p21). FOXO3a obecne w
jadrze oddziatuje z c-Myc, co umozliwia ekspresje CDKN1A (p21). FOXO3a moze tez
samodzielnie inicjowaé transkrypcje genu CDKN1A®!. Cieslak et al. 2019 opisuje podobng
aktywacje kinaz MAP w odpowiedzi na inkubacje z pochodnymi kwasu bursztynowego innymi
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niz BK124237, Aktywacja kinaz MAP pozwala przypuszczaé, ze mechanizm dziatania zwigzku jest
podobny do ogdlnego mechanizmu dziatania dikarboksyimidéw, w ktérym apoptoza jest
indukowana peroksydacja lipidéw poprzez formowanie aldehydu?38. Zeby zbadaé doktadna
role, jakg odgrywa JNK oraz p38 w indukcji apoptozy pod wptywem zwigzku, nalezatoby w
przysztosci przeprowadzi¢ szczegdtowe eksperymenty, fgczgce uzycie inhibitora odpowiedniej

kinazy i BK124.
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Rycina 29. BK124 powoduje powstanie stresu oksydacyjnego i aktywacje szlaku MAPK.

Schematyczne odzwierciedlenie szlakow sygnatowych w komérce CML. W gérnym panelu: aktywno$é szlaku PI3K/Akt
sekwestruje FOX0O3a w cytoplazmie, co uniemozliwia transkrypcje gendw zwigzanych z apoptozg. W dolnym panelu:
zwigzek BK124 indukuje w komarce stres oksydacyjny, co aktywuje szlak MAPK/JNK oraz MAPK/p38, hamuje aktywnos$¢
PI3K/Akt i pozwala na fosforylacje FOXO3a na Serynie 574 przez kinaze JNK, co umozliwia jgdrowa translokacje i aktywacje
apoptozy.

12.4. BK124 POSIADA KORZYSTNE PARAMETRY FIZYKOCHEMICZNE

BK124 posiada niskg mase molekularng, a badania na zwierzetach pokazaty, ze odznacza sie
korzystnymi parametrami farmakokinetycznymi. Po pierwsze, jego klirens jest niski (w
zaleznosci od podania miedzy 2,34 I/h/m? a 1,23 I/h/m?), wiec ulega on powolnemu
metabolizmowi. Po drugie, w konsekwencji, rowniez parametr MRT ($Sredni czas przebywania
w organizmie) jest wydtuzony. W koncu, stopniowe zmniejszanie stezenia BK124 we krwi
sprawia, ze okres péttrwania BK124 jest optymalny dla podania pacjentom nie czesciej niz raz
dziennie.

Wskazane parametry sugerujg, ze zwigzek jest stabilny we krwi i prawdopodobnie nie
kumuluje sie w ciele. Jest to korzystne, poniewaz jedng z waznych cech potencjalnego leku

jest zdolnos¢ do utrzymania sie w tkance docelowej w odpowiednim stezeniu przez
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odpowiedni czas. Dla porownania, okres pottrwania winkrystyny wacha sie miedzy 19 a 155
godzinami, co skutkuje koniecznoscig odstepow miedzy kolejnymi podaniami, zeby unikngé
toksycznej akumulacji leku?3°. Tymczasem, $redni okres poftrwania 5-fluorouracylu —
antymetabolitu, ktérego aktywne formy: 5-fluorourydyna i 5-fluorodezoksyurydyna majg
wtasciwosci przeciwnowotworowe, w zaleznosci od dawki wynosi zaledwie 10-20 minut?4°,

Parametr Vs, mierzacy dystrybucje w organizmie w stanie réwnowagi, jest dos$¢ niski dla
zwigzku BK124 (w zaleznosci od drogi podania pomiedzy 0,39 a 0,29; wiecej informacji w tabeli
18), co swiadczy o dziataniu lokalnym. Dla poréwnania, objetos¢ dystrybucji winkrystyny w
stanie réwnowagi to 8,4 * 3,2 I/kg?3°, dla taksolu waha sie on od 5,08 do 17,66 |/kg?*°, co w
obu przypadkach $wiadczy o wysokiej dystrybucji pozanaczyniowej. Przyktadem leku o niskiej
wartosci dystrybucji jest warfaryna, stosowana w leczeniu i zapobieganiu m.in. zakrzepicy zyt
gtebokich. Wigze sie ona w duzym stopniu z biatkami osocza, a jej pozorna objetos¢ dystrybucji
wynosi 0,14 I/kg?*!. Mozna przypuszczaé zatem, ze BK124 dziata lokalnie w miejscu podania
albo w granicach krwioobiegu przy podaniu dozylnym. Jest to istotnym atutem
terapeutycznym, poniewaz zmniejsza prawdopodobienstwo wystgpienia efektéw ubocznych

u pacjentéw leczonych zwigzkiem BK124.

12.5. BK124 SKUTECZNIE ZWALCZA LUDZKIE KOMORKI KRYZY BLASTYCZNE)

Eksperymenty in vivo pokazaty, ze zwigzek BK124 skutecznie hamowat rozwdj guza
sktadajgcego sie z ludzkich komérek K562, pochodzacych z kryzy blastycznej. Co wazne,
zastosowanie efektywnych antynowotworowo dawek BK124, nie wywotywato toksycznosci in
vivo. Ponadto, uzycie imatinibu i BK124 jako ko-terapii nie dawato efektu addytywnego, co
mogtoby sugerowac podobny (do pewnego stopnia) mechanizm dziatania obu zwigzkdw.
Zwigzek BK124 nie jest jednak specyficznym inhibitorem kinazy BCR-ABL, zatem wigzanie do
niej, jesli jest obecne, moze mie¢ charakter niespecyficzny.

Jako ze zwigzek posiada korzystne parametry farmakokinetyczne, a jego stezenie we krwi
opada stopniowo, myszy z ksenotransplantem komarek K562 byty nastrzykiwane raz dziennie.
Z eksperymentéw w modelu mysim i szczurzym wynika, ze zwigzek moze by¢ bezpiecznie
podany dozylnie (szczur) lub dootrzewnowo (mysz) i skutecznie hamuje wzrost
nowotworowego ksenotransplantu. Nie wystepowaty przy tym objawy toksycznosci in vivo,

takie jak znaczne obnizenie liczby poszczegdlnych elementéw morfotycznych krwi ani
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powiekszenie sie organow kluczowych dla detoksykacji organizmu, takich jak watroba,

$ledziona czy nerki.
12.6. BK124 JEST CYTOTOKSYCZNY WZGLEDEM KOMOREK OPORNYCH NA CHEMIOTERAPIE

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono pogtebiong analize cytotoksycznego wptywu
zwigzku BK124 na komoérki biataczki, a takze mozliwos¢ uzycia oraz skutecznos¢ dziatania
zwigzku w modelu zwierzecym. Pomimo licznych zalet aktualnie dostepnych metod
terapeutycznych, problem uodparniania sie komérek nowotworu na leczenie nie zostat
przezwyciezony . W zwigzku z faktem, ze w przewlektej biataczce szpikowej powszechnie
stosuje sie inhibitory kinazy tyrozynowej BCR-ABL1, mechanizmy opornosci na leczenie
dzielimy na zalezne od BCR-ABL1 oraz niezalezne od BCR-ABL1 (rycina 6). Juz podczas
pierwszej wiekszej préby klinicznej badajacej skuteczno$¢ imatinibu, zaobserwowano, ze
wiekszos¢ pacjentéw w zaawansowanych stadiach biataczki szybko uodparnia sie na dziatanie

leku.

12.6.1. MDR1

Opornos¢ pierwotna na imatinib jest czesto spowodowana mechanizmami niezwigzanymi z
BCR-ABL1. Jednym z nich jest wzrost poziomu biatek transportujgcych czgsteczki z albo do
wnetrza komérki, takich jak MDR1. Inng przyczyng opornosci sg komarki macierzyste biataczki
(LSCs), ktére bardzo czesto wykazujg pierwotng chemioopornosé, poniewaz nie dzielg sie tak
intensywnie jak komorki nowotworu (tj. znajdujg sie w stanie wyciszenia, ang. quiescence)?*?
oraz posiadajg wyjsciowo wysoky ekspresje biatek zwigzanych z opornoscig, takich jak
transportery ABC. Wysokg aktywnos¢ MDR1, korelujgcg z chemioopornoscig, znaleziono
przede wszystkim w komdrkach CD34*CD3872%3. Potrzeba zatem terapeutykdw, ktére sg
skuteczne wobec komérek macierzystych nowotworu, a takze nie sg wrazliwe na dziatanie
mechanizmdéw opornosci wielolekowej. W tym kontekscie, szczegblng cechg zwigzku BK124
jest wysoka toksycznos¢ wzgledem lekoopornych komérek, w tym takich, ktore aktywnie
eksprymujg MDR1 lub tez biataczkowych komdrek macierzystych o fenotypie CD34*CD38".
Zeby zbada¢ potencjat zwigzku w leczeniu opornosci wielolekowej typu 1, wyprébowano dwie
strategie stosowane powszechnie w badaniach nad opornoscig wielolekowg?**. Hodujac
komérki w statym, subletalnym stezeniu zwigzku pokazano, ze przedtuzona ekspozycja nie

powoduje wzrostu poziomu MDR1, a nawet, badany poziom transkryptu ABCB1 w komérkach
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zmniejszyt sie po szesciu miesigcach. Drugg metodg byto samodzielne wyprowadzenie linii
K562-MDR1. Komoérki K562 byly w zwigzku z tym hodowane we wzrastajgcych stezeniach
cytostatyku winkrystyny az do uzyskania fenotypu opornego. Kiedy zbadatam wptyw zwigzku
na komoérki K562-MDR1 zauwazytam, ze podobnie jak u o0séb leczonych przewlekle
imatinibem*!, zwigzek BK124 zwiekszyt odsetek komérek MDR1* w populacji.
Prawdopodobnie, efekt ten jest zwigzany z wysokim poziomem czynnika transkrypcyjnego
FOX03a w jadrze zaobserwowanym pod wptywem dziatania BK124. Biatko FOX0O3a moze
wigzac sie do proksymalnego regionu promotora genu ABCB1 i regulowac jego ekspresje?®.
Istnieje rowniez druga mozliwos¢. Jako ze populacja komérek K562-MDR1 byta heterogenna
pod wzgledem ekspresji pompy PgP, w populacji nietraktowanej zadnym lekiem
przeciwnowotworowym odsetek komorek PgP-pozytywnych wynosit okoto 40% (rycina 21
,K562-MDR1”). Jest zatem mozliwe, ze po dodaniu BK124 apoptoza wystepowata w pierwszej
kolejnosci w komérkach bez ekspresji pompy, w zwigzku z czym w analizowanej populacji
sztucznie wzrastat odsetek komdrek MDR1*. Niezaleznie jednak od przyczyn, ekspresja i
poziom pompy PgP nie byt wystarczajacy, zeby umozliwi¢ komdérkom K562-MDR1 przetrwanie
traktowania zwigzkiem BK124. Parametry ICso dla komdrek K562 oraz K562-MDR1 wyznaczone
przy uzyciu testéw MTT nie réznity sie od siebie istotnie. Co wiecej, przeprowadzona w tej
pracy analiza apoptozy przy uzyciu aneksyny V i jodku propidyny wykazata, ze apoptoza
pozostaje na wysokim poziomie, zwtaszcza w komédrkach traktowanych BK124 w stezeniu 5
UM. Zatem, zwigzek BK124 prawdopodobnie nie jest substratem dla pompy MDR1, inaczej niz
stosowane w tej chwili inhibitory kinazy tyrozynowej'®°. Fenotyp MDR1 jest czesto
obserwowany w reakcji na podobne, stosowane powszechnie leki cytostatyczne, takie jak
winkrystyna czy doksorubicyna?*®. Obecno$é¢ pompy PgP na powierzchni skutkuje
zmniejszeniem wewnatrzkomorkowego stezenia leku, a w konsekwencji niepowodzeniem
terapii. Aktualnie sg badane rdine inhibitory pompy PgP i opornosci MDR1 takie jak
werapamil, valspodar (PSC833) , biricodar (VX710), tariquidar (XR9576) oraz laniquidar
(R101933)2*. W ramach préb klinicznych zwigzki te byty dotad testowane w réznych rodzajach
nowotwordw, jednak charakteryzujg sie stosunkowo niskg wydajnoscia hamowania PgP i

wysoka toksycznoscig dla pacjenta®?’

. Wyniki nieniejszej pracy pokazaty, ze zwigzek BK124 jest
cytotoksyczny wzgledem komoérek, ktére wykazujg znaczny poziom pompy PgP (komorki
MDR1+), zatem zwigzek ten moze by¢ w przysztosci rozpatrywany jako kandydat na lek w tym

rodzaju opornosci.
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Ciekawym przysztym watkiem badawczym bytoby zbadanie wptywu BK124 na inne rodzaje
opornosci wielolekowej. W rozwdj takiego fenotypu zaangazowanych jest 11 réznych gendéw
nalezgcych do rodziny transporterdw ABC; jest to miedzy innymi glikoproteina P, ale rowniez
biatka zwigzane z opornoscig wielolekowg (MRPs/ABCCs) oraz biatko opornosci raka piersi
(BCRP/ABCG2)?48249 W biataczkach ma czesto miejsce nadekspresja MPR1, co uodparnia je na
wiele réznych lekéw przeciwnowotworowych takich jak na przyktad alkaloidy vinca albo
antracykliny, a takze niektére inhibitory kinazy tyrozynowej>%-2%2,

12.6.2. Komorki LSCs

Z punktu widzenia przysztego zastosowania terapeutycznego, szczegdlnie interesujgca
wiasnoscig badanego zwigzku jest wysoka toksycznos¢ wzgledem komérek CD34*. Co istotne,
wyznaczony w tym przypadku parametr ICso byt nizszy niz dla linii komérkowej K562
(odpowiednio ICso = 1,51 uM oraz ICso = 2,5 uM). Wyniki tej pracy wskazaty tez, ze szczegélnie
niebezpieczna subpopulacja komérek LSC o fenotypie CD34* CD38" jest wrazliwa na dziatanie
leku. Poniewaz istnieje ryzyko, ze tak wysoka cytotoksycznos¢ BK124 mogtaby zmniejszyé
zas6b prawidtlowych hematopoetycznych komérek macierzystych, nalezatoby zbadad
populacje prawidtowych komoérek CD34*CD38". Jednakze, badania pokazaty, ze komorki
macierzyste biataczki (LSC) oraz prawidtowe hematopoetyczne komérki macierzyste (HSC)
dzielg markery powierzchniowe. Pierwotnie uwazano, ze odrdznia je brak ekspresji CD38 na
komédrkach macierzystych nowotworu. Okazato sie jednak, ze komérki LSC nie sg populacjg
homogenng (inaczej niz HSC) i wykazujg sie duzg zmiennoscig?*??>3. Chociaz badania
wyodrebnity obiecujgce markery dla komorek LSC, takie jak obecnos¢ np. CD25 i CD32, CD96
i CLEC12A na powierzchni komorki, a takze réznice funkcjonalne, takie jak na przyktad niskie
stezenie wolnych rodnikéw w populacji LSC, wcigz nie sg one powtarzalnie wykrywane u
kazdego pacjenta. Zatem, na ten moment, nie ma opracowanych dobrych markerow
odrdzniajgcych populacje komorek LSC od komérek HSC ze wzgledu na duze zréznicowanie
komdrek LSC miedzy pacjentami, ale tez réwniez w obrebie jednego pacjenta?*?.
Opracowywane sg terapie w oparciu o réznice w biologii molekularnej komérek LSC i HSC, na
przyktad inhibitory szlakdw Wnt/B-katenina®>*, Hedgehog?°>, PI3K-AKT?°®, a takze JAK-STAT?>.
Jednakze na ten moment nie potwierdzono korzystnych efektéw terapeutycznych w prébach
klinicznych?>,

Kolejng wazng kwestig jest pochodzenie badanych komérek macierzystych. W badaniach
przedstawionych w niniejszej pracy analizowane byty komérki pochodzgce z krwi obwodowej,
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co nie uwzglednia ogromnego wptywu ochronnego mikrosrodowiska szpiku kostnego, w
ktorym komérki macierzyste zazwyczaj rezydujg. Zatem, aby w petni ocenié potencjat zwigzku
BK124 w tym aspekcie, w przysztosci nalezy uwzgledni¢ skuteczno$é tego zwigzku wobec
komdrek macierzystych w kontekscie wptywu mikrosrodowiska szpiku kostnego.

Aktywnos$¢ zwigzku BK124 nie ogranicza sie do komodrek przewlektej biataczki szpikowej.
Charakteryzuje go réwniez wysoka cytotoksycznos¢ wzgledem ostrej biataczki szpikowej
(AML)®1, Jest to choroba, w ktdrej standardowo stosowane leki— cytarbina i daunorubicyna,
pozostajg nieskuteczne®, a komérki nie posiadajg zbyt wielu charakterystycznych
neoantygendw, co utrudnia dostosowanie terapii celowanej?*8. Jako Ze zwigzek BK124
indukuje $miertelnos¢ w komérkach LSC przewlektej biataczki szpikowej oraz wykazuje wysoka
cytotoksycznosé wzgledem komarek ostrej biataczki szpikowej, w przysztosci moze postuzyc
do leczenia réwniez tego rodzaju biataczek.

Aktywno$¢ cytotoksyczna BK124 wzgledem komérek biataczki oraz w liniach komérkowych,
charakteryzujgcych sie wysoka lekoopornoscia, jest przedmiotem polskiego patentu o
numerze zgtoszenia P.437038 z dnia 17.02.2021r. o tytule ,Pochodna dikarboksyimidu do
zastosowania w leczeniu nowotwordw”, ktérego wspotautorkyg jest autorka niniejszej

rozprawy.

12.7. PRzYSzt0OSC ROZWOJU BK124 JAKO LEKU PRZECIWNOWOTWOROWEGO

Chociaz nie udato sie ustali¢ doktadnego molekularnego mechanizmu dziatania BK124 w
komérkach nowotworowych, w niniejszej pracy zbadano cytotoksycznosé¢ zwigzku i
wyjasniono wptyw zwigzku na gtdwne szlaki biataczkowe i apoptotyczne, a takze na cykl
komodrkowy komorek przewlektej biataczki szpikowej. Zwigzek BK124 jest potencjalnym
lekiem niecelowanym, nie byt zaprojektowany jako czynnik modulujgcy okreslong, wybrang
onkogenng kinaze czy szlak sygnatowy. Tego typu zwigzki niecelowane od wielu lat stanowia
pierwszg linie leczenia w onkologii. Chociaz przysztoscig badan nad nowotworami s3 terapie
specyficzne, ktére minimalizowatyby ryzyko cytotoksycznosci dla innych tkanek, istniejg
rowniez perspektywy i potrzeby zastosowania substancji uniwersalnych, o wysokiej
aktywnosci przeciwnowotworowe]. Zmniejszenie toksycznosci chemioterapii wzgledem
tkanek obwodowych moze odbywa¢ sie na rézne sposoby, na przyktad poprzez adsorpcje i
stopniowe uwalnianie w czasie leku na biodegradowalnym rdzeniu (na przyktad na albuminie);
uzywajgc specyficznych wzgledem nowotworu antygendw na powierzchni nanoczastek lub w
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potgczeniu z przeciwciatami; albo wykorzystujgc cechy mikrosrodowiska lub guza samego w
sobie, takie jak zwiekszona przepuszczalno$¢ jego naczyn krwionosnych (ang. enhanced
permeability and retention, EPR)?>°. Efekt EPR sprzyja akumulacji leku w nowotworze litym,
pozwalajgc na jego stopniowe uwalnianie w miejscu, w ktérym jest najbardziej potrzebny.
Niewykluczone zatem, ze w przysztosci zwigzek BK124, wykazujac sie wysoka
cytotoksycznoscig wzgledem komodrek nowotworu, bedzie dobrym substratem dla syntezy
takiej nanoczgsteczki.

Badania nad nowymi niespecyficznymi lekami przeciwnowotworowymi wcigz sg istotne. Tego
typu zwigzki pozwalajg na szerokie zastosowanie, zwykle nieograniczone do jednego rodzaju
nowotworu ani jednego rodzaju antygenu. Zwiekszajg réwniez zasob terapeutycznych
mozliwosci, zwtaszcza dla chorych dotknietych opornoscia wielolekowg — leki
przeciwnowotworowe, ktore nie sg substratem dla pompy moga by¢ dla tej grupy pacjentow
niezwykle cenne. BK124 prawdopodobnie jest takim lekiem.

Zwigzek BK124 zostat przetestowany w liniach pochodzacych z ostrej i przewlektej biataczki
szpikowej i limfoidalnej, wykazujgc wysoka aktywnosé cytotoksyczng (ICso < 10 uM). Niniejsza
praca opisata dziatanie zwigzku w linii pochodzacej z przelwektej biataczki szpikowej, jednakze
réwnie interesujace jest dziatanie zwigzku w innych nowotworach, na przyktad w szpiczaku
mnogim. Jednym z najbardziej rozpowszechnionych w medycynie dikarboksyimidéw (leczenie
szpiczaka mnogiego oraz zespotu mielodysplastycznego) jest pochodna ftalimidu — talidomid
oraz jego analogi - lenalidomid i pomalidomid, zwane zbiorczo jako IMIDs (ang.
Immunomodulatory imide drug, imidowe leki immunomodulacyjne). Aktywnos¢ tych
zwigzkdéw na poziomie molekularnym zwigzana jest z obnizeniem aktywnosci czynnikdéw
transkrypcyjnych  IKZF1  oraz IKZF3, co wywiera efekt cytotoksyczny oraz
immunomodulacyjny®8. Dzieki podobieristwu strukturalnemu do talidomidu, BK124 réwniez
obniza ekspresje czynnikdéw transkrypcyjnych IKZF1 oraz IKZF3 (ang. ikraros zing finger)??>.
Interesujgcym pytaniem bytoby zatem, czy BK124 réwniez stymuluje uktad odpornosciowy
(efekt immunomodulacyjny), co mogtoby by¢ alternatywnym leczeniem w szpiczaku mnogim,
ale i w innych chorobach, w ktérych aktywacja lub supresja aktywnosci uktadu

immunologicznego jest cenna.
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Rozdziat 13. Podsumowanie i wnioski

Zwigzek BK124 jest cytotoksyczny dla ludzkich komdrek przewlektej biataczki szpikowej
linii K562, pochodzacej z kryzy blastycznej (ICso = 2,5 uM). Indukuje on Smieré komérkowa
na drodze apoptozy poprzez aktywacje kaspazy-9, a nastepnie kaspazy-8 i 3 oraz
polimerazy PARP.

Inkubacja komérek K562 ze zwigzkiem BK124 prowadzi do obnizenia poziomu biatek
szlakdéw sygnatowych zwigzanych z przezyciem i proliferacjg komorki, takich jak BCR-ABL1,
STATS, AKT, mTOR, NF-kB. BK124 aktywuje tez kinazy MAP, takie jak p38MAPK oraz JNK.
Aktywno$¢ tych kinaz moze sprzyja¢ jadrowej lokalizacji biatek FOXO3a oraz p21¢irl/Wafl
poprzez oddziatywanie z kinazg AKT. Indukowany przez BK124 wzrost poziomu biatka
p21CP1/Wafl graz czynnika transkrypcyjnego FOXO3A w jadrze komérkowym skutkuje
zahamowaniem cyklu komérkowego w fazie G2/M.

BK124 moze by¢ bezpiecznie podany zwierzeciu w nietoksycznej mieszaninie 10% Solutolu
HS oraz 10% etanolu w soli fizjologicznej i wykazuje korzystne z perspektywy terapii
parametry farmakokinetyczne (okres péttrwania zwigzku w krwioobiegu wynosit od 3 do
5 godzin). Podanie dootrzewnowe myszy NOD.Cg-Prkdcscid [12rgtm1Wjl/Sz) zwigzku
BK124 w dawce 20 mg/kg masy ciata nie powoduje widocznej toksycznosci i hamuje
tworzenie guza z ludzkich komérek K562, co s$wiadczy o wysokiej aktywnosci
przeciwnowotworowej BK124 in vivo.

Zwigzek BK124 skutecznie zwalcza komorki K562 z opornoscig wielolewkowa typu 1 (K562-
MDR1; ICso = 2,35 uM) i prawdopodobnie nie jest substratem dla pompy MDR1.

Komérki K562 hodowane sze$s¢ miesiecy w obecnosci zwigzku BK124 w statym,
subletalnym stezeniu nie uodpornity sie na jego dziatanie (ICsp = 2,5 uM dla komérek
hodowanych w 1 uM roztworze BK124; ICso = 2,6 uM dla komérek hodowanych w 2 uM
roztworze BK124); co wiecej, w komodrkach tych spadt poziom ekspresji genu ABCBI.
Zatem, zwigzek BK124 nie indukuje opornosci wielolekowej typu 1 (MDR1).

Komérki macierzyste i progenitorowe CD34* wyizolowane z krwi obwodowej pacjentéw w
fazie chronicznej przewlektej biataczki szpikowej sg wrazliwe na dziatanie BK124 (ICso = 1,5
UM). Zwigzek jest tez toksyczny dla subpopulacji inicjujgcej wzrost guza - komérek
CD34*CD38.

Przedstawione wyniki badan przedklinicznych pokazujg szczegélne zalety BK124 jako

potencjalnego nowego leku przeciwnowotworowego. Przyszyty rozwéj zwigzku BK124 moze

przyczyni¢ sie do opracowania nowych terapii dla pacjentdw onkologicznych, w szczegdlnosci

chorych dotknietych przewlektg biataczkg szpikowa niewrazliwych albo odpornych na

imatinib.
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