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Wykaz uzywanych skrétow

ABC
ABC DLBCL

ADCC

ADCP

AKT
ALL
AMV
APS
ASCT

pam
B-ALL

BAK
BCL-2
BCL-xL
BCR
BIRC5
BL
BSA
BTK
CAR-T

CARD11
CD16
CD19
CD20

CD21

ATP-binding cassette — kaseta wiazaca ATP

activated B-cell DLBCL - DLBCL przypominajgce aktywowane komorki
B

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity — cytotoksycznos¢
komorkowa zalezna od przeciwciat

antibody-dependent cellular phagocytosis - fagocytoza komorkowa
zalezna od przeciwciat

kinaza AKT

acute lymphoblastic leukemia - ostra biataczka limfoblastyczna

avian myeloblastosis virus — wirus ptasiej mieloblastozy

ammonium persulfate — nadsiarczan amonu

autologous stem cell transplantation - autologiczny przeszczep komorek
macierzystych

beta-2 mikroglobulina

B-cell acute lymphoblastic leukemia — ostra biataczka limfoblastyczna z
limfocytow B

BCL2 Antagonist/Killer - biatko proapoptotyczne

B-cell lymphoma 2 protein

B-cell lymphoma-extra large — biatko antyapoptyczne

B-cell receptor —receptor limfocytow B

Baculoviral IAP Repeat Containing 5

Burkitt’s lymphoma — chtoniak Burkitt’a

bovine serum albumin — albumina z surowicy bydlecej

Bruton’s tyrosine kinase — kinaza tyrozynowa Brutona

chimeric antigen receptor T-cell therapy — terapia chimerycznymi
limfocytami T

caspase recruitment domain 11 protein

FcyRIII, klaster czasteczek roznicujacych

pozytywny koreceptor BCR

marker réznicowania wystepujacy na powierzchni m.in. limfocytow B,
tetraspanina

complement receptor - receptor dla sktadnika C3d dopetniacza
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CD22

CD40

CD46

CD53

CD55

CD56
CD58

CD59
CD79b

CD81

CD82

CDC

R-CDC

O-CDC

CDS

CHOP

R- CHOP

CLL
CR

negatywny koreceptor BCR

biatko wystepujace na powierzchni komorek prezentujacych antygen
membrane cofactor protein MCP — btonowy antygen bialkowy wiazacy
C3bi C4b

marker réznicowania wystepujacy na powierzchni m.in. limfocytow B,
tetraspanina

decay accelerating factor DAF — czynnik przyspieszajacy rozktad
konwertaz C3 i C5 dopelniacza

marker fenotypowy komorek NK

lymphocyte function-associated LFA 3 — antygen 3 zwigzany z funkcja
limfocytow

protektyna

receptor powierzchniowy limfocytow B zwigzany z przekazywaniem
sygnatu z BCR

marker roznicowania wystepujacy na powierzchni m.in. limfocytow B,
tetraspanina

marker roznicowania wystepujacy na powierzchni m.in. limfocytow B,
tetraspanina

complement-dependent cytotoxicity — cytotoksycznos¢ zalezna od uktadu
dopetniacza

rituximab-mediated complement-dependent cytotoxicity -
cytotoksyczno$¢ zalezna od ukladu dopelniacza mediowana przez
rytuksymab

ofatumumab-mediated complement-dependent cytotoxicity — —
cytotoksyczno$¢ zalezna od uktadu dopeilniacza mediowana przez
ofatumumab

Coding DNA Sequence — fragment DNA kodujacy biatko
cyclophosphamide, hydroxydaunomycine, oncovin, prednizolone - czyli
cyklofosfamid, oksorubicyna, winkrystyna, prednizolon

rituximab, cyclophosphamide, hydroxydaunomycine, oncovin i
prednizolone - rytuksymab, cyklofosfamid, oksorubicyna, winkrystyna,
prednizolon

chronic lymphocytic leukemia — przewlekta biataczka limfocytowa

complete response — wskaznik odpowiedzi catkowitej
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CR1
DLBCL
DMSO
dNTP
DTT
EGFR

ELK
ERK
ETS
EZH2
FACS

FASL

FBS

FDA

FITC

FL
FOXO01/3/4
FYN

GAPDH
GCB DLBCL

GAB1
GFP
GSK3
HDAC
HL
HLA
HRP
IARC

ICD-10

Complement Receptor 1, biatko regulacyjne uktadu dopetniacza

diffuse large B-cell lymphoma — chtoniak rozlany z duzych komoérek B
dimethyl sulfoxide — dimetylosulfotlenek

trifosforany deoksynukleotydow

1,4-ditiotreitol

epidermal growth factor receptor — receptor dla naskorkowego czynnika
wzrostu

kinaza ELK

extracellular signal-regulated kinase - kinaza ERK

Electron Transport System — czynnik transkrypcyjny ETS
metylotransferaza EZH2

fluorescence-activated cell sorting - sortowanie komorek w oparciu 0
cechy morfometryczne oraz znakowanie fluorescencyjne

Fas Cell Surface Death Receptor Ligand

fetal bovine serum — ptodowa surowica bydleca

Food and Drug Administration - Agencja Zywnosci i Lekow
fluorescein isothiocyanate — izotiocyjanian fluoresceiny

follicular lymphoma — chtoniak grudkowy

forkhead box protein O 1/3 — czynniki transkrypcyjne z rodziny FoxO
proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fyn — kinaza FYN
dehydrogenaza gliceraldehydu-3-fosforanu

germinal center B-cell-like - DLBCLz komoérek B o$rodkow
rozmnazania

GRB2-associated-binding protein 1 — kinaza GAB

green fluorescence protein — biatko zielonej fluorescencji

glycogen synthase kinase 3 — kinaza syntazy glikogenowej 3

histone deacetylases — deacetylazy histonow

Hodgkin lymphoma - chtoniak Hodgkina

human leukocyte antigen

horseradish peroxidase — peroksydaza chrzanowa

International Agency for Research on Cancer — Migdzynarodowa
Agencja Badan nad Rakiem

International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems, 10th Revision - Migdzynarodowa Klasyfikacja Chorob i
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IgM
IGVH

IxB

IL
IMDM
iNHL
IRF4
ITAM

ITIM
ITK
JNK
KIR

LCK
LYN

MAC
MALT1
MAPK
MCL
MCL-1

MFI
MHCII

MS4A1

mTOR

Probleméw Zdrowotnych opracowana przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia

immunoglobuliny klasy M

Immunoglobulin Heavy Chain Variable Region - region zmienny
fancucha ciezkiego immunoglobulin

inhibitor of kappa B — negatywny czynnik regulujacy aktywno$¢ NFkB
interleukina

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

Indolent Non Hodgkin’s Lymphoma — indolentny NHL

interferon regulatory factor 4 — czynnik transkrypcyjny IRF4
immunoreceptor tyrosine-based activation motif, domeny wchodzace w
sktad tancuchow Iga oraz Igb

immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif

kinaza ITK znana tez jako TSK or EMT

c-Jun NH2-terminal kinase — kinaza JNK

killer-cell immunoglobulin-like receptors — receptory
immunoglobulinopodobne znajdujace si¢ m.in. na powierzchni komorek
NK

lymphocyte-specific protein tyrosine kinase — kinaza LCK
tyrosine-protein kinase LYN — kinaza LYN

mol

membrane attack complex — kompleks atakujacy btong
mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1
mitogen-activated protein kinase — kinaza aktywowana mitogenem
mantle cell lymphoma — chtoniak z komorek ptaszcza

induced myeloid leukemia cell differentiation protein MCL-1 -
antyapoptotyczne biatko MCL-1

mean fluorescence intensity — srednia intensywnos¢ fluorescencji
major histocompatibility complex — biatka gléwnego uktadu zgodnosci
tkankowej

membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1 — petna nazwa
genu kodujacego antygen CD20

mammalian target of rapamycin — kinaza serynowo-treoninowa

hamowana przez rapamycyn¢
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MYC
MZL
NAG-1
NANOG
NF-AT
NF-«xB

NF-Y
NHL
NK
NOTCH
NOXA

NRSI

OCT-1/2/4
0S

ORR

P53

PAG

PBS

PCR
PDK1

P-gp
PE
PI3K
PIP
PFS
PKC

v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog — onkogen MYC
marginal zone lymphoma — chtoniak strefy brzeznej

nonsteroidal anti-inflammatory drug-activated gene-1

czynnik transkrypcyjny NANOG

nuclear factor of activated T-cells

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells — czynnik
transkrypcyjny NF-«xB

nuclear transcription factor Y - czynnik transkrypcyjny NF-xB

ang. non-Hodgkin’s lymphoma — chtoniak nie-Hodgkina

natural killers — komorki NK

Neurogenic locus notch homolog protein
phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 — proapoptotyczne
biatko rodziny Bcl-2

non-randomized studies of interventions — nierandomizowane badanie
interwencyjne

octamer transcription factor 1/2/4 - czynnik transkrypcyjny OCT-1/2/4
overall survival - czas przezycia catkowitego

objective response rate — odsetek obiektywnych odpowiedzi

tumor suppressor p53 - czynnik transkrypcyjny o wlasnosciach supresora
nowotworowego

phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched
microdomains — fosfoproteina zwigzana z domenami bogatymi w
glikolipidy

phosphate-buffered saline — sol fizjologiczna buforowana buforem
fosforanowym, pozbawiona jonéw wapnia i magnezu

polymerase chain reaction — reakcja tancuchowa polimerazy
3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 - 3-
fosfatydyloinozytydozalezna kinaza biatkowa 1

glikoproteina P

phycoerythrin — fikoerytryna

phosphoinositide 3-kinase — kinaza fosfatydyloinozytolu
phosphatidylinositol phosphate kinase — kinaza PIP

progression-free survival — czas wolny od progresji

protein kinase C — kinaza biatkowa C
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PRDX1
PTEN

PU.1
RCF
RCT

RL
RPL29
R/R
RR CL

RT-PCR
SAE

SD

SDS
SDS-PAGE

sgRNA
ShRNA
SLL

SMAD

SOCS-1
SOX2
SP-1
SRC
STAT3

SYK
TCGA
TEMED
TGF-B
TK

peroksyredoksyna 1

phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten — biatko
supresorowe wzgledem wielu komoérek nowotworowych

purine-rich box 1 - czynnik transkrypcyjny PU.1

relative centrifugal force — wzgledna sita odsrodkowa

randomized controlled trial — randomizowane kontrolne badanie
kliniczne

lucyferaza Renilli

ribosomal protein L29 — biatko rybosomalne L29

relapsed/refractory — nawrotowy lub oporny na leczenie

rituximab resistant cel lines RRCL — linie komérkowe oporne na
rytuksymab

real-time PCR — reakcja tancuchoa polimerazy w czasie rzeczywistym
serious adverse event - powazne dzialanie niepozadane

standard deviation — odchylenie standardowe

sodium dodecyl sulfate — dodecylosiarczan sodu

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis -
elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS

single guide RNA — pojedynczy przewodnik RNA

small hairpin RNA — krotkie RNA o ksztatcie spinki do wlosow

small lymphocytic lymphoma — chtoniak z matych limfocytow

small mother against decapentaplegic — biatka rodziny SMAD, czynniki
transkrypcyjne

suppressor of cytokine signaling-1

SRY-box transcription factor 2 — czynnik transkrypcyjny

kinaza SP-1, regulator cyklu komérkowego

proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src — kinaza SRC

signal transducer and activator of transcription 3 — biatko przekaznicze
I aktywator transkrypcji STAT3

spleen tyrosine kinase — kinaza SYK

The Cancer Genome Atlas — atlas genomu raka
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

transforming growth factor f - transformujacy czynnik wzrostu beta

thymidine kinase — kinaza tymidynowa
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TLR

Tm

TNF
TORC-1
TRIS
uMRD

XIAP
ZAP-70

Toll-like receptor — receptor Toll-podobny, receptor zwigzany z
rozpoznawaniem wzorcow molekularnych zwigzanych z patogenami
temperature of melting — temperatura topnienia/przylaczania si¢
primerow

tumor necrosis factor — czynnik martwicy nowotworu

target of rapamycin complex 1

trihydroksymetyloaminometan

unmeasurable residual disease uMRD - minimalna choroba resztkowa
wolt

X-linked inhibitor of apoptosis protein — biatko antyapoptotyczne
Zeta-chain-associated protein kinase of 70 kDa — kinaza ZAP-70

18



Streszczenie w jezyku polskim

Wiekszo$¢ schematdéw terapeutycznych stosowanych w pierwszej linii w leczeniu
chtoniakow nie-Hodgkina opiera si¢ na przeciwciatach monoklonalnych anty-CD20, spo$rod
ktorych najpowszechniej stosowanym jest rytuksymab. Jednym z czynnikow warunkujacych
skuteczno$¢ rytuksymabu jest ilo$¢ antygenu CD20 bedacego celem terapeutycznym dla tego
przeciwciala na powierzchni komoérek. Proby zwigkszenia ekspresji CD20 w komorkach
nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytow B s3 jedng ze strategii zwigkszania
przeciwnowotworowej skutecznosci rytuksymabu. Jednym ze szlakow mogacych wplywac¢ na
ekspresje CD20 jest sciezka PI3K/AKT o szeroko udokumentowanej roli w patogenezie
rozrostow limfoproliferacyjnych.

Wiodacym celem pracy doktorskiej byla weryfikacja hipotezy mozliwosci regulacji
ilosci CD20 przez szlak PI3/AKT. Kolejnym celem byta walidacja in vitro salinomycyny jako
srodka aktywujacego szlak PI3K/AKT i zwigkszajacego w tym mechanizmie skuteczno$¢
rytuksymabu.

Prace badawcze miaty charakter eksperymentalny i przeprowadzono je w modelach in
vitro w ustalonych liniach komorkowych reprezentujacych rozne typy nowotworow
wywodzacych si¢ z limfocytow B. W kolejnych krokach badawczych rozprawy doktorskiej
badano wplyw stosowanych w badaniach klinicznych 1 przedklinicznych inhibitorow kinaz
SYK i BTK, a nastepnie PI3K i AKT na ilo$¢ antygenu CD20 na powierzchni komorek
nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytow B oraz na skuteczno$¢ przeciwciat
monoklonalnych anty-CD20 w mechanizmie CDC. Stosujac narzedzia biologii molekularnej
zaobserwowano spadek ilosci CD20 po wyciszeniu szlaku PI3K, natomiast w wyniku aktywacji
tego szlaku dochodzito do zwigkszenia ilosci CD20. W zwiazku z tym, po wykonaniu przegladu
systematycznego literatury, wytypowano salinomycyn¢ jako zwigzek modelowy o
udowodnionym dzialaniu przeciwnowotworowym i potencjalnym dziataniu aktywujacym na
szlak PISK/AKT. W kolejnych krokach potwierdzono wplyw salinomycyny na aktywacje
szlaku PI3K/AKT, zwickszenie ekspresji CD20 oraz cytotoksycznosci przeciwciat
monoklonalnych anty-CD20: rytuksymabu oraz ofatumumabu. Wyniki przeprowadzonych
eksperymentow opublikowano w kilku artykulach w recenzowanych czasopismach

naukowych.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Regulation of CD20 antigen expression by the phosphatidylinositol 3-kinase and AKT

kinase signaling pathway in B-cell-derived cancer cells

Most therapeutic regimens used in the treatment of non-Hodgkin's lymphomas rely on
anti-CD20 monoclonal antibodies, the most commonly used being rituximab. One of the
determinants of rituximab efficacy is the expression of the CD20 antigen, which serves as its
therapeutic target. Modulating the levels of CD20 protein on the surface of malignant cells
derived from B lymphocytes remains among crucial strategies to enhance the antitumor efficacy
of rituximab. One of the most promising pathways that may influence CD20 expression is the
PIBK/AKT, which has a well-described role in the pathogenesis of lymphoproliferative
malignancies. The PISBK/AKT pathway can be activated by various drugs, often as an incidental
finding, reflecting the pleiotropic property of the pharmaceutics.

The primary aim of this study was to verify the hypothesis of CD20 regulation via the
PI3K/AKT pathway. A secondary, post-hoc aim was to validate salinomycin in vitro as an agent
enhancing rituximab efficacy through this mechanism.

The research was experimental and conducted in vitro using established cancer cell lines
representing various types of B-cell-derived malignancies. The impact of SYK, BTK, PI3K,
and AKT kinase inhibitors used in clinical and preclinical studies, on the surface levels of CD20
in B-cell-derived cancer cells and the efficacy of anti-CD20 monoclonal antibodies via the CDC
mechanism was evaluated in subsequent experimental steps. Activation and silencing of the
PI3K pathway resulted in increased and decreased CD20 expression, respectively. Following a
systematic literature review, salinomycin was identified as a model compound with already
proven anticancer activity and potential effects on the PI3K/AKT pathway. Subsequent
validation confirmed the positive impact of salinomycin on PI3K/AKT pathway activation,
increased CD20 expression, and the cytotoxicity of rituximab and ofatumumab via this

mechanism.
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1. Wstep

1.1 Chloniaki w Polsce i na §wiecie

Chtoniaki stanowig heterogenng grupe nowotworéw wywodzacych si¢ z komoérek uktadu
limfatycznego. Gloéwna klasyfikacja chloniakow klasycznie opiera si¢ na podziale na dwie
grupy: chtoniaki Hodgkina (HL, ang. Hodgkin lymphoma) oraz charakteryzujace si¢ gorszym
rokowaniem 1 czg$ciej wystepujace chtoniaki niehodgkinowskie (NHL, ang. non Hodgkin
lymphoma). W wigkszosci (85%) chtoniaki niehodgkinowskie wywodza si¢ z limfocytow B
(1). Wg IARC (ang. International Agency for Research on Cancer) w 2020 r. stanowity one
jedenasty pod wzgledem czestosci zachorowan nowotwor na $wiecie (2). W Polsce w 2022 r.
chtoniaki niehodgkinowskie (C82-C85, C96 wg ICD10) stanowily ponad 2% sposrod
wszystkich nowotworow zar6wno U mezczyzn jak i u kobiet (3). Na przestrzeni trzech ostatnich
dekad zaobserwowano globalny, znaczacy wzrost dynamiki zachorowan na NHL (1). Na efekt
ten sktadaja si¢ czynniki Srodowiskowe, infekcyjne, zwiekszajaca si¢ zachorowalno$¢ na
zespoty niedoboroéw odpornosci, coraz czestsze stosowanie lekéw immunosupresyjnych ale
takze wzrost $redniego czasu przezycia w populacji (4). W zaleznosci od typu chloniaka,
stopnia zaawansowania choroby i chorob towarzyszacych pacjenta w leczeniu stosowana jest
radioterapia, chemioterapia, immunoterapia, chirurgia, przeszczep komoérek macierzystych i
inne (5) .

Pomimo znaczacych postepow w terapii chorob hematologicznych leczenie pacjentow w tej
grupie w dalszym ciggu pozostaje wyzwaniem klinicznym. Najczesciej wystepujacy,
stanowigcy okoto 30% sposrod diagnozowanych NHL chtoniak rozlany z duzych komorek B
(DLBCL, ang. Diffuse large B-cell lymphoma) charakteryzuje si¢ najagresywniejszym
przebiegiem (6). Poczatkowo leczenie DLBCL oparte byto na systemowej chemioterapii,
najczesciej W skojarzonym schemacie osmiu cykli CHOP (akronim od angielskich nazw lekow:
cyclophosphamide czyli cyklofosfamid, hydroxydaunomycine czyli doksorubicyna, oncovin
czyli winkrystyna i prednizolone czyli prednizolon). Dodanie do schematu rytuksymabu -
przeciwciala monoklonalnego skierowanego przeciwko czasteczce CD20 obecnej na
komorkach nowotworowych, doprowadzito do znaczacej poprawy przezycia catkowitego (OS,
ang. overall survival). W badaniu GELA dodanie rytuksymabu do schematu CHOP zwigkszyto
wskaznik catkowitej odpowiedzi (CR, ang. complete response) o 10% a 2-letnie przezycie

catkowite wzrosto z 57% do 70% (7). Schemat o akronimie R-CHOP jest obecnie §wiatowym
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standardem leczenia pierwszej linii postaci niezaawansowanej (stadium 1 i Il) oraz
zaawansowanej (111 i 1) choroby u pacjentow we wszystkich grupach wiekowych, jezeli stan
ogolny pozwala na zastosowanie terapii (8,9). Pomimo znaczacej poprawy wynikow leczenia
po wprowadzeniu rytuksymabu do protokotéw leczniczych nowotworéw hematologicznych
problemem pozostaje grupa chorych pierwotnie opornych lub rozwijajacych wtérng opornosé
na rytuksymab. Srednia odpowiedZ na leczenie u pacjentéw w grupie DLBCL oscyluje na
poziomie 60% (10). W grupie pacjentéow objetych najwyzszym ryzykiem wczesnego zgonu
przezycie wolne od progresji (PFS, ang. progression-free survival) oraz OS wynosza
odpowiednio 30 i 33% w pigcioletniej obserwacji (11). U okoto 40% pacjentdw wystepuje
oporno$¢ na terapi¢ pierwszego rzutu lub obserwowany jest nawrot choroby, co czyni DLBCL
najgorzej rokujacym wsrod rozrostow hematologicznych (12,13). Wcigz brakuje takze
wystandaryzowanych wytycznych dotyczacych kolejnych linii leczenia. Stosowane schematy
wysokodawkowej chemioterapii oraz autologiczne przeszczepy komoérek macierzystych nie
wydtuzajg w sposob satysfakcjonujacy mediany przezycia (8,14). Dlatego w ostatnich latach
wysitki badaczy ukierunkowane byly na poszukiwanie strategii zwickszajacych skutecznosé
terapii pierwszej linii i przetamujacych oporno$¢ na R-CHOP oraz rozwijanie nowych podejs¢
terapeutycznych — przeciwcial bispecyficznych oraz limfocytow CAR-T. Opisano markery
genetyczne i inne czynniki ryzyka stratyfikujace pacjentow wysokiego ryzyka np. z podwdjna
ekspresja MYC 1 BCL2 lub agresywne chtoniaki ,,double/triple hit”, dla ktorych opracowywane
sg bardziej personalizowane protokoty terapeutyczne, w tym z uzyciem intensywniejszych
schematow chemioterapeutycznych lub nowoczesnych form immunoterapii (14-17). W
ostatnim czasie szczegdlne nadzieje wigzano z terapia CAR-T. Dotychczas zarejestrowano i
wprowadzono do trzeciej i kolejnej linii leczenia chorych z DLBCL trzy konstrukty CAR-T (tj.
tisagenlecleucel, axicabtagene ciloleucel oraz lisocabtagene maraleucel) (18-20). Mimo
poczatkowego entuzjazmu ostatnie badania nie wykazaly przewagi CAR-T nad
wysokodawkowg chemioterapig z autologicznym przeszczepieniem komorek macierzystych
ASCT (ang. autologous stem cell transplantation) (21). Roéwniez metaanaliza
randomizowanych badan kontrolowanych (RCT, ang. randomized controlled trial) i
poréwnawczych nierandomizowanych badan interwencyjnych (NRSI ang. non-
randomized studies of interventions) nie wykazata jednoznacznej przewagi terapii CAR-T w
zakresie przezycia catkowitego w pordéwnaniu z innymi stosowanymi metodami leczenia
(ASCT, chemioterapia, infuzja limfocytow dawcy, polatuzumab) u chorych z
opornym/nawrotowym (R/R ang. relapsed/refractory) DLBCL (22). Mimo obiecujacych

rezultatbw w grupie pacjentow z ostrg biataczka limfoblastyczng (ALL, ang. acute
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lymphoblastic leukemia) zastosowanie terapii CAR-T w przypadku DLBCL daje szans¢ na
pelne wyleczenie niespelna potowie z tej grupy pacjentow (22—-24). Intensyfikacja
chemioterapii (25,26), stosowanie leczenia podtrzymujacego (27,28) czy tez kombinacja
leczenia pierwszej linii z ASCT rowniez nie poprawily wystarczajgco odpowiedzi na leczenie
(29).

Mimo wprowadzenia nowych form leczenia oraz nowych przeciwciatl anty-CD20 wigkszos¢
schematow terapeutycznych wcigz opiera si¢ na rytuksymabie. Dlatego poszukiwanie
mozliwosci potencjalizowania jego dziatania pozostaje jednym z wiodacych kierunkow badan.
Stworzenie nowych schematéw w oparciu o znane juz terapeutyki ma przewagg ekonomiczng
oraz zwykle krotszy czas do implementacji klinicznej od prob stworzenia zupetnie nowych
rozwigzan leczniczych. Dlatego obecnie dla samego DLBCL toczy si¢ ponad 150 badan
klinicznych oceniajacych skutecznos¢ nowych schematow terapeutycznych w z zastosowaniem

rytuksymabu (zgodnie z clinicaltrials.gov.pl).
1.2 Antygen CD20

Biatko CD20 jest kodowane przez znajdujacy si¢ na chromosomie 11 gen MS4A1. Gen MS4Al
o dhugosci 16 kb zbudowany jest z 8 eksonow (30,31). Opisano kilka roznych wariantow
transkryptow mRNA dla CD20, z ktorych wigkszo§¢ tlumaczona jest na identyczne,
prawidtowe biatko. W niektorych komorkach nowotworowych zidentyfikowano alternatywne
transkrypty bez eksonu III kodujace skrocone biatka CD20, w wyniku czego nie dochodzi do
prawidtowego wigzania si¢ z nimi przeciwcial anty-CD20 (32). Czasteczka CD20 jest
nieglikozylowanym biatkiem czterokrotnie przechodzacym przez bton¢ komoérkows, a jej
wicksza czg$¢ 1 oba konce (-C i -N) zakotwiczone sg w cytozolu. Miejscem wigzania
rytuksymabu do CD20 jest zewnatrzkomorkowy obszar duzej petli migdzy 3 a 4 regionem

transbtonowym.

CD20 moze wystepowa¢ w postaci trzech roznych izoform (33, 35 1 37 kDa) w zaleznoS$ci od
stopnia fosforylacji. W przypadku proliferujgcych, nowotworowych komoérek B obserwowano
najwyzszy stopien fosforylacji. CD20 zwykle wystepuje na powierzchni komoérek w formie
homodimerow lub tetramerdw, czgsto w bliskim sgsiedztwie innych tetraspanin tj. CD53, CD81
1 CD82. Jest takze sprzezone z czasteczka CD40, MHC II oraz powigzanym z kinazami SRC
receptorem BCR (ang. B cel receptor, gtdéwny receptor limfocytow B) (33,34).
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CD20 jest markerem obecnym na powierzchni limfocytow B od stadia péznych limfocytow
pre-B oraz komorek nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytow B i traconym na etapie
zréznicowanych plazmoblastow 1 komorek plazmatycznych. Biatko CD20 peini funkcje
transportera blonowego dla jonéw wapniowych. Jest tez czgscig kompleksu uczestniczagcego w
przewodzeniu sygnatow regulujgcych proliferacje i réznicowanie limfocytow B (30). W
modelu in vitro na liniach ludzkich limfocytéw B potwierdzono, ze zmniejszenie ekspresji
CD20 za pomocg siRNA prowadzi rowniez do zmniejszenia przeplywu wapnia aktywowanego
przez BCR (35). Poziom ekspresji CD20 rozni si¢ w zalezno$ci od typu nowotworu. Komorki
przewleklej biataczki limfocytowej (CLL, ang. chronic lymphocytic leukemia) charakteryzuja
si¢ najnizsza ekspresjag CD20, z kolei komoérki DLBCL i biataczki wlochatokomorkowej na
ogdt zawieraja duzo CD20 (36). Wysoka ekspresja CD20 jest pozytywnym czynnikiem
rokowniczym u pacjentow z DLBCL i niektéorymi innymi rozrostami hematologicznymi

leczonych rytuksymabem (37-39).

Funkcja biologiczna CD20 w limfocytach B nie jest jednak do konca poznana. Opisano
przypadek pacjenta z catkowitg utrata CD20 na skutek homozygotycznej mutacji MS4A1 w
miejscu splicingu czyli sktadania eksonu 5 (40). U pacjenta obserwowano prawidtowe
poziomy IgM w surowicy i catkowitg liczbe limfocytow B. Brak CD20 skutkowat w tym
przypadku jedynie zmniejszeniem liczby krgzacych limfocytow B pamigci 1 obnizonym
poziomem IgG oraz zmniejszong zdolnos$cia do reagowania na antygeny T-niezalezne. Podobne
tagodne konsekwencje immunologiczne ograniczone do niewielkiego uposledzenia
odpowiedzi na antygeny T- zalezne i niezalezne zaobserwowano u myszy z celowo usunigtym

CD20 na skutek wprowadzenia homozygotycznej mutacji w genie MS4A1 (41,42).

CD20 dzieli z receptorem BCR elementy wewnatrzkomorkowej kaskady sygnatowej, dlatego
leczenie rytuksymabem moze zaburza¢ $ciezki przekaznictwa BCR, a nawet zmniejszac jego
ekspresje (43). W modelu komorek CLL wykazano korelacje powierzchniowej ekspresji, a
nawet mozliwos¢ wspoélregulacji CD20 i BCR (44). Wyciszenie CD20 w komorkach
nowotworowych powodowato uposledzenie fosforylacji biatek przekaznikowych sygnatu z
BCR (tj. LYN, SYK, GAB1 i ERK) (44). Sugeruje to, ze antygen CD20 moze w pewnym
zakresie uczestniczy¢ w procesie tonicznej aktywacji BCR. Z tego wzgledu istnieje mozliwos¢
wzajemnych interakcji molekularnych pomig¢dzy drobnoczasteczkowymi inhibitorami kinaz
przekazujagcymi sygnal z BCR a rytuksymabem i innymi przeciwcialami anty-CDZ20.

Dotychczasowe wyniki badania II fazy nie wykazaty korzysci z dodania rytuksymabu do
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ibrutynibu w terapii pacjentow z CLL (45), pozostaje jednak niejasnym czy brak efektu wynika

z negatywnych interferencji molekularnych czy z braku synergizmu.
1.3 Rytuksymab i jego mechanizmy dzialania

Rytuksymab taczy si¢ z biatkiem CD20 obecnym na powierzchni komorek pre-B, dojrzatych
limfocytow B 1 wywodzacych si¢ z nich komorek nowotworowych. Antygenu nie wytwarzajg
wczesne komorki prekursorowe ani plazmatyczne, dlatego nie ma ryzyka trwatego zniszczenia
populacji limfocytow B ani catkowitego uposledzenia odpowiedzi humoralnej podczas terapii

rytuksymabem (30,46). Rytuksymab wigze si¢ do CD20 w jego zewnatrzkomorkowej czesci.

Znane sg przynajmniej 4 gtdbwne mechanizmy cytotoksycznosci rytuksymabu wobec komorek
docelowych: cytotoksycznos¢ zalezna od przeciwciat (ADCC, ang. antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity), cytotoksyczno$¢ zalezna od uktadu dopelniacza (CDC, ang.
complement dependent cytotoxicity), fagocytoza komodrkowa zalezna od przeciwciat (ADCP,

ang. antibody-dependent cellular phagocytosis) oraz indukcja apoptozy (47).

Giowne mechanizmy dziatania rytuksymabu w chioniakach B-komérkowych
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Rycina 1. Gtéwne mechanizmy dziatania rytuksymabu w chtoniakach B-komorkowych.

Na podstawie dostgpnych badan in vitro i in vivo wydaje si¢, ze udzial poszczegodlnych

mechanizmow w catkowitej skuteczno$ci leczniczej rytuksymabu jest zmienny i zalezny od
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rodzaju rozrostu nowotworowego (48). Ponadto, przeciwciato zwykle stanowi jedynie czegsé
schematu terapeutycznego i jego dziatanie moze my¢ modulowane przez réwnolegle stosowane
leki. Wreszcie efektywnos$¢ poszczegélnych procesow jest takze zalezna od czynnikow
gospodarza (np. polimorfizmy genow receptorowych), moze by¢ modyfikowana czynnikami
zaleznymi od nowotworu oraz mikrosrodowiska guza (49-51). W zaleznosci od
mikrosrodowiska guza zmienia si¢ wiodacy mechanizm dziatania przeciwciat monoklonalnych
anty-CD20. Eksperymenty w modelach myszy transgenicznych wykazaly, ze ADCC jest
glownym mechanizmem usuwania komorek nowotworowych krazgcych we krwi, podczas gdy
za liz¢ limfocytéw B ze strefy brzeznej weztow chlonnych odpowiada w gtéwnej mierze CDC
(52). Zauwazono, ze najwyzsza oporno$¢ na rytuksymab wystepuje wsrod komorek
zlokalizowanych w osrodkach rozmnazania weztow chtonnych, co najprawdopodobniej wigze

si¢ z obecnoscig sygnatow przezyciowych (53).
1.3.1 Cytotoksycznos¢ zalezna od ukladu dopelniacza (CDC)

Po zwiazaniu si¢ rytuksymabu z antygenem CD20 dochodzi do aktywacji drogi klasycznej
uktadu dopelniacza. Do fragmentu Fc przeciwciata wigze si¢ skladnik Clq, nastgpuje
uruchomienie kaskady dopehiacza w efekcie czego powstaje kompleks atakujacy btone C5b-
9 (MAC, ang. membrane attack complex). Jest to kanat perforujacy btone komorek B, przez
ktory z komoérki na zewnatrz wydostaja si¢ jony, substancje odzywcze i ATP, a do $rodka
naptywa woda i czynniki bakteriobdjcze. Dochodzi do zaburzenia réwnowagi jonowo-
osmotycznej i do lizy komorki. Ponadto zwigzanie rytuksymabu z CD20 wywotuje migracj¢
antygenu do obecnych w blonie komorkowej obszarow tratw lipidowych co prowadzi do
przekazywania sygnatu do wnetrza komorki (48,54). Proporcjonalnie do ilosci CD20 aktywacji
dopelniacza towarzyszy powstawanie reaktywnych form tlenu (55). Aktywnos$¢ dopetniacza
jest najwyzsza w przypadku komorek chtoniaka grudkowego (FL, ang. follicular lymphoma) i
chtoniaka z komorek ptaszcza (MCL, ang. mantle cel lymphoma), najmniej wrazliwe wydaja
si¢ by¢ komorki przewlektej biataczki szpikowej (CML, ang. chronic myeloid lymphoma)
prawdopodobnie z uwagi na nizszg ekspresj¢ biatka CD20 (56). Wydaje sie, ze w przypadku
DLBCL dopetniacz nie petni wiodacej roli dla efektywnosci rytuksymabu z uwagi na niewielka
ilo$¢ nowotworowych komorek wolno krazacych. Z drugiej strony niedobor C1q w odrdznieniu
od wyczerpania komoérek NK lub granulocytéw skutkowat niepelng odpowiedziag na
rytuksymab w mysim modelu DLBCL (57). Wykazano takze zasadniczy udziat CDC w

toksyczno$ci przeciwciata wobec komorek B w strefie brzeznej weztéw chtonnych (58).
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Ponadto wysoka ekspresja jednego z gtownych inhibitorow uktadu dopetniacza - CD59, jest
czynnikiem niekorzystnym rokowniczo i przektada si¢ na zmniejszenie OS i PFS w grupie

pacjentow z DLBCL (59).

1.3.2 Cytotoksyczno$¢ zalezna od przeciwcial (ADCC) i fagocytoza komoérkowa zalezna

od przeciwcial (ADCP)

Wolny koniec Fc zwigzanego z CD20 rytuksymabu moze réwniez aktywowal poprzez
receptory FcyR komorki efektorowe. Pobudzone w ten sposob komorki (monocyty, makrofagi,
neutrofile, eozynofile oraz komorki NK a w szczegdlnosci subpopulacja CD56dim o wysokiej
ekspresji FcyRIII (CD16)) uwalniajg enzymy cytolityczne lub fagocytuja optaszczone
rytuksymabem komorki nowotworowe (60). Liczne badania in vitro oraz in vivo sugeruja
wiodaca rolg ADCC i ADCP w przeciwnowotworowym dziataniu rytuksymabu w leczeniu
chtoniakéw (60,61).

1.3.3 Indukcja apoptozy

Zwiazanie rytuksymabu z CD20 skutkuje translokacja czasteczek i1 tworzeniem klasterow
biatek CD20. Takie przemieszczenie w obrebie tratw lipidowych aktywuje zwigzane z CD20
kinazy LYN, FYN i LCK i uruchamia $ciezki przekaznictwa wewnatrzkomorkowego poprzez
mediatory tj. NF-xB, PISBK/AKT, MAPK, ERK1/2 i p38. Rytuksymab moze wplywacé na
poziom ekspresji bialek anty- 1 proapoptotycznych, a takze czasteczek Fas na powierzchni
komorek nowotworowych (62-65). W efekcie rytuksymab bezposrednio hamuje proliferacje i
indukuje apoptoze komorek nowotworowych oraz uwrazliwia je na dzialanie niektorych

chemioterapeutykow (66).

1.3.4 Efekt ,,szczepionkowy”

Ciekawym i nie do konca wyjasnionym zagadnieniem wydaje si¢ by¢ tzw. ,,booster effect”
czyli obserwowana czesto silniejsza odpowiedZ na rytuksymab przy kolejnych podaniach.
Mozliwe, ze fragmenty zniszczonych przez rytuksymab komoérek nowotworowych moga by¢
Wytapywane 1 prezentowane przez komorki odpornosciowe odpowiednim limfocytom
cytotoksycznym. Dzigki temu odpowiedz na powtorne podanie leku jest szybsza, a czas remisji
osiggnigtej kolejnym podaniem rytuksymabu moze by¢ dtuzszy od pierwszego okresu remisji
(67).
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1.3.5 Synergizm rytuksymabu z chemioterapautykami

Podaz rytuksymabu moze uwrazliwia¢ komorki nowotworowe na rownoczasowe dziatanie
chemioterapeutykéw 1 umozliwia stosowanie ich w mniejszych, mniej toksycznych dawkach.
Wydaje si¢, ze uwrazliwianie na chemioterapeutyki oraz proapoptotyczne wlasciwosci
rytuksymabu maja wspolne podloze molekularne. Dzialanie cytostatykéw opiera si¢ na
uszkadzaniu mechanizmoéw naprawczych komorek, nici DNA, hamowaniu ich proliferacji.
Rytuksymab zmniejsza poziom IL-10, co prowadzi do spadku aktywno$ci czynnika
transkrypcyjnego STAT3, ktory z kolei reguluje ekspresje antyapoptotycznego biatka BCL-2
(68). Przektada si¢ to na silne uwrazliwienie komorek na cytotoksyczny wplyw
chemioterapeutykow. Wykazano synergistyczne, proapoptotyczne dzialanie przeciwciala z

paklitakselem (69), cyklofosfamidem, cisplatyng i innymi (70).
1.4 Opornos¢ komorek nowotworowych na rytuksymab

Dane na temat opornosci pierwotnej i wtornej na rytuksymab sg niejednoznaczne. W praktyce
przeciwcialo zwykle podawane jest jako czg$¢ terapii  kombinowanej razem z
chemioterapeutykami lub innymi lekami. Trudno jest wigc oceni¢ izolowany udziat
rytuksymabu w skutecznos$ci catego schematu lub tez opornos¢ na niego. Badania kliniczne
dotyczace efektywnos$ci rytuksymabu w monoterapii sa ograniczone. Przyjmuje sig, ze brak
odpowiedzi na leczenie schematem zawierajacym rytuksymab lub progresja choroby w ciagu
6 miesiecy takiego leczenia oznacza oporno$¢ na rytuksymab. Szacuje si¢, ze opornosé
pierwotna w postaci braku odpowiedzi na pierwszg lini¢ leczenia z uzyciem rytuksymabu
dotyczy 15% pacjentow. Blisko 60% pacjentow poczatkowo odpowiadajacych na lek
wyksztalca opornos¢ wtorng (71,71-73).

Mechanizmy opornos$ci na rytuksymab mozna podzieli¢ na dwie grupy: oporno$¢ zwigzana z
inwazyjno$cia nowotworu oraz oporno$¢ zwigzang z mechanizmami immunologicznymi
pacjenta. W praktyce komoérki guza czesto wyksztatcajg mechanizmy nasilajgce niekorzystne
uwarunkowania osobnicze pacjenta i czasami trudno jednoznacznie sklasyfikowac

zaobserwowane zjawisko do poszczegolnej grupy.
1.4.1 Zmiany w ilo$ci antygenu CD20

Jednym z gtownych mechanizméw opornosci na rytuksymab jest zmniejszenie ilosci biatka

CD20 na powierzchni komorek nowotworowych. Zmniejszona ekspresja zar6wno na poziomie
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przed jak i potranslacyjnym jest czesciej obserwowana w przypadku opornosci pierwotnej
(74). Do obnizenia ilosci biatka CD20 moze jednak dochodzi¢ na wszystkich etapach syntezy
biatka (transkrypcji, modyfikacji potranskrypcyjnej, translacji, modyfikacji potranslacyjnej
oraz transportu do bony komoérkowej) co zostalo wykazane w licznych modelach in vitro i in
vivo (75-77). Opisano mozliwo$¢ wyksztatcenia opornosci wtdrnej na skutek internalizacji
CD20 przez komoérki MCL oraz CLL (78). Procesy epigenetyczne moga takze odpowiadaé za
wyksztatcenie oporno$ci wtornej w modelu DLBCL (79), a zwiazki o wlasciwosciach
demetylacyjnych teoretycznie moglyby odwracac ten efekt. Nasz zespot udowodnit mozliwos¢
potencjalizacji cytotoksycznego dziatania rytuksymabu m.in. poprzez potranslacyjne
zwiekszanie ilosci CD20 przy uzyciu inhibitorow deacetylaz histonéw (80). Z kolei delecja w
koncu C genu MS4A1 dla CD20 moze wptywaé na miejsce wigzania rytuksymabu do biatka
powierzchniowego i uposledza¢ jego dziatanie (81). Innym mechanizmem utraty biatka CD20,
zwlaszcza w przypadku dhuzszego stosowania wysokich, wysycajacych dawek przeciwciala,
moze by¢ usuwanie kompleksow ryruksymab/CD20 z powierzchni komorek B przez komorki
efektorowe — w szczego6lnosci monocyty i makrofagi (81). Wykazano takze, ze komorki
niektorych chtoniakow wywodzacych si¢ z limfocytéw B sg zdolne do wydzielania egzosomow
zawierajacych biatka CD20. Wydzielone antygeny wiaza si¢ z przeciwciatami anty-CD20, co
prowadzi do wigzania i zuzywania sktadowych uktadu dopetniacza, a w efekcie chroni komorki

nowotworowe przed toksyczno$cig rytuksymabu w mechanizmie CDC (82).

Dotychczas opisano wiele czynnikow transkrypcyjnych (tj. SMAD2/3, NF-xB , OCT1/2, PU.1,
ELK1, ETS1, SP1, MYC) oraz epigenetycznych (HDAC1/2, HDAC1/4, HDAC6, EZH2,)
wplywajacych na ekspresj¢ CD20 (75). Podejmowane sg proby wykorzystania zwigzkow
oddziatujacych na powyzsze czynniki (tj. inhibitory deacetylazy histonowej, bryostatyna-1,
inhibitory kinazy Aurora A/B, gemcytabina) w celu potencjalizacji dziatania rytuksymabu i
innych przeciwciat poprzez zwigkszanie ilosci CD20. Niektore sposrod tych zwigzkow np.
bryostatyna, azacytydyna, alisertib stosowane sg nawet w potgczeniu z leczeniem anty-CD20
w badaniach klinicznych (83-86).

1.4.2 Skladowe ukladu dopelniacza

Aktywnos¢ uktadu dopelniacza jest normalizowana m.in. przez biatka btonowe znane jako
regulatory dopehiacza tj. CD46 (MCP), CD55 (DAF), CD59 i mniej aktywne CD35 (CR1).
W niektoérych liniach komorkowych wykazujacych opornos¢ na rytuksymab zaobserwowano

wzrost ekspresji wymienionych biatek regulatorowych. Nasz zespot badawczy wykazat takze,
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ze negatywna regulacja tych biatek przektada si¢ na zwigkszenie skutecznosci przeciwciat
monoklonalnych anty-CD20 (87). Podanie $§wiezo mrozonego osocza jako zrodta sktadowych
komplementu w grupie pacjentow z CLL opornym na rytuksymab réwniez przeklada si¢ na
poprawe¢ odpowiedzi na przeciwciato (88). Opisano, ze wysoka ekspresja CD59 oraz
zmniejszenie ilosci miR-224, ktory jest jego negatywnym regulatorem sg czynnikami
niekorzystnymi rokowniczo i przekladajg si¢ na nizsze wskazniki OS i PFS u pacjentow z
DLBCL (59). Zablokowanie CD55 i CD59 in vitro oraz ex vivo skutkowalo wzrostem
toksycznosci rytuksymabu wobec komorek chtoniaka Burkitta i chtoniaka grudkowego (73). Z
drugiej strony w innych badaniach ex vivo na wigkszej grupie nie potwierdzono aby poziom
ekspresji antygenéw CD46, CD55 lub CD59 byt czynnikiem prognostycznym odpowiedzi na
terapi¢ rytuksymabem w modelu chtoniaka grudkowego (90).

Oproécz niekorzystnego wplywu na dziatanie przeciwcial monoklonalnych anty-CD20 biatka
regulatorowe chronig komorki nienowotworowe przed nadmiernym efektem cytotoksycznym
(91). Dlatego negatywna regulacja biatek CD46, CD55 i CD59 obecnie nie ma szerszego
zastosowania klinicznego. Trwaja badania nad przeciwcialami bispecyficznymi i1 imitujagcymi
CD55 anty-idiotypowymi, ktore moglyby selektywnie wupo$ledza¢ dziatanie biatek
regulatorowych wobec komoérek nowotworowych bez ogolnoustrojowych efektow

niepozadanych (92).
1.4.3 Mechanizmy opornosci na dzialalnie rytuksymabu w mechanizmu ADCC

Zdolno$¢ do zabijania komodrek nowotworowych w mechanizmie ADCC jest zalezna od
polimorfizmu receptora Fcy komorek efektorowych, najprawdopodobniej poprzez wptyw na
site wigzania rytuksymabu przez komorki efektorowe (49). W kohortach pacjentow z DLBCL
zaobserwowano lepsza odpowiedz na rytuksymab 1 schemat R-CHOP wyrazong W wyzszych
wskaznikach PFS i OS w grupie homozygot FcyRIIla-158 V (zwigzanych z polimorfizmem
receptora i synteza waliny w pozycji 559) (93,94). Niektore badania podwazaja jednak
warto$¢ prognostyczng polimorfizmu FcyRIIIaR w kontek$cie odpowiedzi na leczenie
schematem R-CHOP (95,96). Wiadomo, ze wrodzona niska ekspresja FcyRIII negatywnie
wplywa na cytotoksyczno$¢ rytuksymabu (97).

Efektywnos¢ ADCC jest takze zalezna od wigzania receptorow KIR komoérek NK z HLA 11

komorek nowotworowych. Potwierdzono, ze zaréwno wysoka liczba ligandéw KIR oraz
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nadekspresja  HLA na powierzchni komorek chioniaka sg negatywnymi markerami

prognostycznymi odpowiedzi na rytuksymab (98) (99).

Spadek zdolnosci rytuksymabu do indukcji ADCC zaobserwowano takze pod wptywem
hamowania syntezy cholesterolu przez statyny (77), w niedoborze witaminy D (100) oraz przy
duzej dostepnosci sktadowej dopetniacza C3b (101). Degranulacja komoérek NK moze by¢
takze bezposrednio hamowana przez komorki NHL z wysokim poziomem inhibitora proteazy

serynowej — serpiny B9 (102).

Skutecznos¢ ADCC jest takze modyfikowana przez inne komoérki uktadu odpornosciowego,
niezaangazowane bezposrednio w aktywnos¢ cytotoksyczng. Wykazano, ze monocyty dzieki
proteazom serynowym mogg bezposrednio usuwaé rytuksymab z powierzchni komorek
nowotworowych, a wraz z neutrofilami wytwarzaja reaktywne formy tlenu, ktore uposledzaja
zywotnosc¢ i1 aktywno$¢ efektorowg komorek NK (103,104). Nadekspresja peroksyredoksyny-
1 (PRDX1) w komoérkach NK zwigkszata ich aktywnos¢ przeciwnowotworowa (105).

1.4.4 Inne mechanizmy opornosci komorek nowotworowych  na przeciwciala

monoklonalne anty-CD20

Analiza ekspresji genow w probkach 240 pacjentow z DLBCL wykazala zmniejszong ekspresje
MHC 1 CD58 na powierzchni komoérek nowotworowych, co przektada si¢ na obnizenie
aktywnos¢ limfocytow T i komérek NK (106,107). Analiza in vitro komoérek opornych na
rytuksymab (RRCL, ang. rituximab resistant cel lines ) wykazata nadekspresje i hiperaktywacje
biatek szlakow przekazujacych sygnaty proproliferacyjne tj. NF-xB, PI3K/AKT i ERK1/2 i
antyapoptotycznych BCL-2, BCL-XL i MCL-1 oraz obnizenie poziomu bialek BAK i BAX 0
funkcji proapoptotycznej (36,65,108). Aberracje niektorych z tych biatek (np. NOXA) skutkuja
nawet zmniejszeniem efektywnosci komorek NK do mediacji ADCC w DLBCL (109).
Wykazano z kolei, ze poprzez modyfikacje aktywnosci rodziny bialek BCL-2 mozna

potencjalizowa¢ toksyczno$¢ rytuksymabu wzgledem komorek nowotworowych (110).

Zbadanie mechanizmow opornosci na przeciwciata monoklonalne anty-CD20 jest pierwszym
krokiem do zaprojektowania rozwigzan zwigkszajacych ich skutecznos¢. Material biologiczny
od pacjentow z R/R DLBCL jest trudny do uzyskania ze wzgledu na lokalizacje zmian
chorobowych w weztach chtonnych oraz brak rutynowego wykonywania powtoérnych biopsji

w trakcie leczenia. W zwigzku z tym podstawowym narzedziem badawczym shuzagcym
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weryfikacji kolejnych hipotez badawczych w tym zakresie sa modelowe linie komorkowe
oporne na rytuksymab. Wigkszos¢ z nich powstala w wyniku wielokrotnej 1 wydhuzone;j
ekspozycji komoérek na wzrastajace st¢zenia rytuksymabu, tak by proces nabywania opornosci

nas$ladowat warunki kliniczne (111,112).
1.5 Przeciwciala anty-CD20

Jednym z wiodacych kierunkéw zwigkszania skutecznosci obecnie stosowanych strategii
terapeutycznych jest projektowanie nowych przeciwcialt monoklonalnych mogacych zastapi¢
rytuksymab. Jak dotychczas opracowano kilka nowszej generacji przeciwcial monoklonalnych,
skierowanych podobnie jak rytuksymab przeciwko czasteczce CD20, tj. ofatumumab,
obinutuzumab, ocrelizumab oraz znakowane radioizotopami tozytumomab i ibrytumomab. W
licznych badaniach Kklinicznych oceniano skuteczno$¢ tych przeciwcial w leczeniu réznych
typéw chtoniakéw i nie wykazano znaczacej przewagi nad rytuksymabem (113-116). W
randomizowanym badaniu Il fazy GOYA, gdzie do schematu CHOP dodano obinutuzumab,
nie zaobserwowano réznic w czasie przezycia bez progresji choroby migdzy ramieniem
eksperymentalnym, a grupa leczong schematem R-CHOP. Odnotowano natomiast wyzszy
wskaznik zdarzen niepozadanych stopnia 3 i 4 w stosunku do grupy kontrolnej (117).
Analogicznie, nie wykazano réznic w PFS, ORR (ang. objective response rate, odsetek
obiektywnych odpowiedzi) i OS mig¢dzy ramieniem leczonym ofatumumabem w monotorapii
(109) a rytuksymabem w monoterapii w grupie pacjentow z nawrotowym chtoniakiem
grudkowym (118). Ibrytumomab oraz tozytumomab osiggaja podobne do rytuksymabu
wskazniki PFS i ORR ale wigza si¢ z wyzszym ryzykiem wystgpienia zdarzen niepozadanych.
Podobne wnioski zawarto w metaanalizie 11 randomizowanych badan kontrolnych
oceniajacych skuteczno$¢ poszczegdlnych przeciwciat anty-CD20 u 5261 pacjentéw z
chloniakiem B-NHL CD20*. Dotychczas zaden z wymienionych terapeutykdéw nie zastapit
rytuksymabu w protokotach pierwszej linii leczenia chloniakoéw, a ich zastosowanie w

kolejnych rzutach jest ograniczone (119).

Pewne nadzieje zwigzane s3 rowniez z przeciwcialami bispecyficznymi, ktore wigza si¢ z
dwoma ro6znymi antygenami, czg¢sto obecnymi na innych komoérkach np. komorce
nowotworowej i limfocycie efektorowym wykazujacym dzialanie cytotoksyczne. Przyktadami
takich przeciwciat jest odronekstamab i glofitamab skierowane przeciwko antygenom CD20
oraz CD3. Odronekstamab wigzac si¢ poprzez czasteczke CD3 z limfocytami T moze

angazowac je do bezposredniego cytotoksycznego wplywu na komorki chtoniaka CD20+.
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Wstepne wyniki badania fazy 1 wskazuja, ze odronekstamab w monoterapii moze powodowac
trwalg odpowiedz u pacjentow z nawrotowym lub opornym na leczenie chtoniakiem
nieziarniczym z limfocytéw B, a profil bezpieczenstwa przeciwciata jest akceptowalny (120).

Podobne obiecujace rezultaty w badaniach 2 fazy wykazuje glofitamab (121).
1.6 Inne polaczenia terapeutyczne

Dotaczanie do schematu leczniczego kolejnych chemioterapeutykéw i innych lekow wigze si¢
z ryzykiem zwigkszania potencjatu toksycznego terapii. Poszukiwane sa wigc kombinacje
toksyn z przeciwciatami monoklonalnymi, ktére umozliwiag celowane dostarczanie leku do
komoérek nowotworowych. Polatuzumab wedotyny jest koniugatem przeciwciala wigzacedo si¢
z antygenem CD79b (obecnym na powierzchni 95% komorek chioniakow DLBC) oraz
monometyloaurystatyny (MMAE), ktora wykazuje potencjat antymitotyczny. Kombinowana
budowa zwigzku pozwala w sposob selektywny dostarczcaé MMAE do komorek
nowotworowych ograniczajac jej toksyczny efekt systemowy. W wieloosrodkowym,
randomizowanym  badaniu 1l fazy GO029365 dodanie polatuzumabu wedotyny do
bendamustyny i rytuksymabu znaczgco zwigkszato odpowiedz na leczenie i zmniejszato ryzyko
zgonu o 58% u pacjentow z nawrotowym lub opornym DLBCL. W ramieniu badanym czas
przezycia byt 3-krotnie dtuzszy w stosunku do ramienia standardowego (122). 2-letni wskaznik
PFS wynosit odpowiednio 76,7% i 70,2% (123). Dlatego w kwietniu 2023 FDA (ang. Food
and Drug Administration, Amerykanska Agencja Agencja ds. Zywnosci i Lekow) zatwierdzita
polatuzumab wedotyny w polaczeniu z rytuksymabem, cyklofosfamidem, doksorubicyng i
prednizoen (R-CHP) w pierwszej linii leczenia dorostych pacjentow z DLBCL, chtoniakiem
nieokreslonym lub chtoniakiem z komérek B o wysokim stopniu ztosliwosci 1
Miedzynarodowym Wskaznikiem Prognostycznym wynoszaCym €0 najmniej 2 (124).
Dotychczas FDA dopuszczata stosowanie koniugatu przeciwciato-lek w skojarzeniu z
bendamustyng 1 rytuksymabem (BR) do leczenia pacjentéw z nawrotowym lub opornym na

leczenie DLBCL, ktorzy wczesniej otrzymali co najmniej dwie linie terapii.

Pomimo intensywnych badan nad nowymi strategiami terapeutycznymi, w tym terapiami
celowanymi i immunomodulujacymi schematy oparte o przeciwciata monoklonalne anty-CD20
pozostajg podstawa leczenia DLBCL. Rytuksymab peini kluczowa rolg w obowigzujacych

protokotach terapeutycznych i stanowia fundament schematdéw pierwszego rzutu.
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1.7 Szlak przekaznictwa sygnalu z BCR

Aktywacja receptora limfocytow B (BCR) jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania i
proliferacji komorek B. W warunkach prawidtowych aktywnos¢ tej §ciezki przekaznictwa jest
regulowana wielopoziomowo. W przypadku komorek nowotworowych obserwowana jest
nieprawidtowa, chroniczna aktywacja szlaku przekaznictwa z BCR, co umozliwia przezycie
zmienionych chorobowo komorek. W charakteryzujgcym si¢ gorszym rokowaniem i stabg
odpowiedzig na leczenie podtypie ABC-DLBCL opisano szczegdlny wptyw BCR oraz TLR9
na utrzymujaca si¢ aktywnos$¢ czynnika przezyciowego NF-kB (125). Obserwacje te stanowig
przestanke do testowania inhibitoréow kinaz szlaku BCR w terapii biataczek i chtoniakéw B-
komorkowych (126,127). Do tej pory wiele inhibitorow kinaz szlaku przekaznictwa BCR
znalazto miejsce w badaniach przedklinicznych, klinicznych a nawet uzyskato rejestracj¢ FDA.
Niektore z nich stosowano réwniez w kombinacji z przeciwciatami anty-CD20. Tabela 1

podsumowuje zastosowanie niektorych z inhibitorow BCR.

INHIBITOR CEL ZASTOSOWANIE
MOLEKULARNY
Ibrutynib (PCI- | Inhibitor BTK -chtoniak z komorek ptaszcza (ang. mantle
32765) cell lymphoma, MCL) (rejestracja
FDA)(128)

- przewlekla biataczka limfocytowa (CLL)
(rejestracja FDA) (129)

- makroglobulinemia Waldenstréma (WM)
(rejestracja FDA) (130)

- Chloniak rozlany z duzych komoérek B

(DLBCL) —faza 3 badan klinicznych (131)

- chtoniak grudkowy (FL) — faza 3 badan
klinicznych (132)
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-Chtoniak strefy brzeznej (MZL, ang.
marginal zone lymphoma ) (rejestracja
FDA) (128)

-chtoniak z  matych  limfocytéow B
(SLL, ang. small lymphocytic lymphoma)
— faza 3 badan klinicznych (133)

R406 (forma aktywna
fostamatynibu)

Inhibitor SYK

- Chtoniak rozlany z duzych komoérek B
(DLBCL)- Faza 2 badan klinicznych (134)

- chtoniak z obwodowych limfocytow T —
faza 2 badan klinicznych (135)

delalizyb (CAL-101)

Inhibitor PISK

- przewlekla biataczka limfocytowa (CLL)
- faza 3 badan klinicznych (136)

- chioniak z matych limfocytow B
(SLL, ang. small lymphocytic lymphoma)
— faza 3 (137)

- chloniak grudkowy — faza 3 (138)

- indolentny chtoniak — faza 3 (139)

SC-204052

Inhibitor LCK

- dotychczas nie stosowany w badaniach

klinicznych

MK-2206

Inhibitor AKT

- Chtoniak rozlany z duzych komoérek B
(DLBCL)- 2 faza (140)

- Ostra biataczka szpikowa (AML, ang.

acute myeloid leukemia) — 2 faza (141)

- przewlekta biataczka limfocytowa (ang.
chronic lymphocytic leukaemia, CLL) faza
2 (142)
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- chioniak z matych limfocytow B
(SLL, ang. small lymphocytic lymphoma)
—faza 2 (142)
GDC-0068 Inhibitor AKT - nawrotowe i oporne na leczenie chloniaki
(Ipatasertib ) - faza 2 (143)

Tabela 1. Zastosowanie niektorych inhibitorow BCR w rozZnych nowotworach
hematologicznych.

Aby wytypowaé najlepsze cele molekularne do hamowania aktywnos$ci szlaku nalezy
szczegdtowo poznac schemat $ciezki sygnatowej z BCR. Na rycinie 2 przedstawiono schemat
przekaznictwa sygnatu z BCR. Po zwigzaniu antygenu z cze¢s$cig zewngtrzng receptora BCR
kinaza LYN fosforyluje wysoce konserwatywne motywy aktywacyjne oparte na tyrozynie
(ITAM), ktore znajduja si¢ w obrebie receptorow CD79A (Iga) i CD79B (Igf) (144). Nastepnie
dochodzi do zaleznej od LYN aktywacji kinazy SYK — jej fosforylacji na tyrozynie 352.
Jednoczesnie kinaza LYN aktywuje fosfatazy hamujace transdukcje¢ sygnatu z BCR, a wigc
pelni podwdjna rolg pozytywnego i negatywnego regulatora szlaku. Gdy kinaza SYK zwiaze
si¢ z aktywnymi domenami ITAM CD79A/B dochodzi do jej autofosforylacji na tyrozynie
525/526 co wzmacnia sygnal BCR. Kolejno sygnal aktywacyjny przekazywany jest przez
kinaze tyrozynowa Brutona (BTK) (145). Ponadto dochodzi do zaleznej od LYN fosforylacji
cytoplazmatycznej czgsci antygenu CD19 (pozytywnego koreceptora BCR) co powoduje
przemieszczenie si¢ w stron¢ blony komorkowej PI3KS. Kinaza PI3 przeksztatca 4,5-
bisfosforan fosfatydyloinozytolu (PIP2) w 3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP3). PIP3
wzmacnia sygnal podwojnie: z jednej strony wraz z 3-fosfatydyloinozytylozalezng kinaza
biatkowa 1 (PDK1) aktywuje kinaze AKT, z drugiej strony jest niezbedny do przekazania
sygnatu przez wczesniej aktywowang BTK (144).

Aktywna kinaza AKT (czyli ufosforylowana w dwdch miejscach: na treoninie 308 przez PDK1
i serynie 473 przez kompleks kinazowy mTORC2) reguluje biatka mTOR, GSK3 oraz
czynniki transkrypcyjne FOXO1/3 a dalej MCL-1, BCL-x., XIAP, cyklina D2, MYC. W
efekcie ta czes$¢ szlaku bezposrednio reguluje cykl komorkowy, apoptoze i mechanizmy

naprawcze (146,147).

Jak wspomniano PIP3 jest takze niezbedny do przekazania sygnatu przez kinaze¢ BTK. BTK
hydrolizuje PIP3 przez PLCy2 w efekcie czego powstaja dwa drugorz¢dowe przekazniki
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sygnatu tj. 1,4,5-tr6jfosforan inozytolu (IP3) oraz diacyloglicerolu (DAG). IP3 poprzez
uwolnienie jonéw wapnia do wnetrza komorki aktywuje kalmoduling, ktéra za pomoca
czynnikow transkrypcyjnych NF-AT oraz IRF4 reguluje m.in. powstawanie komorek
plazmatycznych. Z kolei uruchomienie szlaku DAG aktywuje kinaze¢ PKCP niezbedng do
utworzenia kompleksu CBM (CARD11, BCL10 i MALT1), ktory rekrutuje IKK - aktywator
czynnika transkrypcyjnego NF-xB. W postaci nieaktywnej NF-«B jest zwigzany w cytoplazmie
przez biatko inhibitorowe 1kB. Podczas aktywacji kanonicznego szlaku przekaznictwa kinaza
IKK2 fosforyluje inhibitor IkB, co prowadzi do jego oddysocjowania od NF-xB. Uwolniony
NF-xB przemieszcza si¢ do jadra komdrkowego, gdzie dziata jako regulator ekspresji genow
zwigzanych z przezyciem 1 proliferacja limfocytow. Poza aktywacja wspomnianych
przekaznikow drugorzedowych dodatkowo PLCy2 wptywa na szlak kinaz aktywowanych przez
mitogen (MAPK) zawierajacy biatka ERK1/2, JNK oraz p38 MAPK. Na ostatnim etapie szlaku
mozliwa jest negatywna regulacja NF-xB za pomoca A20. Fosfatazy SHIP-1 i PTEN hamuja
natomiast sygnalizacje¢ PI3K (144).

RECEPTOR BCR
Przytaczenie \ / Iga
antygenu do ANTYGEN IgB
receptora BCR i
cross-linking
receptoréw IBRUTYNID CD19 IDELALIZYB
ACALABRUTYNIB KOPANLIZYB
BCR ZANABRUTYNIB DUWELIZYB
TIRABRUTYNIB UMBRALIZYB ITAM
ORELABRUTYNIB
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, /
°°°°°° MK-2206
W3 pi3k GDC-0068
PERYFOZYNA

FOSTAMATYNIB
(R406)
ENTOSPLETYNIB
CERDULATYNIB

Przekazywanie
sygnatu
wewnatrz

komérki przez
szlak kinaz TAK-659
tyrozynowych Q
”””””””””””””””””””””””””””” Ca?
Aktywacja
@ czynnikow NFAT
transkrypcyjnych i

ic
przemieszczenie do
jadra komérkowego

Rycina 2. Szlak przekaznictwa sygnatu z receptora BCR.

37

KAPIWASERTYD



1.8 Inhibitory kinaz LYN, LCK, SYK, BTK

Jak wspomniano kinaza LYN petni podwdjng funkcje regulatora pozytywnego i negatywnego
szlaku przekaznictwa z BCR. Wydaje si¢, ze sama rzadko jest czynnikiem onkogennym, ale
udowodniono, ze moze wykazywac takie wlasciwosci w polaczeniu z biatkami adaptorowymi
Cbp/PAG (148). Ponadto opisano udziat LYN w tworzeniu mikrosrodowiska wspierajacego
wzrost komoérek nowotworowych w CLL (149). Dlatego ewentualne proby jej izolowanej
regulacji nie sg obiecujgce w kontekscie dzialania przeciwnowotworowego i1 ograniczajg si¢

obecnie do prob regulacji mikrosrodowiska CLL za jej posrednictwem (150).

Udowodniono, ze uznawana wczesniej za specyficzng dla limfocytow T kinaza LCK roéwniez
uczestniczy w transdukcji sygnatow prozyciowych z BCR, a w przypadku niektorych
nowotworow z limfocytow B opisano jej mozliwy potencjat onkogenny (151). Dotychczas
najwicksze mozliwosci przeciwnowotworowego dziatania poprzez inhibicje kinazy LCK
opisano w modelu CLL (152). Zastosowanie zotyracyklibu (TG02), ktory jest niespecyficznym
inhibitorem wielu kinaz (w tym LCK i FYN) powoduje blokade przekazywania sygnatu przez
BCR oraz uniemozliwia aktywacje NF- kB 1 AKT, co w efekcie moze prowadzi¢ do apoptozy
komorek biataczkowych (153). W potaczeniu z ibrutynibem TG02 wykazuje umiarkowang
synergi¢ co sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania zwigzku do przelamywaniu opornosci na
dziatanie antagonistow BCR (153). Aktywacja niereceptorowej kinazy SYK jest niezb¢dna w
celu przekazania sygnatu z BCR na nizsze molekuty szlaku - PI3K, BTK i PLCy2. Silng
aktywacje tej kinazy, a wigc jej potencjalny udziat onkogenny opisano w przypadku komoérek
linii DLBCL i CLL (154).

Najwigcej badah o najwyzszym zaawansowaniu klinicznym nad antyonkogennym potencjatem
hamowania kinazy SYK przeprowadzono przy uzyciu fostamatynibu, ktory jest prolekiem
aktywnego metabolitu o nazwie R406 i specyficznym inhibitorem kinazy SYK. Inne dostepne
inhibitory (entospletynib (GS-9973), cerdatulatynib (PRT062070) oraz TAK-659 ) uzywano w
badaniach wczesniejszych faz. Inkubacja komoérek z R406 wywotuje blokade sygnatu z BCR i
receptorow integrynowych, zmniejsza migracj¢ 1 adhezj¢ komorek w szpiku 1 weztach
chtonnych, a nawet czgsciowo powoduje apoptoze w modelach komorkowych CLL i innych
nowotworow B-komoérkowych (155). W mysim modelu CLL podanie R406 powodowato
blokad¢ sygnatu z BCR, redukcje¢ proliferacji i przezywalno$ci komorek i w efekcie
zahamowanie progresji choroby (156). Mimo =zachecajacych rezultatow =z badan

przedklinicznych w badaniau II fazy wsrod pacjentéw z nawrotowym i opornym DLBCL, ORR

38



na leczenie fostamatynibem wynosit jedynie 3% (134). Wydaje si¢, ze polaczenie inhibitorow
SYK z innymi lekami ukierunkowanymi na szlak przekaznictwa z BCR mogloby
potencjalizowa¢ ich antyonkogenne dzialanie. Jednakowoz wstepne wyniki badania fazy II
skojarzonego stosowania entospletynibu z inhibitorem PI3K — idelalizybem sugerujg ostrozne
ich faczenie z uwagi na wysokie ryzyko (prawie 20%) wystepowania ciezkich dziatan
niepozadanych takich jak zapalenie ptuc i zgon w jego przebiegu. W wyniku laczonego uzycia
dwoch badanych lekéw doszto do nieoczekiwanego, silnego zahamowania szlaku mTOR i

wigzgcej sie z tym silnej reakcji zapalnej (157).

Nalezaca do rodziny SYK/ZAP kinaza tyrozynowa ZAP-70 réwniez ma znaczenie
prognostyczne dla agresywnego przebiegu CLL (158). Niezaleznie od zaawansowania
klinicznego choroby wysoka ekspresja ZAP-70 koreluje ze skroceniem OS (159).
Nieprawidlowa koekspresja ZAP-70 1 SYK jest opisanym czynnikiem onkogennym réwniez w
przypadku ostrej biataczce limfoblastycznej (ALL) i w chloniaku ptaszcza (127). Wydaje sig,
ze udziat ZAP-70 w transmisji sygnatu z BCR polega na stabilizacji wigzania fosforylacji SYK,
a nie jej autonomicznej aktywnosci enzymatycznej, ktora jest bardzo niska (161). Dlatego proby
jej hamowania nie wydaja si¢ by¢ obiecujaca strategia terapeutyczng. Jak dotychczas proby
uzycia selektywnych inhibitorow ZAP-70 ograniczone s3 do chorob autoimmunologicznych
(162).

Kolejng czasteczka sygnatowa w kaskadzie przekaznictwa z BCR jest kinaza BTK. Kinaza
tyrozynowa Brutona (BTK) jest jedng z kinaz z rodziny TEC. Zahamowanie dzialania kinazy
BTK prowadzi do uposledzenia funkcjonowania zaleznego od BCR, antyapoptycznego biatka
BCL-xL a wiec w konsekwencji prowadzi do apoptozy komorek. Udowodniono takze jej udziat
w przekazywaniu sygnatu z receptorow chemokinowych, TLR oraz Fc (163,164). Ze wzgledu
na bezposredni udzial w przekazywaniu sygnatu z BCR, biatko BTK jest atrakcyjnym celem
do projektowania lekow hamujacych calg §$ciezke w nowotworach wywodzacych si¢ z
limfocytow B. Ponadto, z uwagi na ekspresj¢ BTK w populacjach komorek mieloidalnych
stanowigcych element mikrosrodowiska guzow, od niedawna hamowanie kinazy budzi
zainteresowanie takze w kontekscie terapii guzow litych (163). Inhibitory BTK moga wigzaé
si¢ z kinazg kowalencyjnie w resztach cysteiny typu dzikiego (WT, ang. wild-type) lub
zmutowang forma Cys481 oraz niekowalencyjnie zajmowac¢ kieszen ATP lub H3 BTK.
Wszystkie obecnie zatwierdzone sag inhibitorami kowalencyjnymi hamujacymi aktywno$é

enzymatyczng BTK silnie i nieodwracalnie. W efekcie uposledzaja proliferacje, chemotaksje,
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transport 1 adhezje limfocytoéw B oraz komorek nowotworowych wywodzacych si¢ z nich

(165).

Ibrutynib (inaczej PCI-32765) czyli inhibitor BTK pierwszej generacji ma najwigksze spos$rod
calej grupy zastosowanie kliniczne. W 2013 roku FDA wydala pozwolenie na stosowanie
ibrutynibu u chorych z chtoniakiem z komoérek ptaszcza (166). Obecnie wskazania do
stosowania ibrutynibu ulegly rozszerzeniu 1 obejmujg: przewlekla biataczke limfocytowa
(rowniez w skojarzeniu z rytuksymabem), makroglobulinemi¢ Waldenstroma (rowniez w
skojarzeniu z rytuksymabem), nawrotowa/oporng form¢ chtoniaka strefy brzeznej, chtoniaka z
matych limfocytow, przewlekla chorobe przeszczep-przeciwko-gospodarzowi, a w potaczeniu

z obinutuzumabem przewlekla biataczke limfocytowa w pierwszej linii leczenia (130).

Skutecznos$¢ ibrutynibu w monoterapii w kolejnej linii leczenia u pacjentéw z nawrotowym lub
opornym CLL jest wysoka, catkowity odsetek obiektywnych odpowiedzi wynosit ponad 70%
nawet w grupie pacjentow z obecnym niekorzystnym czynnikiem rokowniczym zgodnej z linig
zarodkowa CLL sekwencji IGVH (ang. Immunoglobulin Heavy Chain Variable Region, region
zmienny tancucha ci¢zkiego immunoglobulin) (75, 76). Odpowiedz byta dlugotrwata, po 26
miesigcach szacowano wskaznik PFS na 75% a OS na 83%. W badaniach III fazy u pacjentow
z CLL ibrutynib wykazal wyzszy ORR, dluzsze PFS i OS w poréwnaniu do terapii
konwencjonalnych (ofatumumabu, rytuksymabu, chlorambucylu oraz immunochemioterapii)
(165). Zadawalajace wyniki stosowania ibrutynibu w monoterapii nowotworow
hematologicznych okazaly si¢ by¢ kamieniem milowym przynoszac mozliwos$¢ leczenia
nowotworow z komorek B bez chemioterapii. Do§wiadczenia kliniczne wykazaty jednak liczne
wady monoterapii: niski wskaznik catkowitych remisji, niewykrywalno$¢ minimalnej choroby
resztkowej (UMRD, ang. unmeasurable residual disease), lekoopornos$¢, potencjalng
toksyczno$¢. Ibrutynib jest niespecyficznym inhibitorem BTK. Wykazano, ze poprzez
tworzenie niespecyficznych wigzan w resztami cysteinowymi innych biatek moze hamowac
kinazy rodzin EGFR, SRC, ITK i inne (168). Toksyczno$¢ niezwigzana z podstawowym celem
molekularnym (tzw. ang. off-target toxicity) jest przyczyng pojawiania si¢ podczas terapii
dzialan niepozadanych (kardiotoksycznos¢, zaburzenia krzepnigcia, wystgpowanie infekcji
oportunistycznych (168,169)) i jest najpowazniejszym czynnikiem ograniczajagcym szerokie
zastosowanie ibrutynibu oraz najczestsza przyczyna przerywania terapii. Inhibitory BTK
drugiej generacji do ktorych zaliczamy akalabrutynib (ACP-196), zanubrutynib (BGB-3111),
tirabrutynib (ONO/GS-4059) i orelabrutynib (ICP-022) wykazujg wyzszg selektywno$¢ wobec

40



BTK, co przektada si¢ na mniejszg toksycznos¢ (170). Kolejnym problemem terapeutycznym
jest oporno$¢ na ibrutynib powigzana ze zmniejszeniem powinowactwo do kinazy w przypadku
zamiany cysteiny na seryng w miejscu wigzania leku. W przypadku mutacji typu nabycia
funkcji w PLCy2 (R655W i L845F) dochodzi do autonomicznej aktywnosci BCR, a mutacja
zmiany sensu w obrebic CARD11 promuje niezalezng od BTK aktywacj¢ NF-kB w DLBCL i
MCL (171). Ponadto w przypadku CLL i FL stwierdzono aktywujgca mutacje w BTK (L528
W), ktéra moze powodowaé opornos¢ na leczenie ibrutynibem. Podczas dtugotrwatej terapii
moze dochodzi¢ do aktywacji alternatywnych szlakow sygnatowych niezaleznych od BCR, co
takze promuje przezycie i wzrost komorek nowotworowych (172). W kolejnych probach
klinicznych taczy si¢ wiec ibrutynib lub inne inhibitory BTK z dostepnymi schematami
leczniczymi aby potencjalizowac efekty terapii, ogranicza¢ oporno$¢ na pojedyncze leki i
toksyczno$¢ zwigzang z duzymi dawkami poszczegodlnych substancji. W badaniu Il fazy
HELIOS wykazano, ze dodanie ibrutynibu do bendamustyny stosowanej z rytuksymabem u
pacjentow z R/R CLL/SLL znaczaco poprawia skuteczno$¢ leczenia oceniang W postaci
pierwszorzedowych punktow koncowych tj. dlugos¢ PFS i OS oraz drugorzgdowego punktu

koncowego ORR bez pogorszenia profilu bezpieczenstwa terapii (173).
1.9 Inhibitory PI3K w terapii chorob limfoproliferacyjnych

Kinaza PI3K jest heterodimerem jednostek regulatorowych oraz katalitycznych wystepujacych
w 4 izoformach (p110a, p110B, p1103 i p110y) sposrod ktorych p1108 odgrywa szczegodlng
role w dojrzewaniu limfocytow B. Obecnos$¢ dysregulacji w obrebie szlaku PISBK-AKT—
MTOR wystepuje w prawie 40% réznych typow nowotwordw (174). Najczesciej do zaburzen
szlaku dochodzi na skutek catkowitej utraty ekspresji biatka PTEN (30%), czyli negatywnego
regulatora szlaku, oraz mutacji genow PIK3CA (13%), PTEN (6%) i AKT (1%) (174). Chociaz
poczatkowa analiza danych TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas, Alas Genomu Raka) nie
wykazata zwiekszonej czestosci mutacji PI3K w grupie pacjentow z DLBCL, to obecnie
pojawia si¢ coraz wigcej doniesien o zaburzeniach szlakow zwigzanych z AKT w licznych
nowotworach hematologicznych (175). U prawie 10% pacjentow z DLBCL stwierdza si¢
zwigkszong aktywnos$¢ szlaku wywotang mutacjg w obrebie genu kodujacego p110 a(176).
Mutacje lub amplifikacje PIK3CA stwierdza si¢ w 68% przypadkow chioniaka z komorek
ptaszcza i tylko w 5,6% przewleklej biataczki limfatycznej (177). Ponadto wykazano, ze
wyzszy poziom p-AKT koreluje z nadekspresja MYC i BCL-2, co klinicznie zwigzane jest z
agresywnym przebiegiem choroby i przektada si¢ na krotszy PFS (178). W przypadku
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chloniaka grudkowego do zwigkszonej aktywacji szlaku PI3K/AKT najczesciej prowadzi
zwickszona fosforylacja AKT lub obnizony poziom ekspresji PTEN (179). W wigkszosci
przypadkéw GCB (ang. Germinal Center B-cell-like) DLBCL stwierdza si¢ utrat¢ PTEN
powodujgca nadaktywnos¢ PIBK/AKT (180). Nadmierng fosforylacje AKT stwierdzono w
63% preparatéw biopsyjnych pacjentéw z chtoniakiem Hodgkina oraz prawie 50% przypadkow
chtoniaka z obwodowych limfocytow T (181,182). Wysoki poziom aktywnej kinazy AKT
wystepuje takze w grupie pacjentow z CLL z niekorzystnymi rokowniczo mutacjami TP53 i
NOTCH oraz w charakteryzujacym si¢ agresywnym przebiegiem zespole Richtera.
Eksperymentalne zwigkszenie aktywacji AKT w modelu mysim CLL wywotato transformacje
w zesp6t Richtera (183). W przypadku GCB DLBCL za aktywacj¢ AKT odpowiada toniczny
(niezalezny od antygenu) sygnat z BCR, a wyciszenie kinazy jest toksyczne dla komodrek
nowotworowych. Podobnie konstytutywna aktywacja czynnika NF-xB , ktory rowniez podlega
regulacji przez AKT, jest obserwowana w podtypie ABC DLBCL (177). Wykazano, ze
pojawienie si¢ konstytutywnej aktywacji szlaku PI3K/AKT i czynnika NF-xB moze
odpowiada¢ za nabywanie opornosci komoérek NHL na radioterapi¢. Zastosowanie inhibitoréw
kinazy PIBK/AKT (LY294002 lub SH-5) zwigksza apoptoz¢ komorek roznych linii chtoniaka
Burkitta poddawanych radioterapii (184). Badania w modelu in vitro wskazywaly, ze inhibitory
PI3K (ale nie AKT) moga wywotywac apoptoz¢ komorek nowotworowych poprzez wpltyw na
szlak RAF-MEK-ERK ale obserwacje te nie zostaty powtdrzone w warunkach in vivo (185).
Wobec tak licznych doniesien nt. roli szlaku PI3K/AKT w patogenezie nowotworow
limfoproliferacyjnych, hamowanie poszczegélnych sktadowych szlaku PISBK-AKT-mTOR

jest obecnie preznie rozwijajacym si¢ kierunkiem poszukiwan nowych strategii leczenia.

Sposrod dostepnych inhibitorow kinazy PI3K najwigksze zastosowanie majg idelalizyb
(selektywny wobec PI3K$), kopanlizyb (inhibitor PI3K3 oraz a) oraz duwelizyb (inhibitor
PI3K& oraz y) (144). Poczatkowo obserwowana wysoka skutecznos¢ prekursora grupy -
idelalizybu w leczeniu opornego/nawrotowego DLBCL przesadzita 0 szybkim rozpoczeciu
badan w grupie chorych na wczesnych etapach choroby, dla ktorych dotychczas lini¢ leczenia
stanowita standardowa immunochemioterapia (186). Niemniej, w trzech badaniach klinicznych
fazy III oceniajacych korzys¢ z dodania idelalizybu do standardowego schematu leczenia
pierwszego rzutu CLL i wczesnego stadium NHL o powolnym przebiegu/chtoniaka z matych
limfocytow (iNHL/SLL) zanotowano nieakceptowalng ilos¢ powaznych dziatan
niepozadanych (SAE, ang. serious adverse event) i zwigkszone ryzyko zgonu w poréwnaniu do

grupy kontrolnej. Ze wzgledu na niepewny profil bezpieczenstwa leku przerwano niektore
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toczace si¢ badania kliniczne i poddano weryfikacji wskazania do stosowania idelalizybu (157).
Ograniczono stosowanie idelalizybu jedynie do leczenie kolejnego rzutu w skojarzeniu z
rytuksymabem pacjentow z CLL lub w pierwszym rzucie przy wystepowaniu delecji
17p/mutacji TP53 jesli nie kwalifikujg si¢ do innych terapii. Ponadto idelalizyb mozna
stosowa¢ W przypadku opornego na leczenie chtoniaka grudkowego. Obecnie jego

zastosowanie w terapii NHL jest marginalne.

Wydaje si¢, ze na skutek preferencyjnego hamowania izoformy 6 moze dochodzi¢ do
kompensacyjnego wzrostu ilosci izoformy a, co indukuje opornos¢ na idelalizyb. Kopanlizyb
jako inhibitor obu izoform zapobiega nabywaniu oporno$ci przez komorki nowotworowe.
Wykazano jego wysoka skuteczno$¢ nawet w opornym na ibrutynib podtypie ABC DLBCL,
gdzie ekspresja PI3Ka jest szczegodlnie nasilona (187). Jednak ostatnie wyniki podwojnie
zaslepionego, kontrolowanego placebo badania 3 fazy CHRONOS-4 nie wykazaty przewagi
kopanlizybu w polaczeniu ze standardowsg immunochemioterapig w poréwnaniu z ramieniem
kontrolnym u pacjentow z nawrotowym iNHL. Ponadto w ramieniu badanym zaobserwowano

istotnie gorszg tolerancj¢ leczenia (188).

Do najnowszych zarejestrowanych inhibitorow naleza duwelizyb (wcze$niej IPI-145,
podwdjny inhibitor PI3K$ i PI3Ky) i umbralizyb (dawniej TGR-1202, selektywny inhibitor
PI3K9, jak rowniez kinazy kazeinowej-lg), charakteryzujacy si¢ korzystnym profilem
bezpieczenstwa (189). Metaanaliza Wang i wsp. wykazata skuteczno$¢ i akceptowalny profil
bezpieczenstwa kopanlizybu w skojarzeniu z rytuksymabem w terapii R/R B-NHL (190). W
badaniu fazy I porownujacym ofatumumab z duwelizybem w leczeniu nawrotowej i oporne;j
na leczenie CLL/SLL wykazano przewagg inhibitora PI3K w zakresie ORR i PFS (191).
Duwelizyb uzyskat rejestracje w kolejnej linii leczenia R/R CLL/SLL a umbralizyb w razie
niepowodzenia leczenia chtoniaka grudkowego i strefy brzeznej (189). Wyniki badania I11 fazy
DUO wykazaty zwiekszone ryzyko zgonu i SAE po 5-latach obserwacji pacjentow leczonych
duwelizybem, co zaskutkowalo wydaniem ostrzezenia FDA w 2022 r (192). Najnowszy z
zarejestrowanych inhibitorow PI3K — umbralizyb wykazat skuteczno$¢ w polaczeniu z
ublituksymabem (nowej generacji przeciwciatem anty-CD20) a nawet z ublituksymabem i z

ibrutynibem/akalabrutynibem (w kombinacji pionowej) w leczeniu w CLL i NHL (193-195).

Dotychczas opracowano wiele inhibitorow samej kinazy AKT z ktorych najwigksza grupe
stanowig inhibitory kompetycyjne ATP oraz allosteryczne. Przyktadem inhibitora I generacji

jest peryfozyna, ktora ze wzgledu na niewielkg skuteczno$¢ i umiarkowang toksyczno$¢ nie jest
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obecnie testowana w badaniach Kklinicznych w kontekscie leczenia nowotwordw
limfoproliferacyjnych (196). Trwaja badania skuteczno$ci allosterycznego inhibitora drugiej
generacji MK-2206, ktory w badaniach przedklinicznych wykazatl silng aktywno$¢ toksyczna
wobec komorek roéznych typow chloniaka zarowno in vitro jak i ex vivo (197). W badaniu Il
fazy u pacjentow z nawrotowym lub opornym na leczenie chloniakiem, MK2206 rowniez
wykazal wysoka skuteczno$¢ 1 akceptowalny profil bezpieczenstwa (140). Innym
kompetycyjnym inhibitorem wszystkich trzech izoform pAKT jest ipatasertyb (GDC-0068)
(198), ktory obecnie testowany jest w badaniu II fazy u pacjentéw z réznymi typami
nowotworéw 0 potwierdzonych mutacjach szlaku PISK/AKT (143). W 2023 r. FDA
zatwierdzita kapiwasertyd - inny inhibitor Il generacji, do leczenia zaawansowanego raka piersi
z mutacjag PIK3CA/AKTL/PTEN (199). Skuteczno$¢ kapiwasertybu w leczeniu R/R NHL
obecnie oceniana jest w badaniu Il fazy o akronimie CAPITAL (200). W badaniach
przedklinicznych wykazano takze skuteczno$¢ kapiwasertybu w potaczeniu z wenetoklaksem i

rytuksymabem w modelach R/R DLBCL in vitro i in vivo.

Podsumowujac, po poczatkowym entuzjazmie wynikajacym z wynikow badan
przedklinicznych i pierwszych badan klinicznych, zastosowanie inhibitorow PI3K w leczeniu
nowotworow zostalo ograniczone z powodu ostrzezen dotyczacych wystepowania powaznych
dziatan niepozadanych. Najnowsze inhibitory kinazy AKT charakteryzujg si¢ lepsza tolerancjg
leczenia. W opublikowanej niedawno pracy zaproponowano wielopoziomowe, pionowe
kombinacje inhibitorow osi PI3K/AKT. Zastosowanie 3 inhibitoréw (idelalizybu, ipatasertibu,
GSK2334470) pozwolito uzyska¢ wysoka aktywnos¢ przeciwnowotworowg wobec komorek
DLBCL przy niskich dawkach poszczegolnych inhibitoréw, a wiec bez ryzyka powaznych
dziatan niepozadanych, co potwierdzono w badaniu in vivo w modelu mysim (201). Przed
sformutowaniem konkretnych wnioskéw nt. mozliwosci transpolowania takich kombinacji do

schematow terapeutycznych konieczne jest przeprowadzenie kolejnych badan.
1.10 Salinomycyna i zwiazki jonoforowe

Sposrod wielu zwigzkoéw o opisanym juz wplywie na kinaze AKT szczegodlnie interesujaca jest
salinomycyna. Salinomycyna jest antybiotykiem polieterowym wyizolowanym ze
Streptomyces albus. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa salinomycyny wynika z jej
wlasciwosci jonoforowych czyli kompleksujacych jedno- i dwuwarto$ciowe kationy (w
szczegblnosci potas) i udziale w ich przezblonowym transporcie, coO powoduje zaburzenie

ci$nienia osmotycznego, a w konsekwencji $mier¢ komorki. Salinomycyna wykazuje silne i
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selektywne dziatanie przeciwnowotworowe. Wykazano jej zdolnos¢ do indukowania apoptozy
w komorkach nowotworowych pacjentdw z ostra biataczka z limfocytéw T. RoOwnoczes$nie nie
wykazywata takiego dzialania wobec limfocytow T od zdrowych dawcow (202). W modelu
niedrobnokomorkowego raka pluc salinomycyna hamowata wzrost 1 przezycie kolonii oraz
potencjal inwazyjny komoérek nowotworowych (203). Salinomycyna uwrazliwia komorki
nowotworowe na radioterapi¢ (204). Aktywno$¢ przeciwnowotworowg salinomycyny
wykazano wobec réznych typéw nowotworéw, m.in. chloniakow i CLL. Doktadne
mechanizmy tego dziatania pozostajg nieznane, ale dotychczas opisano jej hamujacy wptyw na
szlak WNT/B-kateniny (205), mTORCL1, czynniki transkrypcyjne NANOG, OCT4 i SOX2,
cykling D, regulacje proapoptycznego biatka NAG-1 (203), akumulacj¢ jadrowa p27kipl,
hamowanie fosforylacji oksydacyjnej(206) oraz wptyw na transportery ABC glikoproteiny P
(207). Salinomycyna zwigksza produkcje reaktywnych form tlenu poprzez hamowanie
autofagii i akumulacje uszkodzonych mitochondriow (179). Zaobserwowano, ze salinomycyna
moze efektywnie przelamywac¢ oporno$¢ komoérek nowotworowych na standardowo stosowane
chemioterapeutyki. Za ten efekt prawdopodobnie odpowiada jej negatywny wpltyw na
glikoproteing P. Stad proby taczenia salinomycyny z paklitakselem w obrgbie nosnikéw

nanosystemowych (209).

Wydaje si¢, ze salinomycyna moze regulowac aktywno$¢ AKT zardwno pozytywnie jak i
negatywnie, w zaleznos$ci od typu nowotworu. Pozytywny wplyw na aktywnos¢ kinazy AKT
zaobserwowano w komoérkach raka piersi (210). Z drugiej strony w innych pracach wykazano,
ze salinomycyna moze hamowaé aktywno$¢ AKT i NF-«xB a takze zalezny od niej kompleks
TORC1  (205,211). Dotychczas nie  zbadano  szczegétowo  mechanizméw

przeciwnowotworowego dziatania salinomycyny w modelach chtoniakow B-komdrkowych.

Stosowanie salinomycyny i jej pochodnych u ludzi jest ograniczone z uwagi na potencjalng
toksycznos$¢. Jednym z gtownych dziatan niepozadanych jest martwica migsni spowodowana
zahamowaniem produkcji ATP przez uszkodzone, w wyniku zaburzen réwnowagi jonowej,
mitochondria. Dlatego trwaja pracg na opracowaniem pochodnych salinomycyny
charakteryzujacych si¢ mniejszym potencjalem toksycznym, ale wigksza aktywnos$cia

przeciwnowotworowa (212).

Dotychczas opisano ponad 100 struktur chemicznych zwigzkéw o podobnym do salinomycyny
mechanizmie dziatania, jednak to salinomycyna jest najbardziej obiecujacym zwigzkiem w

kontekscie leczenia przeciwnowotworowego. Monenzyna byla pierwszym sposrod
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wyizolowanych  zwigzkéw  jonoforowych. W modelu in vitro wykazano jej
przeciwnowotworowe dziatanie wobec komodrek réznych typoéw chloniakéw poprzez
zatrzymanie cyklu komoérkowego i indukcj¢ apoptozy (213). Podobnie jak salinomycyna
charakteryzuje si¢ toksycznoscig wzglgdem kardiomiocytow. Opisano takze proapoptotyczny
wplyw innego jonoforu - jonomycyny wobec komorek raka nerki w warunkach in vitro i in vivo
(214). Do innych badanych w kontekscie leczenia przeciwnowotworowego zwigzkow

jonoforowych nalezg narazyna, nigerycyna i kwas lazalowy (215,215,216).

Kazdego roku do badan klinicznych trafia ponad 500 nowych zwigzkéw o potencjalnie
przeciwnowotworowym dziataniu. Szacuje si¢, ze catlkowity koszt opracowania nowej
substancji chemicznej od etapu badan przedklinicznych do zatwierdzenia jej jako lek przez
odpowiednie organy regulacyjne moze wynosi¢ nawet 2,5 miliarda dolarow (217). Tylko 5-
10% lekow testowanych w badaniach klinicznych uzyskuje rejestracj¢ do leczenia. Dodatkowo
proces oceny w badaniach klinicznych jest dhugotrwaty. Z przytoczonych powodow
poszukiwanie nowych kombinacji terapeutycznych w oparciu o istniejace juz zwiazki jest
jednym z wiodacych kierunkow badan w onkologii. Dwadziescia lat od wprowadzenia
rytuksymabu do powszechnego stosowania w schemacie R-CHOP poszukiwania kombinacji
zwickszajacej skutecznos¢ przeciwciat anty-CD20 celem stworzenia schematu wolnego od
chemioterapii pozostaja nieukonczone. Wydaje si¢, ze jedng z przyczyn dotychczasowych
niepowodzen moze by¢ odcigcie podejmowanych klinicznie prob od oceny synergizmu
potaczen lekowych na etapie molekularnym. Dlatego, punktem wyjscia dla przedmiotowej
rozprawy doktorskiej byto ustalenie mechanizméw regulacji ekspresji antygenu CD20, a
nastgpnie proba wplynigcia na te mechanizmy znanymi juz lekami. Zalozenia te

usystematyzowano w szczegdtowych celach pracy przedstawionych ponize;.

46



2. Cele pracy
Cele niniejszej pracy doktorskiej:
1. Zbadanie wptywu inhibitorow przekaznictwa sygnalu  z receptora BCR (z
uwzglednieniem kinaz SYK, BTK, PI3K i AKT) na ilo§¢ antygenu CD20 na

powierzchni komoérek nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytow B.

2. Zbadanie wplywu inhibitorow kinaz SYK, BTK, PI3K i AKT na przeciwnowotworowy
efekt przeciwcial monoklonalnych anty-CD20.

3. Zwigkszenie ilosci antygenu CD20 i spotegowanie skutecznosci dziatania przeciwciat

anty-CD20 poprzez wplyw na $ciezke PI3K/AKT.

4. Poszukiwanie mechanizmu wptywu salinomycyny i innych zwigzkéw jonoforowych na

ilo§¢ antygenu CD20.
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3. Materialy i metody

3.1 Zasady prowadzenia hodowli komérkowych

Wszystkie czynnosci hodowlane na kulturach komoérkowych wykonywano z uzyciem komory
o laminarnym przeptywie powietrza [NuAire] zapewniajacej sterylne warunki pracy. Hodowle
komorkowe prowadzono w specjalistycznych butelkach hodowlanych [BD Biosciences], w
inkubatorze zapewniajacym stabilne srodowisko tj. temperature 37°C, 5% CO2 oraz przy 95%

wilgotnosci.

Komorki Karpas-422 pochodza z  Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures. Line OCI-Ly1 i 7 otrzymano od Prof. Margaret Shipp,
Dana-Farber Cancer Institute, Boston, USA. Pozostate ustalone linie komérkowe zakupiono w
Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych (ang. American Type Culture Collection
ATCC).

W tabeli zestawiono wykorzystywane linie komodrkowe z typem nowotworu, ktory

reprezentujg.

Linia komoérkowa | Typ nowotworu

PGA Przewlekta biataczka limfocytowa B-komorkowa (ang. B-CLL)
C1
Raji Chloniak Burkitta (BL, ang. Burkitt lymphoma)

Ramos
Daudi
OClI-Ly1 Chtoniak rozlany z duzych komoérek B (DLBCL)
OCI-Ly7
SU-DHL-4
Karpas 422
Toledo
Pfeiffer

HEK293T Ustalona linia embrionalnych komorek ludzkiej nerki

Tabela 2. Linie komorkowe wykorzystywane do eksperymentow wraz z typem nowotworu, ktory
reprezentujq.
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Wigkszo$¢ hodowli prowadzono z zastosowaniem pozywki RPMI 1640 [Sigma Aldrich].
Komoérki linii OCI-Ly-1 i OCI-Ly-7 hodowano w pozywce IMDM (ang. Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium) [Gibco BRL]. Pozywki suplementowano 10% surowica bydleca (FBS
ang. Fetal bovine serum) [Gibco BRL] oraz mieszaning penicyliny (100 jednostek/ml) i

streptomycyny 100 pg/ml [Sigma Aldrich].

Pozadana gesto$¢ komorek w hodowli wynosita 1-2x10%ml. W zaleznoéci od tempa
namnazania pasaz komoérkowy wykonywano co 2-3 dni. Kazdorazowo zawiesing komorkowa
przenoszono do sterylnych probowek [BD Falcon] o pojemnosci 15ml, a nastgpnie wirowano
[Wirowka Megafuge 1.OR Heracus SEPATECH] przez 4 minuty w temperaturze 4°C i
przyspieszeniu 350 RCF. Po usunigciu supernatantu osad komodrkowy rozpuszczano w
niewielkiej ilosci pozywki. Po policzeniu komorek odpowiednig ilos¢ pasazowano do butelki
ze §wiezg pozywka, a pozostate przeznaczano do doswiadczen, mrozono w celu zabezpieczenia
hodowli lub utylizowano.

W przypadku adherentnej linii HEK293T pozywke usuwano w momencie catkowitego
pokrycia powierzchni hodowlanej butelki przez komorki. Konfluentng hodowlg przeptukiwano
5 ml roztworem PBS [Biowest] pozbawionym jonow Mg?* i Ca?*, ktére mogtyby inaktywowac
trypsyne. Aby odwarstwi¢ komorki od podtoza stosowano 5-minutowg inkubacje w 0,25%
trypsynie [Cytogen] w cieplarce laboratoryjnej. Nastepnie dodawano Sml §wiezej pozywki
hodowlanej w celu zahamowania aktywnosci proteolitycznej trypsyny. Komoérki wirowano w

standardowych warunkach i pasazowano wedtug standardowej procedury.

Za pomoca testu PCR [MycoSPY] — (PCR Mycoplasma Test Kit) systematycznie badano
prowadzone hodowle komorkowe w kierunku zakazenia mykoplazmg. W przypadku
pozytywnego wyniku hodowle leczono gotowym zestawem eliminacyjnym BM Cycling
[Roche] zawierajacym pleuromutyling i tetracykling. Do pozywki dodawano kolejno oba
antybiotyki w ste¢zeniu odpowiednio 10 pg/ml 1 5 pg/ml. Komorki leczono przez 2 tygodnie

(minimum 2 cykle eliminacyjne) lub do czasu uzyskania negatywnego wyniku PCR.

3.2 Liczenie komérek zywych

Liczebno$¢ kolonii szacowano w 10-krotnym powigkszeniu odwrdéconego mikroskopu

optycznego [Axiovert 25 CarlZeiss] z uzyciem kamery Biirkera [Heinz Herenz]. Aby odréznié

komorki martwe od zywych barwiono je wczesniej 0,4% bigkitem trypanu [Sigma-Aldrich],
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ktory wnika do wnetrza martwych komorek przez uszkodzone blony komérkowe i barwi je na
niebiesko. Zawiesing komorkowg mieszano z barwnikiem w stosunku 1:1 (20 ul: 20 ul), a

nastepnie potowe mieszaniny przenoszono na kamere do r¢cznego policzenia.

Liczba komoérek w 1 ml pozywki odpowiada liczbie komoérek zywych zliczonych w 25 polach
wewnetrznych kamery pomnozonej przez 2 (ze wzgledu na rozcienczenie zawiesiny
barwnikiem) oraz przez wspoétczynnik kamery wynoszacy 10 000. Tg samg metodg szacowano
$miertelnos$¢ czyli odsetek martwych, niebieskich komorek w stosunku do wszystkich komorek

z 25 kwadratow.

3.3 Kriokonserwacja, przechowywanie i rozmrazanie hodowli komérkowych

Komoérki przeznaczone do mrozenia zawieszano w mieszaniniec FBS oraz $rodka
krioprezerwacyjnego DMSO [Sigma Chemicals] w stosunku 9:1. Pozadane stezenie komorek
do przechowywania wynosito 5-10x10° komérek/ml a koncowa objetoéé krioprecypitatu 750
uL. W pierwszym etapie komorki w sterylnych kriotubkach [SARSTEDT] umieszczano na 24
godziny w temperaturze -80°C w kriotankach z izopropranolem spowalniajagcym temperaturg
chtodzenia do okoto -1°C/min. Nastepnie kriotubki bankowano w zbiornikach z ciektym
azotem w temperaturze -198°C. Podczas rozmrazania poczatkowo szybko ocieplano kriotubki
w inkubatorze CO? a nastepnie ich zawarto$é przenoszono do odpowiedniej probowki i
uzupetniano §wiezym medium hodowlanym do objetosci 15ml. Kolejno, po odwirowaniu (350
RCF, 4 minuty, 4°C), usuwano nadsgcz zawierajagcy DMSO a precypitat komorkowy

zawieszano W $wiezej pozywce i kontynuowano hodowlg w butelce.

3.4 Traktowanie komorek testowanymi zwigzkami

Do eksperymentéw z uzyciem badanych zwigzkéw terapeutycznych komoérki nowotworowe
wysiewano na ptytke 6-dotkowg [BD Falcon] w zageszczeniu okoto milion komorek na 10 ml
dedykowanej pozywki. Do oznakowanych dotkéw dodawano seryjne rozcienczenia
testowanych substancji. Komorki z grupy kontrolnej inkubowano réwnoczasowo z dodatkiem
rozpuszczalnika (zwykle DMSO, w przypadku doswiadczen z salinomycyng z metanolem) w
ilosci odpowiadajacej objetosci testowanej substancji. Po uptywie ustalonego czasu inkubacji
(rutynowo 24 lub 48 godzin) komorki zbierano pipetg Pasteura [BD Bioscience] i wirowano w
PBS [Biomed] (350 RCF, 4 minuty, 4°C).
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Tabela 3 zawiera wykaz zwigzkow terapeutycznych stosowanych podczas realizacji projektu.

Typ substancji Nazwa substancji Producent Stosowany $rodek
rozZpuszczajacy

Przeciwciata Rytuksymab Roche Roztwor  gotowy
monoklonalne Ofatumumab GlaxoSmithKline do iniekcji
Drobnoczasteczkowe | sc-204052 Santa Cruz | DMSO
inhibitory kinaz Biotechnology

R406 SelleckChem

Ibrutynib (PCI- | SelleckChem

32765)

Idelalizyb (CAL- | SelleckChem

101)

MK-2206 SelleckChem

GDC-0068 SelleckChem

(ipatasertyb)
Zwiazki polieterowe | salinomycyna Sigma Aldrich Metanol/etanol

narazyna Sigma Aldrich

monenzyna Sigma Aldrich

nigerycyna Sigma Aldrich

kwas lasalowy Sigma Aldrich

Tabela 3. Lista zwigzkéw chemicznych uzytych w eksperymentach in vitro.

3.5 Cytometria przeplywowa

Jednym z gléwnych narzedzi badawczych wykorzystywanych w projekcie byla cytometria
przeptywowa. Badanie umozliwia rownoczasowa, wysoce wydajng (analizuje kilkaset tysiecy
komoérek w ciggu kilku minut) wieloparametrowa analiz¢ wlasciwosci komoérek zywych lub
utrwalonych. W pracy wykorzystano mozliwo$¢ cytometrycznej analizy nastepujacych
parametrow biologicznych 1 fizycznych:

- Rozmiar, ksztalt 1 ziarnisto§¢ komorek — oceniane na podstawie rozproszenia $wiatta
wywotywanego przez komorki przepuszczane przez wigzke lasera. Niezbedne do

prawidtowego wyselekcjonowania badanych subpopulacji komoérek do analizy.
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- Ekspresja antygendw powierzchniowych — umozliwia oznaczenie badanych biatek na
powierzchni komorek. Biatka muszg by¢ wezesniej wyznakowane przeciwciatami sprz¢zonymi
ze zwigzkami fluorochromowymi. Wiasciwos$¢ byta wykorzystywana w tej pracy do badania
wptywu lekow na ekspresje biatek powierzchniowych.

- Zywotno$¢ komorek — analiza pozwala na ocene liczby martwych i Zywych komérek po
wybarwieniu odpowiednim barwnikiem zywotnos$ci, Co zostalo wykorzystane w badaniach
toksycznos$ci lekow i przeciwcial monoklonalnych.

- Sortowanie komorek (w modelu z funkcjg sortera) — mozliwo$¢ oddzielania komoérek o
réznym poziomie ekspresji fluorescencyjnie oznaczonych markerow lub antygendéw np.
wprowadzonych do komoérek przy uzyciu plazmidow. Tg funkcja postuzono sie do oddzielenia
komorek po transdukeji plazmidem z barwnikiem fluorescencyjnym i zaprojektowang kodujaca

sekwencja.

3.6 IloSciowa analiza antygenow powierzchniowych komoérek

Badania przeprowadzono na cytometrach przeptywowych FACScan i FACSArialll [BD
Biosciences] oraz FACS Canto Il [Becton Dickinson] wyposazonych w oprogramowanie Cell
Quest Pro 5.2 1 FACSDiva Software v 6.1.3 [BD Biosciences]. Aby oceni¢ wptyw badanych
terapeutykOw na poziom antygendéw obecnych na powierzchni komorek przeprowadzono
analizg¢ ilo$ci antygenu przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Do grupy kontrolnej uzyto takiej
samej 1ilosci komoérek inkubowanych jedynie z rozpuszczalnikiem. Ilo§¢ biatek
powierzchniowych oceniono po wczesniejszym oznakowaniu antygenéw na komodrkach
odpowiednimi przeciwciatami sprzezonymi z fluorochromami (Tabela 4).

Do barwienia uzywano 1x10"5 badanych komorek, ktore zawieszano w 50 pl PBS w
polistyrenowych proboéwkach [BD Falcon]. Nastepnie dodawano nasycajaca ilos¢
odpowiedniego przeciwciala sprzezonego z fluorochromem. Komoérki inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 30 minut bez dostepu $wiatta. Po tym czasie w celu usunigcia
nadmiaru niezwigzanego z badanymi antygenami przeciwciata komoérki ptukano 1 ml PBS, a
nastepnie wirowano w standardowych warunkach (350 RCF, 4 minuty, 4°C). Plynny nadsacz
usuwano, a pozostaty osad komérkowy zawieszano w 100 pl PBS lub 100 pl roztworu jodku
propidyny o stezeniu 4 pg/ml [Sigma Aldrich]. Analiza cytometryczna kazdorazowo
obejmowata minimum 10 000 komorek, barwienia powtarzano przynajmniej dwukrotnie.
Analize ilosciowg antygendw powierzchniowych przeprowadzono wylacznie w populacji
komorek zywych, niezabarwionych jodkiem propidyny, ktory wnika do komorek
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apoptotycznych i nekrotycznych. Odsetek komoérek zywych, negatywnych wzgledem
barwienia jodkiem wynosil od 80% do 99% w zaleznosci od substancji zastosowanej w
eksperymencie. Do analizy iloSciowej wykorzystano parametr MFI (ang. mean fluorescence
index, $rednia geometryczna intensywnosci fluorescencji), a wyniki przedstawiono jako
procent MFI w odniesieniu do komoérek kontrolnych. Do kontroli izotypowe] pozwalajacej
wystandaryzowac sygnat swoistych przeciwciat wzgledem sygnatu tta uzywano nieswoistnego

przeciwciata IgG1 sprzgzonego z odpowiednim fluorochromem.

Biatko Funkcja Barwnik Klon | Producent
powierzchniowe fluorochromowy
lgG1 kontrola izotypowa FITC/PE X40 Becton
Dickinson
CD19 biatko typowe limfocytéw B, | FITC 4G7 Becton
docelowe dla terapii CAR-T Dickinson
oraz przeciwciat
monoklonalnych tj.

blinatumomabu
denintuzumabu,

ineblituzumabu

CD20 biatko docelowe dla | FITC L27 Becton
przeciwciat monoklonalnych Dickinson

CD20 (rytuksymab, ofatumumab, | PE 2H7 Becton
obinutuzumab) Dickinson

CD21 biatko typowe dla | FITC B-ly4 | Becton
limfocytéw B znane tez jako Dickinson

CR2, receptor dla wirusa

EBV

CD22 bialko charakterystyczne dla | FITC S- Becton
limfocytéw B, cel HCL-1 | Dickinson
terapeutyczny dla

inotuzumabu 0zogamycyny
CD46 bialko o funkcji inhibitora | FITC E4.3 BD

uktadu dopetiacza - Pharmingen
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kofaktor biatkowy wiazacy
sktadniki C3b 1 C4b

dopeliacza

CD55 biatko  dzialajace  jako | FITC IA10 | BD
inhibitor uktadu dopetiacza Pharmingen
— DAF czynnik

przyspieszajacy rozktad
konwertaz C3 i C5 uktfadu

dopetniacza
HLA-DR antygen zgodnosci | FITC L243 | BD
tkankowej klasy Il (MHC I1), Pharmingen

cel dla przeciwcial bi-

specyficznych anty-CD20

ICAM-1 znane takze jako antygen | PE LB-2 | Becton
adhezyjny  CD54, jego Dickinson
poziom ekspresji koreluje z
funkcja kostymulujaca
wzgledem limfocytow

IgM biatko powierzchniowe BCR | FITC DAKO

Tabela 4. Wykaz i charakterystyka przeciwciat uzytych do badan cytometrycznych.

3.7 Test cytotoksycznosci zaleznej od aktywacji ukladu dopelniacza

Do oceny wplywu badanych lekow na zdolno$¢ cytotoksyczng rytuksymabu 1 ofatumumabu
poprzez aktywacj¢ ukltadu dopeliacza (odpowiednio R-CDC lub O-CDC) rowniez
wykorzystano metode cytometrii przeptywowej. W kazdym dotku 24-dotkowej ptytki
umieszczono 250 pl zawiesiny komoérkowej (bez FBS) o gestosci 1x1076/ml. Zrodiem
dopetiacza byto po 50 ul surowicy pozyskanej od zdrowego dawcy o grupie krwi AB [Sigma
Aldrich]. Nastepnie dodawano po 200 p odpowiednich rozcienczen rytuksymabu Ilub
ofatumumabu (0, 1 lub 10 pg/ml). Uzyskang mieszaning komoérek, surowicy i1 przeciwciat w
celu rozwinigcia dziatania uktadu dopeiniacza inkubowano przez 1 godzing w temperaturze
37°C. Nastepnie dodawano po 500 pl zimnego (4°C) roztworu jodku propidyny (4 pg/ml) w
PBS w celu szybkiego i rOwnoczasowego zatrzymania zachodzacej reakcji i zabezpieczenia

komorek. Uzyskane zawiesiny komorkowe niezwlocznie analizowano w cytometrze
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przeptywowym w odpowiednich probdéwkach cytometrycznych. Oceniano odsetek zywych
komorek (niezabarwionych jodkiem propidyny) w poréwnaniu do 100% zywotno$ci w grupie

kontrolnej (bez przeciwciala i badanej substancji).

3.8 Sortowanie komorek w oparciu o cechy morfometryczne oraz znakowanie

fluorescencyjne (FACS, ang. fluorescence-activated cell sorting)

Eksperymenty wykonywano na cytometrze przeptywowym z funkcja sortera komorek
FACSAria III [BD Biosciences] wyposazonym w oprogramowanie FACSDiva 6.1.2.
Transdukowane retrowirusowo komorki Raji (takze te z ekspresja biatka zielonej fluorescenciji,
GFP ang. green fluorescent protein), zawieszano w sterylnym PBS w gestosci 10x1076/ml. W
celu rozbicia konglomeratéw komorkowych filtrowano je sterylnym sitem podigczonym do
probéwek cytometrycznych. Nastepnie przeprowadzono sortowanie komorek w polu
elektrycznym generowanym w cytometrze. System hydrauliczny cytometru pobierat zawiesing
ustawiajac komorki w pojedynczym przeplywie z zachowaniem odleglosci miedzy komodrkami
réwnej minimum 1 $rednicy pojedynczej komorki. Ruch wibracyjny dzielil przeptywajacy
strumien na pojedyncze krople zawierajace tylko jedng komoérke. Intensywnosé swiecenia
biatka GFP w komorkach mierzono w punkcie pomiarowym fluorescencji jeszcze przed
podzialem strumienia na krople, tak aby pier§cien znajdujacy si¢ w punkcie podziatu nadawat
tadunek elektrostatyczny jedynie kroplom z komoérkami o wysokiej ekspresji GFP. Nastepnie
naladowane dodatnio (a wigc GFP pozytywne) opadajace krople trafiaty do osobnej probki
przyciaggane za pomocg wbudowanych elektrod. Wyselekcjonowane komorki wymagaly
poczatkowo ostroznego hodowania z uwagi na potencjalne mikrouszkodzenia i stres zwigzany
ze zmiang tadunku elektrostatycznego na btonach komoérkowych oraz obecnoscia sladowych

ilosci azydku sodowego z cieczy ostonowe;.

3.9 Detekcja bialek metoda western blottingu

Do oceny wptywu badanych lekéw na catkowitg ilo§¢ poszczegolnych biatek w komodrkach
nowotworowych postuzono si¢ technika western blottingu. Jest to metoda biochemiczna
umozliwiajaca wykrycie konkretnego biatka, porownywanie poziomoéw ekspresji biatek
miedzy réznymi probkami lub badanie kierunku zmian ekspresji pod wptywem badanych
lekéw ale nie metoda oceny ilosciowej biatka. Na wieloetapowe badanie sktada si¢: izolacja
biatka z przygotowanych komorek, elektroforeza biatek, transfer biatek na odpowiednig

membrang, inkubacja z przeciwcialem detekcyjnym oraz znakowanym, detekcja sygnatu i
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analiza danych. W projekcie wykorzystano metod¢ western blottingu do oszacowania zmian
w ilosci biatek CD20, AKT i innych kinaz oraz niektérych czynnikéw transkrypcyjnych pod
wplywem badanych substancji lub w wyprowadzonych, zmodyfikowanych genetycznie

klonach komorkowych.
3.10 Izolacja i pomiar stezenia bialek

Probki komorkowe poddawano lizie w celu uwolnienia biatek. Minimum 1x10° badanych
komorek ptukano dwukrotnie w PBS, wirowano w standardowych warunkach i przenoszono
do probowek typu Eppendorf (pojemnos¢ 1,5 ml). Nastepnie osad komorkowy poddawano lizie
za pomocg 50-100 ul buforu lizujacego zawierajacego 1% Triton X-100, 50 mM HEPES (pH
7.4), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA oraz 10% glicerol, do ktérego przed uzyciem dodawano
inhibitory fosfataz i proteaz. Lizowanie komoérek odbywalo si¢ na lodzie i trwato 30 minut.
Nastepnie w warunkach 12 000 RCF przez 4 min w 4°C separowano niezlizowane struktury
komoérkowe. Metodg Bradforda mierzono st¢zenie biatek w supernatancie. Do dotka ptytki 96-
dotkowej wprowadzono po 200 pul PBS, 1 pl lizatu biatkowego oraz 50 ul odczynnika Bradforda
[BioRad]. Nastepnie mierzono absorbancj¢ doktadnie wymieszanej zawartosci dotkow przy
uzyciu spektrofotometru Asys UVM340 [Biochrom] przy dtugosci fali A=595 nm. Pomiary
absorbancji roztworow wzorcowych surowiczej albuminy bydlecej (BSA, ang. bovine serum
albumin) [Sigma Aldrich] o pewnych stezeniach w buforze lizujacym wykreslaty krzywa
standardowa. W drugiej cze$ci projektu, czyli eksperymantach z uzyciem zwiazkow
jonoforowych do pomiaru stgzenia bialek uzywano zestawu testowego Pierce BCA Protein
Assay Kit [Thermo Fisher Scientific]. Metoda wykorzystuje reakcje bicynchoninianu sodu z
jonami miedzi, ktére sa redukowane w obecnos$ci biatek. Zredukowane w obecnosci
aminokwasow jony miedzi (Cu** do jonu Cu') tworza, proporcjonalnie do ilo$ci biatka w
probce, intensywnie fioletowe zwigzki kompleksowe z bicynchoninianem. Absorbancja
kompleksow jest mierzona przy fali dlugosci 562 nm za pomocag spektrofotometru i
porownywana do krzywej wzorcowej. Catkowita denaturacja i nasycenie biatek
dodecylosiarczanem sodu (SDS) jest niezbgdna przed przeprowadzeniem ich rozdzielenia w
zelu poliakrylamidowym. W tym celu po 10 pg lizatu biatkowego mieszano z 10 ug buforu
zawierajgcego Tris-HCI (62 mM, pH 6.8), 5% B-merkaptoetanol, 10% glicerol, 2,5% SDS i
0,004% biekit bromofenolowy. Probke przez 5 minut pozostawiano w temperaturze 97°C w
termobloku celem skutecznej denaturacji. Dodecylosiarczan sodu (SDS) nadaje biatkom

ujemny tadunek niezbedny do migracji i rozdziatu biatek w polu elektrycznym podczas
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elektroforezy. Dodatek B-merkaptoetanolu jest niezbedny do przerwania mostkow
dwusiarczkowych. Tak przygotowane lizaty biatkowe wykorzystywano od razu do kolejnych

etapow lub przechowywano w temperaturze -20°C.

3.11 Elektroforetyczny rozdzial bialek w Zelu poliakrylamidowym oraz ich transfer na

nitrocelulozowa blone

Probki o tacznej zawartos$ci biatka miedzy 1 a 25 pg (ale identycznej w probkach tego samego
eksperymentu) poddawano elektroforezie w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS (SDS-
PAGE). Elektroforeze prowadzono na samodzielnie przygotowanych zelach, zawierajacych od
7,5% do 15% poliakrylamidu [Sigma Chemicals] w zaleznosci od masy poszukiwanych biatek.
Do przygotowania zeli uzywano takze wody dejonizowanej, 10% APS, TEMEDu, 10% SDS i
1,5M Tris-HCI o pH 8,8. Do elektroforezy w aparacie ProteanPlus™ Tetra Cell [BIO-RAD
Laboratories] w natezeniu <40 mA uzywano buforu (0,1% SDS, 25 mM Tris, 192 mM glicyny).
Po uwidocznieniu bigkitu w zelu rozdzielajacym elektoforeze napigcie zwigkszano do wartosci
120 V. Elektroforez¢ konczono w momencie -catkowitego wyptynigcia znacznika
bromofenolowego z zelu do buforu. Rozdzielone biatka przenoszono na membrang
nitrocelulozowa [Whatman] metoda mokrej komory w urzadzeniu Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell [BIO-RAD Laboratories] w obecnosci odpowiedniego buforu (25
mM Tris, 10% metanol, 192 mM glicyna). Procedura trwata 2 godziny, odbywata si¢ w chtodni,

uzywano nat¢zenia 200 mA.
3.12 Inkubacja blon nitrocelulozowych z przeciwcialami i detekcja chemiluminescencji

Nastepnie oceniano efektywnos$¢ przeprowadzonego transferu barwigc blone roztworem
czerwieni Ponceau [Sigma Aldrich], ktory uwidacznia prazki rozdzielonych biatek wiazac sig
Z nimi czasowo I niespecyficznie. Aby zapobiec niespecyficznemu wigzaniu si¢ przeciwciat
do detekowanych biatek, blona byta inkubowana przez 30 minut w 5% roztworze blokujacym
z BSA lub 5% odthuszczonym mleku w proszku w TBST (0,1% Tween, 150 mM NaCl, 50 mM
Tris HCI). Tak wyblokowana btong trzykrotnie ptukano w TBST w celu usunigcia nadmiaru
buforu blokujacego. Nastepnie blong¢ inkubowano z pierwszorzgdowym przeciwcialem
skierowanym przeciwko biatku docelowemu. Czas inkubacji zwykle wynosit 12-24 godzin,
stosowano rozcienczenia zgodne z kartami charakterystyki przeciwcial. Po trzykrotnym
wyptukaniu btony w TBST prowadzono godzinng inkubacj¢ z przeciwcialem drugorzedowym,

ktorego koniec Fc taczy sig¢ z peroksydazg chrzanowa (HRP, ang. horseradish peroxidase). W
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zaleznosci od pochodzenia przeciwciata pierwszorzgdowego stosowano przeciwciato
drugorzedowe wykrywajace fragment Fc mysi lub kroliczy [Jackson ImmunoResearch]. Po
finalnych 3 plukaniach blong traktowano odczynnikiem Super Signal West Femto Substrate
[Thermo Fisher Scientific] zawierajacym luminol, ktory jest substratem dla HRP w reakcji
chemiluminescencyjnej. Intensywno$¢ reakcji chemiluminescencyjnej wizualizowano za
pomoca aparatow Odyssey Fc [Li-COR] lub Stella 8300 Bioimager [Raytest]. Wynikiem
eksperymentu jest sygnal  pochodzacy z badanego biatka zobrazowany na blonie
nitrocelulozowej. Identyfikacja bialka jest mozliwa dzigki naniesionemu razem z probkami
markerowi wielkosci biatek Page Ruler Pre-Stained Protein Ladder [Thermo Scientific].
Intensywno$¢ emitowanego sygnatu koreluje z iloscig badanego biatka w komorce. Do
potwierdzenia réwnomiernego uzycia lizatdéw bialkowych, btony ponownie inkubowano z

przeciwciatem przeciwko biatkom referencyjnym tj. B-aktynie [Sigma Aldrich].

Antygen Klon Pochodzenie Producent,
nr katalogowy
CD20 poli- krolicze Abcam, ab27093
klonalne
AKT (pan) p40D4 krolicze Cell Signaling #4685
fosfo-AKT seryna | 40D4 kroélicze Cell Signaling #4060
473
SYK D3Z1E krolicze Cell Signaling, #13198
BTK D3H5 krolicze Cell Signaling #8547
SMAD2 D43B4 krolicze Cell Signaling, #5339
SMAD3 C67H9 krélicze Cell Signaling, #9523
SMAD4 D3M6U krélicze Cell Signaling, #38454
FLAG tag poli- krolicze Cell Signaling, 5407
klonalne
FOXO 1 C29H4 krolicze Cell Signaling, C29H4
FOXO 3 75D8 krolicze Cell Signaling,
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https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/smad4-d3m6u-rabbit-mab/38454

B-aktyna AC-15 mysie Sigma Aldrich, A3854

(skoniugowane z

HRP)
kroliczy koniec Fc | poli- kozie Jackson Immuno
przeciwciata klonalne Research, 111-035-003

(skoniugowane z

HRP)

mysi koniec Fc | poli- kozie Jackson Immuno
przeciwciata klonalne Research
(skoniugowane z 111-035-144
HRP)

Tabela 5. Lista przeciwcial uzytych do analizy biatek metodg Western blotting.

3.13 Ilosciowa metoda oceny DNA metoda lancuchowej reakcji polimerazy w czasie

rzeczywistym (QRT-PCR)

Aby oceni¢ czy testowane zwigzki zwigkszaja ilo$¢ transkryptu dla CD20 przeprowadzano
ilosciowa reakcje tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (QRT-PCR, ang. real-time
polimerase chain reaction). Technika ta umozliwia nie tylko koncowy pomiar ilosci wybranego
DNA w probce ale takze obserwacj¢ jego tempa przyrastania. Podczas eksperymentu probka z
matrycowym DNA jest ogrzewana 1 schtadzana w termocyklerze, a materiat DNA kopiowany
przez termostabilng polimeraze¢ DNA z uzyciem trifosforanow deoksyrybonukleozydow
oraz specyficznych wzgledem DNA starterow. Ilo$¢ produktu w postaci DNA jest podwajana
w kazdym cyklu. Jezeli wigc badany zwiazek reguluje poziom CD20 na etapie transkrypcyjnym
powinni$my wczesniej zaobserwowaé wzrost ilosci DNA z MS4A1 w pordwnaniu do grupy
kontrolnej. Detekcja jest mozliwa dzigki wyznakowanym fluorochromami lub sondami
starterom lub produktom. W moich eksperymantach postuzylam si¢ sondami
fluorescencyjnymi typu TagMan, ktore przewyzszaja specyficznoscig detekcji popularne i tanie
barwniki typu SYBR Green. Sondy TagMan sktadaja si¢ z krotkich fragmentow DNA
(komplementarnego do sekwencji badanej) rozpoczynajacych si¢ w koncu 5’ reporterem ze
znacznikiem fluorescencyjnym i zakonczonych w 3’ quencherem wygaszajgcym fluorescencje.
W nieaktywnej sondzie quencher wygasza sygnal fluorescencyjny z potozonego blisko

reportera. Po hybrydyzacji sondy do komplementarnego DNA polimeraza Tag uwalnia reporter
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i fluorescencja nie jest juz wygaszana przez quencher. Sygnal fluorescencyjny jest
proporcjonalny do ilosci DNA znakowanego w reakcji.

Spektrofluorymetr rejestruje sygnat i umozliwia jego analize iloSciowa. Na podstawie ilo$ci
produktu koncowego wynikajacej z pomiaru intensywnosci sygnatu mozna okresli¢
poczatkowa zawarto$¢ badanego mRNA. Do normalizacji wyniku niezbedne jest wykonanie
reakcji kontrolnych z uzyciem ,housekeeping genes” czyli referencyjnych genow o statej
ekspresji, nie regulowanej przez badane leki. W eksperymantach do tego celu postuzono si¢ -
aktyna, B-2 mikroglobuling i gliceraldehydo-3-fosforanem dehydrogenazy (GAPDH).

3.14 Izolacja materialu genetycznego z komoérek

Komorki inkubowane z lekami oraz odpowiadajace im grupy kontrolne przenoszono do
probowek typu Eppendorf i wirowano (400 RCF, 4 min., 4°C). Procedur¢ wykonywano
dwukrotnie, kazdorazowo ptuczac komoérki w PBS. Z odseparowanego peletu komorkowego
izolowano RNA zestawem High Pure RNA Extraction Kit [Roche]. Otrzymany materiat
genetyczny rozpuszczano w specjalnej wodzie pozbawionej enzymow o aktywnosci RNAz
[EurX]. Stezenie 1 czystos¢ RNA sprawdzano metodg spektrofotometryczng na urzadzeniu
Nano Drop Thermo Scientific 2000. Minimalna zadawalajaca czystos¢ RNA odpowiadata
ilorazowi absorbancji  A=260 nm: A=280 nm wynoszacym wigcej niz. 1.8. Materiat

przechowywano w temperaturze -80°C.

Startery zaprojektowano w oparciu o konsensusowe sekwencje kodujagce CDS (ang. Coding
DNA Sequence) dla biatka CD20 z bazy NCBI CCDS ID (baza CDS stworzona przez National
Center for Biotechnology Information). Primery obejmowaty dwa sgsiednie egzony, co
eliminowato namnazanie niespecyficznego DNA z genomu i dawalo produkty koncowe;j
dhugosci  100-150 bp. Specyficzno$¢ starteréw sprawdzono in silico przy uzyciu
oprogramowania primer BLAST, ktore identyfikuje inne geny o czgSciowe]
komplementarno$ci, a wigc mogace powodowaé powstawanie niespecyficznych produktow.
Analizowano réwniez mozliwo$¢ powstania struktur primer-dimer i cross-primer w programie
Beacon Primer Design. Finalnie startery zawieraly okoto 20 nukleotydéw, minimum 50%

zawartosci GC (guanina i cytozyna) i temperatur¢ topnienia ok. 60°C.

Substratem do reakcji PCR jest stabilny, dwuniciowy cDNA. Dlatego kolejnym krokiem jest

przeksztalcenie wyizolowanego w poprzednim kroku mRNA w cDNA. W tym celu
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przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji. Enzym odwrotnej transkryptazy wirusa
mieloblastozy ptasiej (AMV) [Eurex] na matrycy RNA z uzyciem trifosforanow
deoksynukleozydow (10mM dNTP [oligo.pl]), DTT (ditiotreitol [Sigma Chemicals]) i
dedykowanych primeréw oligo dT (10 uM, [oligo.pl]) syntezuje cDNA. Pierwszy etap czyli
przylaczenie primerow do mRNA zachodzi w czasie 5 minut w temperaturze 65°C. Nastepnie
mieszanina chtodzona jest na lodzie. Po dodaniu AMV, DTT i buforu reakcja kontynuowana
jest przez 15 minut w 42°C, a nastepnie przez 45 min w temperaturze 50°C. Otrzymane cDNA

wykorzystywano od razu do reakcji PCR a nadmiar przechowywano w -20°C.

3.15 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (QRT-PCR)

Badane cDNA rozcienczano 10-krotnie za pomocg wody wolnej od RNAz. Nastepnie
przenoszono po 5 ul ¢cDNA na pola ptytki 96-dotkowej [Roche]. Do mieszaniny reakcyjnej
dodawano takze dedykowane startery, sondy, sktadnik LightCycler® 480 Probe Master [Roche]
z mieszaning deoksynukleotydow (dNTP) i polimerazg FastStart Taqg. Wykonywano po 3
powtorzenia techniczne w kazdym eksperymencie.

Nastepnie plytke reakcyjng umieszczano w urzadzeniu LightCycler® 480 (Roche).
Standardowo 45-cyklowa reakcja obejmowata:

- denaturacje wstepng materialu oraz w kazdym cyklu w temperaturze 95°C,

- annealing czyli przylaczanie starter6w do komplementarnych fragmentow DNA — w nizszej
temperaturze (54-65°C), odpowiadajacej Tm starterow,

- elongacja czyli wydtuzanie nici — polimeraza tworzy kopi¢ matrycy przylaczajac ANTP do
starterow w temperaturze 72°C. Na koniec reakcji polimeraza uzupelnia niekompletnie
zsyntezowane DNA.

Dzigki detekcji fluorescencji po zakonczeniu kazdego cyklu mozliwe jest §ledzenie przyrostu
DNA w czasie rzeczywistym podczas trwania reakcji. Przeliczenie sygnatu fluorescencyjnego
na ilo$¢ materiatu wyjsciowego jest mozliwe dzieki metodzie kwantyfikacji oprogramowania
standardowego termocyklera (LightCycler® 480 Software 1.5). Analiza krzywych topnienia
jest niezbedna w celu potwierdzenia specyficznos$ci reakcji. Wynik jest stosunkiem ekspresji
genu badanego — CD20/SYK/BTK do genu referencyjnego — GAPDH/B-AKTYNA/S-2M + SD
(ang. standard deviation, odchylenie standardowe).
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Nazwa biatka Sekwencja startera Sekwencja startera Tm [°C]
kodowanego sensownego antysensownego (5’— 3”)
(5°—3)
B2M ACCTTCTACATGAGC | CCTGGATAGCAACG 54
TGCG TACATGG
CD20 GAATGGGCTCTTCCA | TCTCCGTTGCTGCCA 60
CATTGCC GGAGT
B-aktyna TTCCTTCCTGGGCAT | ATCCACATCTGCTGGAG |60
GGAGT GGT
GAPDH GTCTCCTCTGACTTC | ACCACCCTGTTGCTGTAG | 60
AACAGCG CCAA
SYK TCAGCGGGTGGAAT | TGCAAGTTCTGGCTCATA | 60
AATCTC CG
BTK TGCAAGGATGTCTGT | GGACAGGCCGAAATCAG | 60
GAAGC ATA

Tabela 6. Sekwencje starterow sensownych i antysensownych uzytych do badania regulacji
transkrypcyjnej genéw w reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

3.16 Ocena aktywnoS$ci promotora dla CD20 przy uzyciu luminescencji

Promotor genu to obszar, ktory wigze polimeraze¢ RNA oraz biatka regulatorowe np. czynniki
transkrypcyjne kontrolujac inicjacje transkrypcji danego genu. Promotor lezy bezposrednio
przed regionem kodujacym gen (w kierunku 5”). W niniejszej pracy doktorskiej oceniano jak
pod wptywem badanych lekow zmienia si¢ aktywno$¢ promotora genu dla CD20 czyli inicjacja
ekspresji genu reporterowego kodujacego biatko emitujace §wiatto.

W tym celu metoda nukleofekcji wprowadzono do komodrek Raji konstrukt kodujacy gen dla
CD20 wklonowany do wektora pGL4 Luc [Promega] zawierajacego gen lucyferazy swietlika
(Firefly luciferase). Rownoczasowo komorki transfekowano tez pustym wektorem pGL4 bez

promotora MS4A1, réwniez sprzgzonym z bioreporterem Firefly luc. Plazmid referencyjny
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zawieral sekwencje lucyferazy Renilla regulowang konstytutywnie aktywnym promotorem dla
kinazy tymidynowej (TK [Promega]).

Proces nukleofekcji umozliwia wprowadzenie do jadra komodrkowego plazmidéw podczas
elektroporacji czyli zmiany przepuszczalnosci bton w polu elektrycznym. Pelet komorek Raji
(2x10%) po odwirowano w PBS (10 minut, 100 RCF, 18°C) zawieszano w 100 pul mieszaniny
nukleofekcyjnej Amaxa Cell Line Nucleofector Solution V [Lonza]. Nastepnie w
dedykowanych kuwetach dodawano do mieszaniny plazmidy reporterowe i referencyjne
(odpowiednio 1,5 pg oraz 0,5 pg). Proces nukleofekcji przeprowadzono w urzgdzeniu Amaxa
Il [Lonza] w programie M-013. Transfekowane komorki Raji inkubowano przez 24 godziny
na 24-dotkowej plytce. Inkubacja jest niezbedna, aby promotor mégt zainicjowac transkrypcje
genu lucyferazy. Po inkubacji, przeptukaniu i odwirowaniu, komoérki dzielono na 4 grupy i
traktowano odpowiednimi lekami przez kolejne 24 godziny. Nastgpnie zebrane komorki
ponownie ptukano i wirowano, a zebrany osad komorkowy lizowano przez 20 minut w 50 pl
dedykowanego buforu lizujacego Passive Lysis Buffer [Promega] na lodzie. Aby oddzielié
niekompletne produkty lizy, mieszaning ponownie wirowano (12 000 RCF przez 10 min w
4°C). Po 10 pl nadsaczu przenoszono na odpowiednie pola bialej ptytki 96-dotkowej — za
kazdym razem wykonywano 2 powtdrzenia techniczne. Po dodaniu 50 pl substratu dla
lucyferazy Firefly [Promega] (reprezentujacej gen reporterowy) wykonywano pierwszy pomiar
luminescencji na czytniku Victor™ X4 [Perkin Elmer]. Drugi pomiar (czyli aktywno$ci genu
referencyjnego) wykonywano po dodaniu 50 ul substratu dla lucyferazy Renilli [Promega].
Ekspresj¢ lucyferazy swietlika znormalizowano do genu reporterowego lucyferazy z Renilli.
Wynikiem byt iloraz luminescencji Firefly/Renilla w komorkach traktowanych badanym
lekiem w odniesieniu do komorek grupy kontrolnej. Eksperyment pozwala oceni¢ czy 1 w jaki
sposob aktywno$¢ promotora dla CD20 wyrazona intensywno$cig luminescencji zmienia si¢
pod wplywem testowanych lekow.

W eksperymentach uzywano mieszanin plazmidow:

Ryc. 30: pGL4 Luc — CD20 prom [Promega] (1.5 ug) + pRL-TK [Promega] (0.5 ug)

Ryc. 30: pGL4 Luc — (pusty) [Promega] (1.5 ug) + pRL-TK [Promega] (0.5 ug)

Ryc. 32: pSMAD2Luc [Addgene] (1.5ug) + pRL-TK [jw.] (0.5 ug)

Ryc. 32: pSMAD3Luc [Addgene] (1.5ug) + pRL-TK [jw.] (0.5 ug)

Ryc. 32: pCDNALuc (2ug) [jw.]+ pRL-TK [jw.] (0.5 ug).

Ryc. 35: pcDNAS3 (2 ug) + pNFkB-Luc [Stratagene] (1.5 ug) + pRL-TK (0.5 ug)
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3.17 Transdukcja komoérek z uzyciem lentiwirusow w celu zmniejszenia ekspresji

wybranych genow

Do wyciszenia ekspresji gendéw SYK i BTK uzyto sekwencji ShRNA (ang. small hairpin RNA)
dziatajacych poprzez interferencje RNA (RNAi). Sekwencje wyciszajace zawierajg regiony
komplementarne do mRNA dla SYK lub BTK potaczone z p¢tla nadajaca im ksztatt ,,szpilki”
(ang. hairpin). W tym przypadku shRNA wprowadzono do komoérek docelowych metoda
transdukcji za pomoca nos$nikéw lentiwirusowych. Wprowadzane sekwencje w procesie
odwrotnej transkrypcji wykorzystywane sa do tworzenia shDNA. Nast¢pnie enzymy wirusa
trwale integruja shDNA z genomem komorek Raji. Dzieki temu komorki gospodarza same
tworza kopie ShRNA w procesie transkrypcji. Dzigki biatkom Drosha i eksportynie 5 czgsteczki
s nastepnie modyfikowane i eksportowane z jadra komoérkowego. Dalej czasteczki ShRNA sg
cigte przez kompleks enzymatyczny Dicer na krétsze, dwuniciowe fragmenty siRNA ( small
interfering RNA). SiRNA facza si¢ z kompleksami biatkowymi RISC (ang. RNA-induced
silencing complex), co prowadzi do ich rozdzielenia na pojedyncze nici. Antysensowane
fragmenty RNA zwigzane z RISC taczg si¢ z mRNA dla celowanych biatek doprowadzajac do
jego degradacji. Nie dochodzi wiec do ekspresji genu w mechanizmie zablokowania translacji

MRNA na bialko.

Funkcjonalne no$niki lentiwirusowe musza zawierac trzy plazmidy: plazmid z shRNA, plazmid
z genami dla biatek pakujacych genom do kapsydoéw wirusa oraz plazmid kodujacy biatka dla
otoczek wirusa. Wszystkie 3 plazmidy muszg by¢ rownoczasowo transfekowane do komoérek
pakujacych HEK293T. Do procesu transfekcji uzywano zestawu GeneJuice®, ktory zmienia
tadunek bton komoérkowych zwigkszajac ich przepuszczalnos¢ dla DNA.Adherentne komorki
linii HEK293T wysiewano na ptytce 6-dotkowej w stezeniu 4x10° / 4 ml pozywki i
pozostawiano na 24 godziny w inkubatorze. Nastgpnie usuwano pozywke znad hodowli 1
zastepowano jg 2ml medium bez FBS. W dalszej czgsci do komorek dodawano mieszaning
plazmidow (1,5 pg plazmidu pakujacego psPAX.2 [Addgene], 2 pg plazmidu kodujacego
ShRNA pLKO.1 shBTK [Sigma-Aldrich] lub pLKO.1 shSYK [j.w.] i 1 pg plazmidu
otoczkowego pMD2.G [Addgene]) z odczynnikiem GenelJuice [EMD Chemicals]. Komorki
kontrolne trasfekowano plazmidem kontrolnym pLKO.l1 zawierajagcym sekwencje
niewyciszajaca NTC (ang. non targeting-control) [Sigma-Aldrich]. Po 24 godzinach inkubacji
ponownie wymieniano pozywke na 2ml swiezego medium z FBS. Po kolejnej dobie dodano 2

ml nowej pozywki. Po 72 godzinach od transfekcji 4ml pozywki znad komoérek pakujgcych
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przefiltrowano filtrem strzykawkowym [Millipore] aby oddzieli¢ wiriony od resztek

komoérkowych.

Komorki Raji przeznaczone do transdukcji wysiewano na ptytke 6-dotkowa w stezeniu
2x10°/ml pozywki. Nastepnie dodawano mieszaning wiriondw oraz zwickszajacy wydajnos¢
transdukcji polybrene (2 pg/ml) [Sigma-Aldrich]. Plazmidy z genem pLKO.1 warunkowaty
oporno$¢ komorek na puromycyne. Po 5 dniach rozpoczynano proces selekcji klonow z
zastosowaniem antybiotyku (stez. 2 pg/ml). Puromycyna dziatata cytotoksycznie wzgledem
komorek, ktore nie ulegly trasdukeji. Po tygodniowej inkubacji przetrwaty jedynie komorki
transdukowane, oporne na puromycyn¢. Uznaje si¢, ze po 3-krotnej wymianie medium
wyprowadzone klony tracg wtasciwosci zakazne a ich hodowla jest bezpieczna. Ze wzgledu na
stalg integracje transgenu z genomem komorki gospodarza transdukcja jest uznawana za
skuteczng metoda modyfikacji genomu. Transgen jest replikowany wraz z kolejnymi

podziatami komorek gospodarza.

3.18 Zwiekszanie ekspresji genow metodg transdukcji retrowirusowej

Do zwigkszenia ekspresji AKT w komodrkach Raji wykorzystano metode transdukcji
retrowirusowej, ktora lepiej sprawdza si¢ w przypadku transdukcji wigkszymi fragmentami
cDNA. W celu zapewnienia stalej aktywacji, do fragmentu kodujacego AKT zakotwiczone w
btonie komorkowej dotgczono domeng 14-aminkwasowego sygnatu mirystylacji z kinazy SRC.
Procedura transdukcji z pewnymi odmiennosciami przebiegata podobnie jak w przypadku
punktu 3.17. Mieszanina transfekcyjna sktadata si¢ z: 10 pg plazmidu kodujacego
konstytutywnie aktywng forme¢ kinazy AKT pMIG-AKT1-GFP lub kontrolnego pMIG-GFP
[j-w.], 5 pg plazmidu kodujacego biatka otoczkowe pVSVg [j.w.] oraz 10 pg plazmidu
kodujacy biatka pakujace pKAT. Wszystkie plazmidy otrzymano od Prof. Margaret Shipp,
Dana-Farber Cancer Institute, Boston, USA. Uzyto 62,5 pl odczynnika transfekcyjnego
Lipofectamine®2000 [Invitrogen]. Mieszaning plazmidow dopetniano medium bez FBS do
objetosci 9 ml. Komorki wraz z zawiesing wirionéw oraz polybrene wirowano przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej] w 460 RCF. 9 ml nadsaczu wraz z 4 milionami komoérkek Raji/
grupe inkubowano na czystych szalkach hodowlanych. Komérki transdukowane dzieki
ekspres;ji biatka zielonej fluorescencji (ang. Green Fluorescent Protein ) byly dobrze widoczne
w mikroskopie fluorescencyjnym [Carl Zeiss]. Selekcje klonow transdukowanych czyli GFP-

pozytywnych przeprowadzono na cytometrze FACS Aria III z funkcja sortera.
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3.19 Wyciszanie genéw metoda CRISPR

Klony komorek Raji z wyciszong ekspresja czynnikow FOXO1 1 FOXO3 zostaty
wyprowadzone w Zaktadzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego we
wspotpracy z dr Beatg Pyrzynskg. Sekwencje sgFOXO1 i sgFOXO3 zostaly wklonowane do
wektora lentiwirusowego pLenti-CRISPRv2. Sekwencje sgRNA (ang. single guide RNA)
komplementarne do docelowego fragmentu DNA kieruja do niego biatko Cas9 celem
przecigcia i edycji DNA w pozadanym miejscu, czyli loci FOXO1 lub FOXO3. Sama
transfekcja przeprowadzana byta z uzyciem chlorku wapnia. Stosowano 8,6 pg pLenti-
CRISPRvV2 oraz 8,6 pg psPAX2 i 5,5 pg pMD2. Po 2 dobach medium z lentiwirusami
dodawano do komoérek Raji w stosunku objetosciowym 1:1. Selekcja komorek

transdukowanych ponownie odbywata si¢ za pomocg puromycyny.

Sekwencje primeréw uzytych do utworzenia sgRNAs (CRISPR/Cas9):

SgRNA Sekwencje starterow uzyte do generowania sgRNA
(CRISPR/Cas9)

sgFOXO01 | CACCGACAGGTTGCCCCACGCGTTG
AAACCAACGCGTGGGGCAACCTGTC
sgFOXO01 | CACCGGCTCGTCCCGCCGCAACGCG
AAACCGCGTTGCGGCGGGACGAGCC
sgFOX03 | CACCGCACTTCGAGCGGAGAGAGCG
AAACCGCTCTCTCCGCTCGAAGTGC
sgFOXO03 | CACCGACTGCCACGGCTGACTGATA
AAACTATCAGTCAGCCGTGGCAGTC

Tabela 7. Sekwencje starterow sensownych i antysensownych uzytych do generowania SgRNA
(CRISPR/Cas9).

3.20 Przeglad literatury

Wykonano przeglad bazy danych PubMed pod katem zwigzkow/lekow aktywujacych AKT i
jednoczesnie wykazujacych wlasciwosci przeciwnowotworowe. Pod uwage wzigto wylgcznie
dane pochodzace z eksperymentalnych badan przedklinicznych. Wykluczono przeglady,
metaanalizy, listy, artykuty redakcyjne, streszczenia spotkan i artykuty w jezyku innym niz

angielski. Finalnie analizowano badania w ktorych testowano substancje w ludzkich liniach

66



komorkowych wywodzacych si¢ nowotworéw. Ze wzgledu na liczne doniesienia nt. jej
przeciwnowotworowego dziatania w modelach réznych nowotworow oraz wzrastajaca liczbe
doniesien naukowych na ten temat w ostatnim czasie szczegdlne zainteresowanie wzbudzita

salinomycyna.

3.21 Analiza graficzna i statystyczna wynikow liczbowych przeprowadzonych

eksperymentow

Uzyskane z przeprowadzonych eksperymentéw wyniki liczbowe importowano do programu
GraphPadPrism10. Dla poréwnan ilosci ekspresji antygenow powierzchniowych lub ilosci
transkryptu migdzy dwiema grupami uzyto jednoczynnikowej analizy wariancji (ang. One way
ANOVA) uzupehionej o test post-hoc Tukey’a aby poréwnac $rednie miedzy parami grup.
Analizy jednoczynnikowe poréwnujace 2 grupy przeprowadzono w oparciu o test t-studenta a
porownujace wigcej niz 2 grupy przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ang. one way
ANOVA).

Wiyniki testow cytotoksycznosci analizowano dwuczynnikowg analizg wariancji (ang. two way
ANOVA) uzupetniong testem post-hoc Bonferroniego.

Istotnos¢ statyczna wynikow oznaczano symbolicznie na rycinach gwiazdkami, ktore wyrazaty
odpowiednio: * dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001, **** dla p<0.0001.

We wszystkich eksperymentach (chyba, ze zaznaczono inaczej) wykonywano minimum po 2
powtdrzenia biologiczne i 2 powtorzenia techniczne. Eksperymenty typu Western blotting
wykonywano dwukrotnie za wyjatkiem 4.9.

Graficzna prezentacja wynikow w postaci rycin 3- 36 wykonana byla wykonana przy w

GraphPadPrism10. Ryciny 1 i 2 wykonano z uzyciem programu BioRender.
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4. Wyniki

4.1 Wplyw inhibitoréw kinaz rodziny SYK i BTK na ilo$¢ bialka CD20 na
powierzchni komorki w roznych liniach nowotworowych wywodzacych si¢ z

limfocytow B

Kinazy SRC i BTK s3 jednymi z gléwnych przekaznikow sygnatu z receptora BCR. W
pierwszym etapie sprawdzono jak zahamowanie kinaz wptywa na ekspresje CD20. Zbadano
wigc wpltyw wybranych drobnoczasteczkowych inhibitoréw kinaz SYK (R406 - fostamatynib)
i BTK (ibrutynib - PCI32765) na ilo$¢ biatka CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych.
Oba testowane inhibitory stosowano juz w immunoterapii niektérych nowotworow
hematologicznych w prébach klinicznych. Komorki linii nowotworowych wywodzacych sie z
limfocytow B reprezentujace chioniaka Burkitt’a (Raji) oraz DLBCL (Ly-1) inkubowano 48
godzin w pozywkach z dodatkiem wzrastajacych stezen badanych inhibitorow kinaz. Nastepnie
znakowano komorki przeciwcialem rozpoznajacym antygen CD20 sprzezonym z
fluorochromem FITC. Metoda cytometrii przeptywowej oszacowano ilo§¢ antygenu CD20 na
powierzchni badanych komoérek. Toksycznos¢ inhibitorow oszacowano metodg cytometrii
przeptywowej po wyznakowaniu komoérek martwych jodkiem propidyny. Stezenia inhibitorow
zastosowanych w eksperymencie byly nietoksyczne dla inkubowanych przez 48 godzin
komoérek (Ryc. 3 C). Zywotno$é w grupach inkubowanych z inhibitorami wynosita ok. 90%
w stosunku do 100% zywotnosci w grupie kontrolnej. W obu przypadkach zaobserwowano
istotny spadek ilosci antygenu CD20 na komorkach nowotworowych inkubowanych z

inhibitorami kinaz (Ryc. 3 Ai 3 B).
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Rycina 3. Ocena ilosci biatka CD20 na powierzchni komodrek nowotworowych linii
komorkowych ludzkich chtoniakow B-komorkowych inkubowanych 48 godzin z nietoksycznymi
stezeniami inhibitorow kinaz SYK (R406) i BTK (ibrutynib).

Komorki nowotworowe chloniaka Burkitt’a Raji (A) lub DLBCL Ly-1 (B) inkubowano przez
48 godz. w poZywce z dodatkiem nietoksycznych stezen A) R406, B) ibrutynibu. Nastepnie
komorki wyznakowano przeciwciatem anty-CD20 sprzezonym z fluorochromem FITC. Do
pomiaru fluorescencji uzyto metody cytometrii przeptywowej. Uzyskane Srednie wartosci
fluorescencji (MFI) £ SD porownano do 100% W komorkach grupy kontrolnej.C) wykres
przedstawia Zywotnos¢ komorek inkubowanych przez 48 godz. z testowanymi inhibitorami kinaz
w stezeniach: 1uM R406, 0,5 uM ibrutynib.Wyniki sq reprezentatywne dla minimum 2
powtorzen biologicznych eksperymentu i przedstawiajq Sredniq arytmetyczng z 2 powtorzen
technicznych.

4.2 Wplyw inhibitorow kinaz tyrozynowych SYK i BTK na dzialanie cytotoksyczne

przeciwcial monoklonalnych anty-CD20

Ilo$¢ antygenu CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych jest jednym z gléwnych
czynnikow wplywajacych na skuteczno$¢ przeciwcial anty-CD20 stosowanych w
immunoterapii niektorych nowotworéw hematologicznych. Dlatego w nastepnym etapie
sprawdzono, jak zmniejszenie ilosci biatka CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych
obserwowane po inkubacji komorek z testowanymi inhibitorami kinaz wplywa na
cytotoksyczno$¢ rytuksymabu 1 ofatumumabu wobec komoérek nowotworowych. Do dalszych
eksperymentow uzyto modelu linii komdérkowej chtoniaka Burkitta Raji charakteryzujacej si¢

wysoka ekspresja CD20 i wrazliwoscig zarowno na rytuksymab jak i ofatumumab.

Komorki linii Raji inkubowano przez 48 godzin w pozywce z dodatkiem nietoksycznych stezen
R406 lub ibrutynibu. Nastgpnie sprawdzono toksyczno$¢ rytuksymabu i ofatumumabu po 1
godzinie inkubacji z komodrkami kontrolnymi oraz poddanymi dziataniu testowanych
inhibitoréow kinaz. Zrodtem dopelniacza byla surowica ludzka pozyskana od dawcy z grupa
krwi AB, a wigc pozbawiona przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom A i B
potencjalnie wystepujacych na powierzchni komoérek nowotworowych. Wyjsciowo
wykluczono eksperymentalnie toksyczno$¢ samej surowicy. Przezywalno$¢ komorek
nowotworowych eksponowanych na dopekniacz i1 rytuksymab/ofatumumab byla znaczaco
Wyzsza po zastosowaniu testowanych inhibitorow kinaz w poréwnaniu z komoérkami
kontrolnymi (Ryc.4). W oparciu o powyzszg obserwacj¢ Wywnioskowano, ze zastosowanie
inhibitoréw kinaz SRC i BTK uposledza cytotoksyczne dziatanie zarowno rytuksymabu jak i
ofatumumabu w mechanizmie CDC. Obserwacja ta byta zgodna z przedstawionymi wczesniej
spadkami ilosci CD20.
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Rycina 4. Wplyw R406 oraz ibrutynibu na przezywalnosé¢ komorek Raji w mechanizmie CDC
pod wplywem przeciwcial monoklonalnych anty-CD20.

Wykresy przedstawiajg zZywotnos¢ komorek kontrolnych oraz preinkubowanych 48 godzin z
wybranymi, nietoksycznymi stezeniami inhibitorow kinaz po inkubacji z terapeutycznymi
przeciwciatami monoklonalnymi w stezeniu 1ug/mL : rytuksymabem i ofatumumabem. Jako
zrodia sktadnikow dopetniacza uzyto surowicy ludzkiej. Przezywalnos¢ komorek oceniono
metodg cytometrii przeptywowej po wyznakowaniu komorek martwych jodkiem propidyny.
Eksperymenty wykonano na liniach komorkowych Raji. Wyniki sq reprezentatywne dla
minimum 2h powtorzen biologicznych eksperymentu, przedstawiajq sredniq arytmetyczng z 2
powtorzen technicznych.

4.3 Wplyw ibrutynibu i R406 na ekspresje innych antygené6w powierzchniowych w

komorkach linii Raji

W kolejnym etapie zbadano czy inhibitory kinaz wptywaja na inne antygeny na powierzchni
komorek nowotworowych. Jako model wybrano lini¢ komdorkowa Raji. Przy uzyciu cytometrii
przeplywowe] zweryfikowano ilos¢ wybranych antygendéw powierzchniowych po inkubacji
komorek Raji z inhibitorami kinaz. W pierwszej kolejnosci oceniono ekspresje biatek CD46 i
CD55, ktore wykazuja negatywna zdolnos$¢ regulacji aktywnosci uktadu dopetniacza. Nie
sprawdzono wptywu leku na ilo$¢ biatka CD59 ze wzglgdu na brak jego ekspresji w linii
komorkowej Raji. Nie zaobserwowano istotnego statystycznie zmniejszenia ilo§ci antygenow
CD46 i CD55 (Ryc. 5). Antygeny te wplywajgc na dziatanie uktadu dopetniacza sg jednym z
czynnikow determinujacych skuteczno$¢ dziatania rytuksymabu i ofatumumabu (87). Brak
wptywu R406 i ibrutynibu na ich ekspresj¢ jest zgodny z hipoteza, ze uposledzenie dziatania
cytotoksycznego przeciwcial anty-CD20 jest spowodowane przede wszystkim spadkiem
ekspresji biatka CD20. Sprawdzono takze ilo§¢ bialek zaangazowanych w przekazywanie
sygnatu z BCR: CD19 (bialko docelowe dla terapii CAR-T oraz przeciwcial monoklonalnych
tj. blinatumomabu, coltuksymabu, denintuzumabu, ineblituzumabu i innych), CD21 (znany pod

inng nazwg jako CR2, receptor dla wirusa EBV, biatko specyficzne dla limfocytoéw B) oraz
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CD22 (cel terapeutyczny dla inotuzumabu ozogamycyny (218)). Zbadano takze ekspresje IgM
(wystepujacej na powierzchni jako BCR), ICAM (ktérego poziom ekspresji koreluje z funkcja
kostymulujaca wzgledem limfocytow T (219)) i HLA-DR (rozpatrywany jako jeden z celow
terapeutycznych dla przeciwcial bi-specyficznych anty-CD20 (220)) .

CD46 CD55 CD46 CD55
1001 100- 1001 100
E) = g *kkk E E 1
< c 1= <
(] o o o
X X X X
S 504 S 50- S, 50- S 504
0T T T T
S = S S
[{e] o (o] Ln
< [Te] < Ln
) a o a
O O O O
0- , 0- T 0- T 0- '
0 1 0 1 0 1 0 1
R406 [UM] R406 [uM] IBRUTYNIB [uM] IBRUTYNIB [uM]

Rycina 5. Ocena ilosci inhibitorow ukiadu dopetniacza na powierzchni komorek
nowotworowych linii Raji inkubowanych 48 godzin z R406 lub ibrutynibem.

Komorki nowotworowe chloniaka Burkitt’a Raji inkubowano przez 48 godz. w pozywce z
dodatkiem R406 lub ibrutynibu w stezeniu 1 uM. Nastepnie komorki wyznakowano
przeciwciatami  sprzezonymi z fluorochromem FITC Ilub PE skierowanymi przeciwko
antygenom CD46 i CD55. Do oszacowania ilosci wyznakowanych fluorescencyjnie antygenow
uzyto metody cytometrii przeplywowej. Uzyskane Srednie wartosci fluorescencji (MFI) = SD
porownano do 100% w komorkach grupy kontrolnej.

Zastosowanie R406 1 ibrutynibu nie miato rowniez istotnego wplywu na ilos¢ antygenow ICAM
I HLA-DR ale znaczaco zmniejszyto powierzchniowa ekspresje CD21 i CD22 oraz CD19 w
przypadku R406 (Ryc. 6). Ponadto zaobserwowano wzrost ekspresji immunoglobulin klasy M.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze zmniejszeniu ilosci CD20 towarzyszy zmniejszenie ekspresji
niektorych antygenow kompleksu BCR, jednak jest to proces selektywny i dotyczy przede
wszystkim bialek CD21 1 CD22.
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Rycina 6. Ocena ilosci réznych antygenow powierzchniowych na komorkach nowotworowych
linii Raji inkubowanych 48 godzin z R406 lub ibrutynibem.

Komorki nowotworowe chioniaka Burkitt’a Raji inkubowano przez 48 godz. w pozywce z
dodatkiem R406 I[ub ibrutynibu w stezeniu 1 uM. Nastepnie  komorki wyznakowano
przeciwciatami sprzezonymi z fluorochromem FITC lub PE skierowanymi przeciwko roznym
antygenom tj. CD19, CD21, CD22, ICAM, HLA-DR, IgM. Do oszacowania ilosci
wyznakowanych fluorescencyjnie antygenow uzyto metody cytometrii przeptywowej. Uzyskane
Srednie wartosci fluorescencji (MFI) = SD porownano do 100% w komorkach grupy
kontrolnej.

4.4 Wplyw inhibitoréw kinaz tyrozynowych SRC i BTK na ekspresje genu MS4A1l
kodujacego bialko CD20

W celu zbadania molekularnego mechanizmu zmniejszenia ekspresji biatka CD20 w
komorkach nowotworowych przez inhibitory kinaz tyrozynowych SRC i BTK sprawdzono, czy
testowane zwigzki wptywaja na proces transkrypcji genu MS4A1 kodujacego biatko CD20. W
tym celu uzyto metody ilosciowej reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym.
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Rycina 7. Ocena ilosci transkryptu CD20 po 24-godzinnej inkubacji komaorek linii Raji z z R406
I ibrutynibem w stgzeniu 1uM. Dane na wykresie przedstawiajg stosunek mRNA dla CD20 do
mRNA dla genu referencyjnego S-mikroglobuliny w odniesieniu do 100% w grupie kontrolnej.
Zaobserwowano, ze pod wplywem inkubacji komodrek Raji zarowno z inhibitorem kinazy BTK
(ibrutynibem) jak i inhibitorem kinazy SYK (R406) dochodzi do istotnego spadku ilosci
transkryptu genu MS4A1. Wyniki przeprowadzonych eksperymentdw pokazuja, ze testowane
inhibitory kinaz tyrozynowych zmniejszaja powierzchniowg ilos¢ antygenu CD20 w

komorkach poprzez wplyw na transkrypcje genu MS4A1L.

4.5 Wplyw wyciszenia ekspresji genow SYK i BTK na ilo§¢ CD20 na powierzchni

komérek Raji i skuteczno$¢ dzialania przeciwcial monoklonalnych anty-CD20

Dla wykluczenia nieselektywnego dziatania stosowanych inhibitoréw kinaz zbadano, czy
spadek ilosci CD20 jest specyficznie zwigzany z hamowaniem w Kinaz SYK i BTK. W tym
celu wyprowadzono linie komérkowe Raji, w ktorych za pomoca konstruktéw plazmidowych
selektywnie wyciszono ekspresj¢ kinaz SYK lub BTK. Komorki Raji transdukowano
wektorami lentiwirusowymi zawierajgcymi shRNA wyciszajace gen SYK lub BTK lub
plazmidem kontrolnym pLKO.1.

W pierwszym etapie za pomocg metody ilosciowej reakcji PCR (Ryc. 8) oraz Western blottingu
(Ryc. 9) sprawdzono, ktére z badanych sekwencji najskuteczniej wyciszalty ekspresje genow
BTK lub SYK.
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Rycina 8. Ocena ilosci transkryptu SYK lub BTK w komorkach z wprowadzonymi konstruktami
wyciszajgcymi.

Komorki Raji poddano trandukcji lentiwirusowej plazmidami zawierajgcymi rozne sekwencje
shRNA wyciszajgce ekspresje BTK lub SYK. Wykres przedstawia stosunek mRNA dla SYK/BTK
do mRNA dla genu referencyjnego f-aktyny w odniesieniu do 100% w grupie kontrolnej. Grupe
kontrolng stanowig komorki transdukowane plazmidem pLKO. 1 bez wyciszajgcego shRNA.
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LKO.1 shBTK1 shBTK2 pLKO.1 shSYK1 shSYK2 shSYK3

BTK

SYK

Rycina 9. Ocena ilosci kinazy BTK 1 SYK w komorkach Raji z wyciszong ekspresjq genow BTK
i SYK.

Komorki Raji poddano trandukcji lentiwirusowej plazmidami zawierajgcymi rozne sekwencje
shRNA wyciszajgce ekspresje BTK lub SYK. Nastepnie metodg Western blottingu oceniono
ilos¢ biatka BTK i SYK w lizatach komorkowych poddanych elektroferezie. Do normalizacji
odczytu uzyto p-aktyny.

Do dalszych eksperymentéw wykorzystano sposrod wyprowadzonych te linie , w ktorych
potwierdzono najwigkszy stopien wyciszenia BTK (shBTK1) i SYK (shSYK2). W tych liniach

oceniono ekspresje biatka CD20 oraz wrazliwo$¢ na rytuksymab w mechanizmie CDC.
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Rycina 10. Ocena ilosci biatka CD20 na powierzchni komorek Raji z wyciszonq ekspresjg BTK
i SYK.

Komorki nowotworowe chioniaka Burkitt’a Raji poddano trandukcji lentiwirusowej
plazmidami zawierajgcymi shRNA wyciszajgce ekspresje BTK lub SYK. Illos¢ CD20 na
powierzchni komorek oceniono metodq cytometrii przeptywowej. Uzyskane Srednie wartosci
fluorescencji (MFI) + SD poréwnano do 100% w komaorkach grupy kontrolnej.
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Rycina 11. Wplyw wyciszenia ekspresji SYK i BTK na smiertelnos¢ komorek pod wpltywem
rytuksymabu.

Komorki nowotworowe chioniaka Burkitt’a Raji z wyciszong ekspresjg SYK i BTK poddano
testowi cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza w obecnosci rytuksymabu. Zywotnosé
oceniono wybarwiajgc komorki jodkiem propidyny. Do eksperymentu uzyto metody cytometrii
przeptywowej.

Zaroéwno wyciszenie ekspresji BTK jak i SYK spowodowato istotne zmniejszenie ilosci CD20
na powierzchni komorek Raji (Ryc. 10). Potwierdzono takze, Zze komorki Raji z
wprowadzonymi konstruktami wyciszajacymi SYK 1 BTK s3 mniej wrazliwe na rytuksymab

w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (Ryc. 11). Uposledzenie dziatania rytuksymabu byto
jednak mniejsze niz w przypadku zastosowania inhibitoréw kinaz BTK lub SYK (Ryc. 4).

4.6 Wplyw inhibitoréw kinaz rodziny PI3K i AKT na ilo$¢ powierzchniowego bialka

CD20 w roznych liniach nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytow B

Obok biatek SRC i BTK kinazy PI3K oraz AKT stanowiag wazne rami¢ szlaku
sygnalizacyjnego inicjowanego przez receptor BCR (Ryc. 2). Dlatego w kolejnym etapie
sprawdzono czy zahamowanie szlaku PI3K/AKT rowniez wptywa na ekspresj¢ CD20. Do
eksperymentdéw uzyto inhibitora zarejestrowanego juz w immunoterapii (idelalizyb, CAL-101
— inhibitor PI3K) oraz zwiazki testowane w probach klinicznych: MK-2206 (inhibitor AKT)
oraz GDC-0068 (ipatasertyb — inhibitor AKT). Komoérki linii nowotworowych chtoniaka
Burkitt’a Ramos oraz DLBCL SU-DHL-4 inkubowano 48 godzin w pozywkach z dodatkiem
badanych inhibitorow kinaz w nietoksycznych stgzeniach (Ryc. 12 D). Ilo$¢ antygenu CD20
0szacowano metodg cytometrii przeptywowej. Toksyczno$¢ inhibitorow kinaz oszacowano

metoda cytometrii przeptywowej po wyznakowaniu komorek martwych jodkiem propidyny.
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Zaobserwowano znaczace zmniejszenie ilosci CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych
chtoniaka Burkitt’a oraz DLBCL pod wptywem zastosowanych inhibitoréw kinaz PI3K/AKT
(Ryc. 12 A-C).
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Rycina 12. Ocena ilosci biatka CD20 na powierzchni komdrek nowotworowych inii
komorkowych ludzkich chtoniakow B-komorkowych inkubowanych 48 godzin z nietoksycznymi
stezeniami inhibitorow kinaz PI3K/AKT.

Komorki nowotworowe chioniaka Burkitt’a Ramos (A) lub DLBCL SU-DHL-4 (B i C)
inkubowano przez 48 godz. w pozywce z dodatkiem nietoksycznych stezen A) idelalizybu, B)
MK-2206 oraz C) GDC-0068. Komaorki wyznakowano przeciwciatem anty-CD20 sprzezonym z
fluorochromem FITC. Pomiar fluorescencji wykonano metodg cytometrii przepltywowej.
Uzyskane srednie wartosci fluorescencji (MFI) £ SD porownano do 100% w komorkach grupy
kontrolnej.

D) wykres przedstawia zywotnos¢ komorek inkubowanych przez 48 godz. z testowanymi
inhibitorami kinaz w stezeniach 1uM.

4.7 Wplyw inhibitorow kinaz rodziny PI3K i AKT na dzialanie cytotoksyczne
rytuksymabu

W nastgpnym kroku sprawdzono, czy obserwowany spadek ilosci CD20 w wyniku dziatania
inhibitorow kinaz PI3K/AKT wptywa na skutecznos¢ przeciwcial monoklonalnych anty-CD20
wobec komorek nowotworowych. W tym celu zbadano przezywalnos¢ komorek
nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytow B w obecnosci rytuksymabu (przeciwciata
anty-CD20) oraz ludzkiej surowicy grupy AB. Pod wplywem zastosowania inhibitorow kinaz
PISK/AKT zaobserwowano istotny wzrost przezywalnosci komoérek nowotworowych

eksponowanych na dopetniacz oraz rytuksymab (Ryc. 13).
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Rycina 13. Wplyw idelalizybu, MK-2206 i GDC-0068 na smiertelnos¢ komorek SU-DHL-4 w
mechanizmie CDC pod wplywem rytuksymabu.

Przedstawiono zZywotnosé¢ komorek kontrolnych oraz preinkubowanych 48 godzin z wybranymi,
nietoksycznymi stezeniami inhibitorow kinaz P13K/AKt po inkubacji z rytuksymabem w stezeniu
lug/mL. Jako zrddla sktadnikow dopetniacza uzyto surowicy ludzkiej. Przezywalnos¢ komorek
oceniono metodq cytometrii przeptywowej po wyznakowaniu komoérek martwych jodkiem
propidyny. Eksperymenty wykonano na linii SU-DHL-4 reprezentujgcej DLBCL. Wyniki sq
reprezentatywne dla minimum 2 powtorzen biologicznych eksperymentu, przedstawiajq srednig
arytmetyczng z 2 powtorzen technicznych.

Podobnie jak w przypadku inhibitoréw kinaz SRC i BTK, zahamowanie szlaku przekaznictwa
z BCR zwigzanego z PI3K/AKT takze znaczaco uposledza cytotoksyczne dziatanie

rytuksymabu w mechanizmie CDC.

4.8 Wplyw inhibitoréw kinazy AKT na ekspresje¢ genu MS4A1 kodujacego CD20

W kolejnym etapie metoda ilosciowej reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym zbadano jak
inkubacja z inhibitorami PI3K/AKT wptywa na ilo$¢ transkryptu genu MS4A1. Potwierdzono,
ze inkubacja komorek Raji z badanymi inhibitorami PI3K/AKT powoduje zmniejszenie ilo$ci

transkryptu genu kodujacego CD20 w poréwnaniu do komorek kontrolnych (Ryc. 14).
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Rycina 14. Ocena ilosci transkryptu CD20 po 24-godzinnej inkubacji komorek linii Raji z MK-
2206 W stezeniu 1uM i GDC-0068 w stezeniu 2,5 uM . Dane na wykresie przedstawiajg
stosunek mRNA dla CD20 do mRNA dla genu referencyjnego mikroglobuliny g w odniesieniu
do 100% w grupie kontrolnej.

4.9 Wplyw nadekspresji kinazy AKT na ilos¢ bialka CD20 w komérkach

nowotworowych Raji

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw pokazaty, ze ilos¢ biatka CD20 jest regulowana nie
tylko poprzez aktywnos$¢ kinaz SRC/BTK ale takze przez aktywnos$¢ kinaz szlaku PI3K/AKT.
Przebadane inhibitory kinaz tyrozynowych szlaku PI3K/AKT w znaczacy sposob zmniejszaja
ilos¢ CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych, co przektada si¢ na uposledzenie
skutecznosci dziatania przeciwcial monoklonalnych anty-CD20. Dlatego w kolejnym etapie
zbadano, jak zwigkszenie ekspresji AKT wplywa na ilo$¢ antygenu CD20 na powierzchni
komorkach nowotworowych. W tym celu wyprowadzono wariant komorek Raji z aktywna
forma kinazy AKT (ufosforylowanymi izoformami S473 i T308). Za pomoca transdukcji
retrowirusowej do komoérek Raji wprowadzono konstrukt plazmidowy (pMIG-GFP-AKT) z
sekwencja kodujaca konstytutywnie aktywnag kinaze¢ AKT oraz GFP. Grupe kontrolng
stanowily komorki transdukowane pustym plazmidem zawierajacym jedynie gen GFP (pMIG-
GFP). Nastgpnie za pomocg cytometru przeplywowego z funkcjg sortowania
wyselekcjonowano komorki o najwyzszej intensywnosci zielonej fluorescencji czyli z wysoka
ekspresja sekwencji kodowanych na wprowadzonych plazmidach. W tak otrzymanych
subpopulacjach komérek metodg Western blottingu sprawdzono ilo$¢ catkowitego biatka AKT
oraz CD20. Jako kontroli ilosci uzytego biatka zastosowano biatko referencyjne B-aktyne,
ktorej i1los¢ powinna by¢ niezmienna w poszczegdlnych probkach. Wyniki eksperymentu

przedstawiono na Rycinie 15.
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Rycina 15. llosciowa ocena catkowitej kinazy AKT oraz biatka CD20 w komodrkach Raji
zmodyfikowanych konstruktem plazmidowym kodujgcym konstytutywnie aktywnq kinazg AKT.
Rycina przedstawia ilos¢ biatka normalizujgcego — aktyny, CD20 oraz catkowitq ilos¢ AKT w
komorkach kontrolnych transfekowanych plazmidem pustym (kontrola, AKT-) oraz komérkach
z wprowadzonym konstruktem aktywnej AKT (AKT+).

W komorkach ze zwiekszong iloScig kinazy AKT zaobserwowano wzrost ilosci biatka CD20.
Ta obserwacja potwierdza, ze ilos¢ biatka CD20 jest regulowana m. in. poprzez kinaz¢ AKT,

a poprzez zwigkszenie ekspresji AKT mozna zwigkszy¢ ilos¢ antygenu CD20.

4.10 Wplyw czynnikéw transkrypcyjnych rodziny FOXO na ilo$¢ antygenu
CD20

Jednymi z efektorow $ciezki sygnatowej PISK/AKT jest rodzina czynnikow transkrypcyjnych
FOXO. Do rodziny tej nalezg cztery spokrewnione biatka (FOXOI, 3, 4 i 6), z ktorych w
komorkach uktadu odporno$ciowego najwyzsza ekspresj¢ wykazuja FOXO1, FOXO3 oraz
FOXO4. Aktywacja AKT prowadzi do fosforylacji FOXO, jego zatrzymania w cytoplazmie i
w konsekwencji do zahamowania jego aktywnosci transkrypcyjnej (221,222). Dlatego w
kolejnym etapie zbadano wptyw czynnikéw transkrypcyjnych FOXO1 oraz FOXO3 na
regulacje ilosci CD20. W tym celu wykorzystano technologi¢ modyfikacji gendéw
CRISPR/Cas9 umozliwiajacg wyciszenie ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych FOXO1 lub
FOXO03. Metoda transdukcji lentiwirusowej komodrki Raji zmodyfikowano sgRNA
edytujacymi loci FOXOT1 lub FOXO3. Grupg¢ kontrolng stanowily komoérki z wprowadzonym
pustym wektorem lub sgEGFP. Metoda Western Blotting analizowano ilo$¢ biatka FOXO1,
FOXO3 oraz CD20 w uzyskanych populacjach komorek Raji.
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Rycina 16 . Ocena catkowitej ilosci CD20 w komorkach Raji z wyciszonym FOXO1 lub FOXO3.
Za pomocg technologii CRISPR/Cas9 wyprowadzono klony komorek Raji z wyciszonym
FOXO1 (sgFOX01) lub FOXO3 (sgFOX03). Wyselekcjonowano komérki transfekowane przy
uzyciu puromycyny. Skutecznos¢ transdukcji potwierdzono detekcjg biatek FOXOI lub
FOXO03. Grupe kontrolng stanowiq komorki z wprowadzonym wektorem pustym. Dla
potwierdzenia uzycia jednakowych ilosci lizatow biatkowych postuzono sig¢ detekcjq biatka [5-

aktyny.

W poréwnaniu do komorek kontrolnych zaobserwowano wyrazne zwigkszenie ilosci CD20 w
komorkach z wyciszonym FOXO1 (Ryc. 16) oraz brak zmian ilosci CD20 w komorkach z
wyciszonym FOXO3. Nie oceniono wpltywu wyciszenia FOXO04 ze wzglgedu na jego brak
detekcji w badanych komoérkach.

Podsumowujac te cze$¢ rozprawy ustalono, ze badane inhibitory kinaz tyrozynowych szlaku
PI3SK/AKT (podobnie jak opisane juz przez nasz zespo6t inhibitory kinaz SRC/BTK (223)) w
znaczacy sposoOb zmniejszajg ilo§¢ CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych, co
przektada si¢ na uposledzenie skutecznos$ci dziatania przeciwcial monoklonalnych anty-CD20.
Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw pokazaly takze, ze ilo§¢ biatka CD20 jest
bezposrednio zalezna od ekspresji kinazy AKT oraz czynnika transkrypcyjnego FOXO1.
Biorgc pod uwage odkrycie nowego mechanizmu regulacji ilosci CD20 poprzez kinaze AKT,
w nastepnym etapie przeprowadzono systematyczny przeglad literatury w poszukiwaniu

zwigzkow, ktére mogltyby poprzez stymulacje szlaku PI3K/AKT zwigksza¢ ekspresj¢ CD20 1
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w ten sposob potegowaé dziatanie cytotoksyczne przeciwcial monoklonalnych rozpoznajacych
antygen CD20, takich jak rytuksymab i ofatumumab (metodologia wykonanego przegladu
literatury oraz wykorzystane w wyszukiwaniu hasta sa opisane W punkcie 3.20 rozdziatu

materiaty 1 metody.
411 Wplyw salinomycyny na ilos¢ i aktywnos$¢ kinazy AKT

Jednym ze zwigzkéw o opisanej w literaturze zdolno$ci do aktywacji AKT jest salinomycyna
(210). Salinomycyna i pochodne zwiazki z grupy jonoforéw dotychczas z powodzeniem
stosowano jako $rodki o dzialaniu antybakteryjnym u zwierzat. Zainteresowanie
przeciwnowotworowym potencjatem salinomycyny wzrosto po wykazaniu jej silnego
cytostatycznego dzialania wzglgdem macierzystych komorek nowotworowych (224,225). W
pierwszym etapie badan sprawdzono, czy salinomycyna aktywuje szlak PISK/AKT w
komorkach wybranych linii B-komérkowych reprezentujacych chtoniaka Burkitt’a (Raji) 1
DLBCL (Pfeiffer, SU-DHL-4 i Karpass-422). Przy uzyciu metody Western blotting
sprawdzono jak zmienia si¢ catkowita ilo$¢ biatka AKT oraz jego aktywnej, ufosforylowanej

formy pod wptywem preinkubacji komoérek z salinomycyna.

A. RAIJI PFEIFFER
0o o0 05 1 0 0 05 1 SALINOMYCYNA [uM]
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0 0 0,5 1 0 0 0,5 1 SALINOMYCYNA [uM]
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Rycina 17. Ocena ilosci catkowitego biatka AKT oraz jego ufosforylowanej formy (pAKT) w
lizatach komorek (A) Raji oraz Pfeiffer (B) Karpass-422 oraz SU-DHL-4 inkubowanych przez
24 godziny z salinomycyng w stezeniach 0,5 i 1uM.

Przeprowadzono elektroforezg¢ probek lizatow z komorek Raji (chtoniak Burkitta), Pfeiffer,
Karpass-422 i SU-DHL-4 (DLBCL) inkubowanych w pozywce z dodatkiem 0,5 lub 1 uM
salinomycyny. Ilo§¢ biatek badanych oszacowano metoda Western blottingu. Dla
potwierdzenia uzycia jednakowych ilosci lizatow biatkowych postuzono si¢ detekcja biatka -

aktyny. Inkubacja z salinomycyng spowodowata wyrazny wzrost ufosforylowanej w pozycji
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Serd73, czyli aktywnej formy kinazy AKT w szczegdlnosci w komorkach linii Raji (Ryce. 17),
w porownaniu do komorek kontrolnych. W liniach komorek Karpass-422 i SU-DHL-4 (Ryc.

17 B) nie zaobserwowano zmiany ilosci i aktywacji kinazy AKT pod wptywem salinomycyny.
4.12 Wplyw salinomycyny na ilo§é¢ CD20 na powierzchni komérek Raji

W nastgpnym etapie sprawdzono jak aktywacja AKT pod wptywem salinomycyny wptywa na
ilos¢ powierzchniowego biatka CD20. W tym celu komoérki linii nowotworowe] Raji
inkubowano 48 godzin w pozywce z dodatkiem wzrastajacych stezen salinomycyny.
Toksyczno$¢ salinomycyny oszacowano metoda cytometrii przeptywowej po wyznakowaniu
komoérek martwych jodkiem propidyny. W zakresie wybranych stezen (0.1-1 uM) zywotnos¢
komorek nie spadata ponizej 90% w stosunku do 100% w grupie kontrolnej (Ryc. 18).
Nastepnie, po wyznakowaniu komoérek przeciwcialem anty-CD20 sprzgzonym z
fluorochromem (FITC) oszacowano ilo$¢ powierzchniowego biatka CD20 przy uzyciu
cytometrii przeptywowej. Zaobserwowano, ze salinomycyng istotnie, nawet 4-krotnie

zwieksza ilo$¢ biatka CD20 na powierzchni komorek Raji (Ryc.19).

100-
80+
60
404

20

zywotnos$é komorek [%]
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0 0,1 0,5 1

SALINOMYCYNA [uM]

Rycina 18. Ocena zywotnosci komorek Raji pod wptywem 48-godzinnej inkubacji w pozywce z
roznymi stezeniami salinomycyny.

Komorki linii Raji inkubowano przez 48 godz. w pozywce z dodatkiem salinomycyny w
stezeniach 0; 0,1uM; 0,5 uM i 1 uM. Po inkubacji komorki wyznakowano jodkiem propidyny
zabarwiajgcym komorki niezywe. Do pomiaru ilosci komorek obsorbujgcych PI uzyto metody
cytometrii przepbywowej. Przedstawiono uzyskane srednie wartosci fluorescencji (MFI) £ SD
porownano do 100% w komorkach grupy kontrolnej.
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Rycina 19. Ocena ilosci czgsteczek CD20 na powierzchni komorek linii Raji inkubowanych
48 godzin z roznymi stezeniami salinomycyny.

Komorki nowotworowe Raji inkubowano przez 48 godz. w pozywce z dodatkiem nietoksycznych
stezen salinomycyny. Nastepnie komorki wyznakowano przeciwciatem anty-CD20 sprzezonym
z fluorochromem FITC. Do pomiaru fluorescencji uzyto metody cytometrii przeptywowej.
Uzyskane srednie wartosci fluorescencji (MFI) £ SD porownano do 100% w komorkach grupy
kontrolnej. Lek byt nietoksyczny w stezeniach 0,1 i 0,5 uM. .

Wyniki eksperymentu udokumentowaly nieznany dotychczas wplyw salinomycyny na ilo$é
biatka CD20 w komorce. Do wigkszosci kolejnych eksperymentow wykorzystano
salinomycyne w stgzeniu 0,5uM, poniewaz toksycznos¢ wobec komodrek nowotworowych nie

przekraczata 10% (Ryc. 18).

4.13 Wplyw salinomycyny na ilos¢ CD20 na powierzchni komorki w modelach

roznych ustalonych linii komorkowych

W kolejnym etapie badawczym zbadano zdolno$¢ salinomycyny do zwigkszania ilosci
powierzchniowego CD20 w  panelu wybranych nowotworowych linii komoérkowych
wywodzacych si¢ z limfocytow B. W tym celu komorki ustalonych 10 linii komoérkowych
reprezentujacych chtoniaka Burkitt’a, DLBCL lub przewlekla biataczke limfocytowa (lista w
tab. 2) inkubowano przez 48 godzin w pozywce z dodatkiem wzrastajacych stezen

salinomycyny. Ilos¢ CD20 oceniono za pomocg cytometrii przeplywowej, jak opisano wyzej.

Zaobserwowano zwickszenie ilosci antygenu CD20 na powierzchni komoérki pod wpltywem
salinomycyny. Wzrost ten korelowat ze wzrostem stezen salinomycyny i byt obserwowany we
wszystkich badanych liniach. Najsilniejszy wptyw salinomycyny na ekspresje CD20
zaobserwowano w liniach KARPAS422 i LY7, ktére wykazaty blisko 3-krotny wzrost ilosci

CD20 na powierzchni komorek pod wptywem salinomycyny.
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Rycina 20. Ocena ilosci czgsteczki CD20 na powierzchni komorek roznych ustalonych linii
nowotworow B-komorkowych inkubowanych 48 godzin z roznymi stezeniami salinomycyny.
Komorki linii a) DLBCL: OCI- LY1,0CI- LY7, SU-DHL4, Karpas-s422, Pfeiffer, Toledo, b)
chioniaka Burtitta Ramos, Daudi, c) CLL: Cl i PGA inkubowano przez 48 godz. w pozywce z
dodatkiem nietoksycznych stezen salinomycyny. Nastepnie komorki  wyznakowano
przeciwciatem anty-CDZ20 sprzezonym z fluorochromem FITC. Do pomiau fluorescencji uzyto
metody cytometrii przeplywowej. Uzyskane Srednie wartosci fluorescencji (MFI) + SD
porownano do 100% w komorkach grupy kontrolnej.

4.14 Wplyw salinomycyny na calkowita iloS¢ bialka CD20 w komoérkach linii
Raji i Ramos

W kolejnym etapie badan sprawdzono czy wzrost ilosci CD20 na powierzchni komorek jest
zwigzany ze zwigkszong catkowitg ilo$cig biatka CD20 w komorkach. W tym celu korzystajac
z metody Western blottingu zbadano catkowitg ilos¢ biatka CD20 w lizatach komorek Raji oraz

Ramos traktowanych przez 48 godzin wzrastajacymi stezeniami salinomycyny (Ryc. 21).

RAJI RAMOS
CD20
e -
AKTYNA
0 0,5uM 1uM 0 0,5uM 1pum SALINOMYCYNA

Rycina 21. Ocena catkowitej ilosci biatka CD20 w komdrkach linii Raji i Ramos inkubowanych
przez 48 godzin z salinomycyng w stezeniach 0.5 lub 1 uM

Przeprowadzono elektroforeze probek lizatow z komorek Raji i Ramos inkubowanych przez 48
godzin w pozywce z dodatkiem 0,5 lub 1 uM salinomycyny. llos¢ biatka CD20 oceniono metodqg
Western blottingu i porownano z iloscig biatka p-aktyny uzytej jako kontrola natozenia
jednakowej ilosci lizatow biatkowych.

Wyniki wskazuja, Ze salinomycyna zwigksza zarowno ekspresje powierzchniowg CD20, jak 1

jego catkowitg ilo§¢ w komorkach Raji 1 Ramos.

4.15 Zbadanie wplywu salinomycyny na cytotoksycznos¢ rytuksymabu i

ofatumumabu wzgledem komérek Raji

Po zbadaniu wptywu salinomycyny na ilo$¢ antygenu CD20 na powierzchni komorek
sprawdzono, czy efekt ten przektada si¢ na cytotoksycznos¢ przeciwcial monoklonalnych anty-

CD20. Komorki Raji preinkubowane przez 48 godz. z wybranym, nietoksycznym st¢zeniem
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salinomycyny poddano testowi CDC z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych.
Smiertelno$¢ komorek oceniono z uzyciem cytometrii przeptywowej po wybarwieniu
martwych komorek jodkiem propidyny. Zaobserwowano znaczacy wzrost $miertelnosci
komorek nowotworowych preinkubowanych z salinomycyng w stosunku do grupy kontrolnej
(Ryc. 22). Wyniki eksperymentu wskazuja, ze salinomycyna moze potegowaé efekt

cytotoksyczny przeciwcial monoklonalnych.
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Rycina 22. Zywotnos¢ komérek Raji kontrolnych oraz preinkubowanych z salinomycyng w
stezeniu 0,5 uM po inkubacji z terapeutycznymi przeciwciatami monoklonalnymi:
rytuksymabem (R-CDC) i ofatumumabem (O-CDC).
Zywotnos¢ komorek Raji kontrolnych i traktowanych salinomycyng — w obecnosci
rytuksymabu/ofatumumabu w stezeniu 1 ug/mL i 10% surowicy ludzkiej analizowano z uzyciem
cytometrii przeplywowej.
4.16 Zbadanie wplywu salinomycyny na skuteczno$¢ dzialania rytuksymabu i
ofatumumabu w mechanizmie CDC w panelu réznych ustalonych nowotworowych

linii komorkowych wywodzacych si¢ z limfocytow B

Nastepnie sprawdzono czy salinomycyna wptywa na dziatanie cytotoksyczne przeciwciat
monoklonalnych w panelu wybranych linii komoérkowych wywodzacych si¢ =z
nowotworowych limfocytow B. W tym celu uzyto komoérek linii Pfeiffer, OCI-Ly7 oraz
Karpass-422 reprezentujacych chioniaka rozlanego z duzych komoérek B. Eksperymenty
przeprowadzano na komoérkach kontrolnych oraz preinkubowanych przez 48 godzin z
salinomycyng w stezeniu 0,5 uM. Do testu CDC z surowicg ludzka wykorzystano rytuksymab

1 ofatumumab. Ponownie zaobserwowano wzrost $miertelnosci komorek preinkubowanych z
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salinomycyng pod wplywem salinomycyny w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 23).
Wyniki potwierdzaja, ze zdolno$¢ salinomycyny do potggowania efektu cytotoksycznego
rytuksymabu i ofatumumabu dotyczy calego panelu linii komoérek nowotworowych

reprezentujacych rozne podtypy chtoniakow.
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Rycina 23. Wplyw salinomycyny na smiertelnos¢ komorek w mechanizmie CDC pod wplywem
przeciwciat monoklonalnych anty-CD20 w modelach linii Karpass-422, OCI-LY7 i Pfeiffer.
Przedstawiono Zywotnos¢ komorek kontrolnych oraz preinkubowanych z salinomycyng przez
48 godzin w stezeniu 0,5 uM po inkubacji z terapeutycznymi przeciwciatami monoklonalnymi:
A) rytuksymabem i B) ofatumumabem. Eksperyment przeprowadzono z uzyciem cytometrii
przeptywowej.
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4.17 Zbadanie wplywu pochodnych salinomycyny oraz innych zwiazkéw z grupy
jonoforow na ilo$¢ antygenu CD20 na powierzchni komérek nowotworowych oraz

na skuteczno$¢ rytuksymabu w mechanizmie CDC

W kolejnym etapie oceniono czy dziatanie podobne do salinomycyny mozna zaobserwowac
dla catej grupy zwigzkéw jonoforowych, ktérych salinomycyna jest najbardziej znanym i
zaawansowanym w badaniach w modelach ludzkich linii komérkowych przedstawicielem. W
tym celu komorki linii Raji potraktowano wzrastajgcymi st¢zeniami komercyjnie dostgpnych
zwigzkow jonoforowych: narazyny, kwasu lasalowego, monenzyny i nigerycyny. Wszystkie te
zwigzki nalezg do grupy antybiotykdéw jonoforowych, ale w znaczacy sposdb roznig si¢
strukturg chemiczng. Monenzyna jest drugim po salinomycynie zwigzkiem jonoforowym
zatwierdzonym przez FDA do stosowania z przeznaczeniem weterynaryjnym. Podobnie jak
salinomycyna, monenzyna jest przedmiotem zainteresowania w konteks$cie jej potencjatu
toksycznego wzgledem komorek nowotworowych w ludzkich modelach in vitro.

Doboér odpowiednich stezen testowanych zwigzkdéw zaczerpnigto z bardzo ograniczonych
danych literaturowych. Dlatego przed zbadaniem wplywu wybranych zwigzkéw na
efektywnos¢ CDC szczegdtowo sprawdzono ich potencjat toksyczny poprzez wybarwienie
komorek nekrotycznych i péznoapoptotycznych jodkiem propidyny i porownanie ich odsetka
z grupa kontrolng w analizie cytometrycznej. Dane przedstawiono na Ryc. 24. We wszystkich

testowanych stezeniach toksycznos¢ nie przekraczata 10%.
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Rycina 24. Ocena zywotnosci komorek Raji pod wptywem 48-godzinnej inkubacji w pozywce z
roznymi stezeniami zwigzkow jonoforowych.

Komorki linii Raji inkubowano przez 48 godz. w pozywce z dodatkiem monenzyny w
stezeniach(Q; 0,1uM; 0,5uM, narazyny w stezeniach 0, 0,1 uM i 0,5uM, nigerycyny w stezeniach
0; 0,05uM, 0,1uM 1 kwasu lasalowego w stezeniach 0; lug/mL; 2,5ug/mL. Po inkubacji
komorki wyznakowano jodkiem propidyny znakujgcym martwe komorki i analizowano za
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pomocq cytometrii przeptywowej. Przedstawiono uzyskane Srednie wartosci fluorescencji
(MFI) £ SD porownano do 100% w komorkach grupy kontrolnej.

W celu oceny wplywu badanych zwigzkéw na ilo§¢ CD20, komoérki inkubowano z wybranymi,
nietoksycznymi st¢zeniami lekéw przez 48 godzin. Nastgpnie wybarwiono komorki
znakowanym przeciwcialem wykrywajacym antygen CD20. Ponownie ilo$¢ antygenu na
komorkach oszacowano przy uzyciu cytometru przeptywowego.

Zaobserwowano istotny, kilkukrotny wzrost powierzchniowego antygenu CD20 pod wplywem
inkubacji ze wszystkimi testowanymi zwigzkami jonoforowymi (Ryc. 25). W toku
przeprowadzonych eksperymentow wykazano wigc, ze nie tylko salinomycyna, ale cata grupa
zwigzkoéw jonoforowych znaczaco zwigksza ilo$¢ antygenu CD20 na powierzchni badanych

komoérek nowotworowych.
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Rycina 25. Ocena ilosci czgsteczki CD20 na powierzchni komorek linii Raji inkubowanych 48
godzin z roznymi stezeniami MONENzyny, narazyny, nigerycyny i kwasu lasalowego.

Komorki linii Raji inkubowano przez 48 godz. w pozywce z dodatkiem monenzyny W
stezeniachQ; 0,1uM; 0,25uM, narazyny w stezeniach 0; 0,1uM; 0,25uM, nigerycyny w
stezeniach 0; 0,05uM, 0,1uM i kwasu lasalowego w stezeniach 0; 1ug/mL; 2,5ug/mL. Po
inkubacji  komorki ~ wyznakowano  fluorescencyjnym  przeciwciatem — wykrywajgcym
powierzchniowe biatko CD20. Do pomiaru fluorescencji uzyto metody cytometrii
przeptywowej. Uzyskane Srednie wartosci fluorescencji (MFI) + SD poréwnano do 100% w
komorkach grupy kontrolnej.
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W toku dalszych eksperymentow sprawdzono takze, czy wzrost ekspresji biatka CD20
przektada si¢ na uwrazliwienie komorek na dziatanie rytuksymabu i ofatumumabu a wigc
efektywnos¢ CDC. Potwierdzono, ze zwigzki jonoforowe prowadza do uwrazliwienia komoérek
Raji na dziatanie nawet najnizszych dawek rytuksymabu w procesie CDC (Ryec. 26).

R-CDC RAJI R-CDC RAJI

%k % %k %k * %k %k
|

=

o

o
1

100 I

o]
o
1

80

o]
o
1

60

N
T

40

N
o
1

20

przezywalnosé [% kontroli]

przezywalnosé [% kontroli]
o
1

I I
0 01 0 05
NARAZYNA [uM] KWAS LASALOWY [pg/mL]

Rycina 26. Wplyw narasyny i kwasu lasalowego na smiertelnos¢ komorek Raji w mechanizmie
CDC pod wpltywem rytuksymabu.

Przedstawiono zywotnos¢ komorek kontrolnych oraz preinkubowanych przez 48 godzin z
narazyng (0,1 uM) lub kwasem lasalowym (0,5 ug), a nastepnie traktowanych terapeutycznym
przeciwciatem monoklonalnym anty-CD20 — rytuksymabem. w obecnosci 10% surowicy
ludzkiej. Eksperyment przeprowadzono z uzyciem cytometrii przeplywowej.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty uwrazliwianie komorek linii Raji na cytotoksyczne
dziatanie rytuksymabu przez inne zwigzki jonoforowe. Salinomycyna jest jednak substancja o
najlepiej opisanej w literaturze charakterystyce farmakokinetycznej i farmakodynamicznej
sposrdd rodziny jonoforéw. Dlatego do kolejnych eksperymentéw majacych na celu
wyjasnienie mechanizmu modulacji ilosci antygenu CD20 przez zwigzki jonoforowe wybrano
salinomycyne jako zwigzek reprezentatywny dla catej grupy o najbardziej obiecujacym

potencjale zastosowania klinicznego.

4.18 Wplyw salinomycyny na ekspresj¢ bialek inhibitorowych ukladu dopekliacza na

powierzchni komorek Raji

Aby potwierdzi¢, ze potggowanie dziatania rytuksymabu i ofatumumabu pod wptywem
salinomycyny jest spowodowane wzrostem ilosci CD20 zbadano wptyw salinomycyny na ilo$é
inhibitorow dopetniacza, czyli antygenow CD46, CD55 i CD59 — wykazujacych negatywna

zdolnos$¢ regulacji aktywnosci uktadu dopetniacza.
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Wykonano analiz¢ cytometryczng ilosci biatek CD46 1 CD55 na powierzchni komoérek Raji
inkubowanych przez 48 godzin ze wzrastajacymi nietoksycznymi st¢zeniami salinomycyny.
Komoérki wybarwiono przeciwciatami rozpoznajacymi CD46 lub CDS55 sprzezonymi z
fluorochromem FITC lub PE. Nie badano antygenu CD59 ze wzgledu na brak jego ekspresji

w linii komoérkowej Raji. Ilos¢ wybarwionych fluorescencyjnie biatek oszacowano z uzyciem

cytometrii przeptywowe;j.
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Rycina 27. Ocena ilosci czgsteczki CD46 i CD55 na powierzchni komorek linii Raji
inkubowanych 48 godzin z salinomycyng.

Komorki nowotworowe inkubowano przez 48 godz. w pozZywce z dodatkiem nietoksycznych
stezen salinomycyny. Nastepnie komorki wyznakowano przeciwciatem anty-CD20 sprzezonym
z fluorochromem FITC. Do pomiaru fluorescencji uzyto metody cytometrii przeplywowej.
Uzyskane srednie wartosci fluorescencji (MFI) £ SD porownano do 100% w komorkach grupy
kontrolnej.

Nie zaobserwowano istotnej statystycznie zmiany ekspresji badanych biatek inhibitorowych na
powierzchni komorek Raji pod wptywem salinomycyny (Ryc. 27). Tym samym wykluczono
udziat biatek regulujacych aktywnos$¢ kaskady dopetniacza — CD46 i CD55 w potegowaniu

dziatania cytotoksycznego rytuksymabu i ofatumumabu przez salinomycyne.
4.19 Wplyw salinomycyny na ilo$¢ innych antygenéw na powierzchni komorek Raji

W kolejnym etapie cceniono takze czy salinomycyna wpltywa na ilo$¢ innych antygenow
wystepujacych na powierzchni komorek nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytéw B,
takich jak CD19, CD21 i CD22, bedacych celami molekularnymi w terapii nowotworéw
wywodzacych si¢ z limfocytow B.
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Rycina 28. Ocena ilosci czgsteczki CD19, CD21 i CD22 na powierzchni komorek linii Raji
inkubowanych 48 godzin z salinomycyng.

Komorki nowotworowe inkubowano przez 48 godz. w pozywce z dodatkiem nietoksycznych
stezen salinomycyny. Nastepnie komorki wyznakowano przeciwciatem anty-CD21, anty-CD19
lub anty-CD22 sprzezonym z fluorochromem FITC lub PE. Do pomiaru fluorescencji uzyto
metody cytometrii przeplywowej. Uzyskane Srednie wartosci fluorescencji (MFI) + SD
porownano do 100% w komorkach grupy kontrolnej.

Nie zaobserwowano istotnych zmian w ilosci biatek CD21 1 CD19 pod wptywem inkubacji z
salinomycyna (Ryc. 28). Zauwazono natomiast nieistotny statystycznie wzrost ilosci antygenu
CD22 na powierzchni komorek Raji, ktore charakteryzujg si¢ niska bazalng ekspresja tego

antygenu na powierzchni blony komorkowe;.
4.20 Wplyw salinomycyny na ekspresje genu kodujacego CD20

W kolejnych eksperymentach sprawdzono czy salinomycyna oraz narazyna reguluja ilos¢
antygenu CD20 na poziomie transkrypcyjnym. W tym celu przy uzyciu metody ilosciowej
reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym oceniono ilo§¢ transkryptu dla genu MS4Al w
komorkach Raji kontrolnych oraz inkubowanych z wybranymi jonoforami. Eksperyment z

salinomycyng przeprowadzono takze w liniach Ramos 1 Daudi.
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Rycina 29. Ocena ilosci transkryptu CD20 po inkubacji przez 24 godziny A) komorek Raji z
salinomycynq i narazyng w stezeniach 0,5uM B) komorek Daudi i Ramos z salinomycyng w
stezeniu 0,5uM. Dane na wykresie wyrazone sq jako stosunek mRNA dla CD20 do mRNA dla
genow referencyjnych aktyny f/GAPDH w odniesieniu do 100% w grupie kontrolnej.

W komorkach inkubowanych z salinomycyng zaobserwowano niewielki (okoto 1.5-krotny), ale

powtarzalny wzrost ilo$ci transkryptu MS4AL (Ryc. 29) wskazujacy, ze salinomycyna zwigcksza
transkrypcje¢ mRNA kodujacego biatko CD20.

4.21 Wplyw salinomycyny na aktywnos$¢ promotora genu MS4A1

W celu dalszego zbadania mechanizmu regulacji transkrypcji genu MS4A1 przez salinomycyne
oceniono jej wptyw na aktywno$¢ promotora genu MS4A1. W tym celu do komorek Raji przy
uzyciu nukleofekcji wprowadzono konstrukt plazmidowy pGL zawierajacy promotor genu
MS4A1 z bioreporterem Firefly luc (czyli lucyferaza $wietlika) oraz gen reporterowy
lucyferazy Renilli (RL). Kontrole negatywna stanowily komorki transfekowane pustym
wektorem pGL4 bez promotora MS4Al. Po inkubacji nukleofekowanych komorek z
salinomycyng zmierzono bioluminescencje katalizowanag przez lucyferazg $wietlika, ktorej
aktywno$¢ zalezy od promotora genu MS4ALl. Wyniki przedstawiono jako stosunek
luminescencji Firefly/Renilla w komoérkach inkubowanych z badanym zwigzkiem wobec

komorek kontrolnych.
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Rycina 30. Ocena aktywnosci promotora genu MS4A1 dla CD20 w nukleofekowanych
komorkach linii Raji po inkubacji z salinomycyng.
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Komorki linii Raji nukleofekowano plazmidem zawierajgcym bioreporter w postaci lucyferazy
swietlika oraz promotor dla MS4A1 lub plazmidem pustym a nastepnie inkubowano przez 24
godziny w pozywce z dodatkiem salinomycyny w stezeniach 0,5 i 1 uM. Poziom
bioluminescensji wyrazony ilorazem Firefly/Renilla wskazuje na aktywnos¢ badanego
promotora.

W komorkach inkubowanych z salinomycyna stwierdzono wzrost aktywnosci promotora w
porownaniu do komorek kontrolnych (Ryc. 30), zatem w kolejnych etapach pracy skupiono si¢
na identyfikacji mechanizméw i szlakow odpowiedzialnych za regulacj¢ promotora genu

MS4A1 przez salinomycyne.
4.22 Wplyw salinomycyny na bialka rodziny SMAD

Dane literaturowe wskazuja, ze salinomycyna moze negatywnie oddzialywa¢ na kompleks
czynnikow transkrypcyjnych rodziny SMAD nalezacych do szlaku przekaznictwa zaleznego
od TGF-B (226). Z kolei inne doniesienia wskazuja na mozliwos¢ hamowania aktywnosci
promotora genu MS4A1 w komorkach linii chtoniaka Burkitta poprzez TGF-, a wigc posrednio
takze poprzez aktywacj¢ czynnikow SMAD (227). Stad w pierwszej kolejnosci sprawdzono
czy salinomycyna wptywa na ilo$¢ antygenu CD20 poprzez zablokowanie biatek SMAD 1 ich
wplyw na promotor MS4Al. W eksperymencie badano biatka SMAD 2 i 3, poniewaz s3 one
fosforylowane bezposrednio po aktywacji receptorow dla TGF- 1 petnig funkcje pozytywnych
regulatorow tego szlaku. Najpierw sprawdzono czy w badanych modelowych liniach
komorkowych aktywacja $ciezki przekaznictwa z receptora dla TGF-f reguluje ilo$¢ antygenu
CD20 na powierzchni komoérek. W tym celu metodg cytometrii przeptywowej oceniono ilos¢
biatka CD20 w komorkach linii Ramos stymulowanych przez 48 godzin wzrastajacymi

stezeniami TGF-f.
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Rycina 31. Ocena ilosci antygenu CD20 na powierzchni komérek Ramos stymulowanych przez
48 godzin wzrastajgcymi stezeniami TGF-p.

Zaobserwowano niewielki, ale powtarzalny spadek ilosci powierzchniowego antygenu CD20
pod wplywem inkubacji z TGF-f (Ryc. 31). W dalszym etapie komorki linii Raji
nukleofekowano konstruktem plazmidowym z aktywnym biatkiem SMAD 2 lub SMAD3 lub
kontrolnym pcDNAS3 oraz wektorem z promotorem dla genu kodujacego CD20 sprzezonym z
lucyferaza $wietlika i genem reporterowym lucyferazy Renilli. Nastepnie komorki traktowano
wzrastajacymi stezeniami salinomycyny. Ponownie intensywno$¢ luminescencji lucyferazy

$wietlika zmierzono po 48 godzinach inkubacji i normalizowano wzgledem lucyferazy Renilli.
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Rycina 32. Ocena aktywnosci promotora genu MS4A1 dla CD20 w komorkach linii Raji bez
lub z wprowadzonym konstruktem aktywnych SMAD po inkubacji z salinomycynq.
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Komorki linii Raji nukleofekowano plazmidem zawierajgcym bioreporter w postaci lucyferazy
swietlika oraz promotor dla MS4A1 lub plazmidem pustym oraz aktywny konstrukt SMADZ2/3 a
nastepnie inkubowan0 przez 48 godzin w pozZywce z dodatkiem salinomycyny w stezeniu 0,5
uM. Poziom bioluminescensji wyrazony ilorazem Firefly/Renilla wskazuje na aktywnosé
badanego promotora.

Komorki Raji z wprowadzonym konstruktem aktywnych SMAD2 i SMAD?3 charakteryzowaty
si¢ obnizong aktywnoscig promotora dla genu MS4Al (Ryc. 32), co potwierdza hamujacy
wptyw bialek SMAD (w szczegdlnosci SMAD?2) na aktywno$¢ promotora badanego genu.
Efekt ten byl czesciowo odwracany przez salinomycyng. Nastepnie sprawdzono czy zmiana
aktywnosci promotora koreluje z poziomem powierzchniowego antygenu CD20. W tym celu
komorki Raji nukleofekowano z uzyciem plazmidow zawierajacych sekwencje aktywnego
SMAD2 Iub 3 z molekularnym znacznikiem FLAG oraz rownoczasowo fluorescencyjnym
biatkiem markerowym GFP. Efektywno$¢ nukleofekcji potwierdzono poprzez detekcje metoda
Western blottingu biatek FLAG w lizatach nukleofekowanych komorek (Ryc. 33 B). Nastgpnie
Z uzyciem cytometrii przeplywowej po wybarwieniu komoérek przeciwciatem anty-CD20
sprzezonym z fikoerytryng sprawdzono poziom powierzchniowego biatka CD20 w komorkach

wykazujacych fluorescencj¢ biatka GFP.
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Rycina 33. Ocena ekspresji biatka CD20 na powierzchni komorek Raji z wprowadzonym
konstruktem aktywnego SMAD2 lub SMAD3.

A) Komorki linii Raji nukleofekowano plazmidem zawierajgcym aktywny konstrukt SMAD2 lub
3 oraz znacznik fluorescencyjny GFP. Komorki inkubowano 7 przeciwciatem skierowanym
przeciwko antygenowi CD20 sprzezonym z fikoerytryng swiecqcq w kanale czerwonym.
Nastepnie metodg cytometrii przeplywowej oszacowano ilos¢ CD20 na powierzchni komorek z
barwnikiem zielonym a wiec nukleofekowanych rownoczesnie konstruktem zawierajgcym
SMAD2 lub SMAD3. Wyniki przedstawiono w stosunku do pomiaru wykonanego w grupie
kontrolnej transfekowanej wektorem pustym (pc-DNA3).

B) Detekcja biatek ze znacznikiem FLAG oraz aktyny (kontrola) metodg Western blottingu w
lizatach komorek nukleofekowanych Raji.

Nie stwierdzono znaczacej roznicy w ilosci powierzchniowego biatka CD20 w komorkach z
wprowadzonym aktywnym konstruktem SMAD3. Zaobserwowano natomiast niewielki spadek

ilosci CD20 w komérkach z aktywnym konstruktem SMAD?2.
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Rycina 34. Ocena catkowitej ilosci biatka SMAD 2 i SMAD3 w komorkach linii Ramos i Daudi
inkubowanych przez 4, 12 i 24 godziny z salinomycyng w stezeniu 0.5uM.

Przeprowadzono elektroforeze probek lizatow z komdérek Ramos i Daudi inkubowanych w
pozywce z dodatkiem 0.5 uM salinomycyny. Ilos¢ biatka SMAD?2 i SMAD3 oceniono metodg
Western blottingu. Jednakowy poziom biatka [-aktyny w poszczegdlnych probkach
uwierzytelnia wynik wskazujgc na uzycie jednakowej ilosci lizatow biatkowych.

Sprawdzono takze, czy salinomycyna reguluje ilos¢ biatek SMAD2 i SMAD3 w badanych
komorkach nowotworowych. Metoda Western blottingu oszacowano ilo$¢ biatek SMAD?2 i
SMAD?3 w lizatach z komoérek Ramos i Daudi, ktore poprzednio preinkubowano przez 4, 12
lub 24 godziny z salinomycyng w stezeniu 0,5uM (Ryc. 34). Otrzymane wyniki wskazuja, ze
salinomycyna nie zmienia ilosci bialek SMAD2 1 SMAD3 w komorkach badanych linii, a

regulacja aktywnosci promotora genu MS4Al przez salinomycyn¢ nie jest zwigzana Z jej

wptywem na biatkka SMAD2 i SMAD3.
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4.23 Wplyw salinomycyny na inne czynniki transkrypcyjne dla genu MS4A1

Kolejnym z opisanych w literaturze czynnikoéw transkrypcyjnych zwigkszajacych w komoérkach
ilo$¢ CD20 jest czynnik NF-«xB (228,229). Wykazano takze szereg interakcji i potaczen miedzy
$ciezka przekaznictwa NF-xB a szlakiem WNT/B-kateniny (230), ktérego salinomycyna jest
znanym inhibitorem (231,232). Przypuszczalnie salinomycyna mogtaby nasila¢ aktywno$¢
czynnika NF-kB, co w konsekwencji prowadzitloby do zwickszonej ekspresji
CD20.Sprawdzono zatem, czy w komorkach inkubowanych z salinomycyng zmienia si¢
aktywnos$¢ NF-kB. W tym celu komorki Raji nukleofekowano konstruktem plazmidowym
zawierajacym NF-«kB sprzezony z lucyferaza $wietlika oraz reporterowym genem lucyferazy
Renilli. Intensywnos$¢ luminescencji lucyferazy §wietlika zmierzono po 48 godzinach inkubacji

z salinomycyng i normalizowano wzgledem luminescencji lucyferazy Renilli.
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Rycina 35. Ocena aktywnosci czynnika NF-kB w nukleofekowanych komorkach linii Raji po
inkubacji z salinomycyng. Komorki linii Raji nukleofekowano plazmidem zawierajgcym gen dla
NF-xB polgczonym z bioreporterem lucyferazy swietlika oraz reporterowym genem Renilli
Nastepnie komorki inkubowano przez 48 godzin w pozZywce z dodatkiem salinomycyny w
stezeniach 0,5 i I uM. Poziom bioluminescensji wyrazony ilorazem Firefly/Renilla w stosunku
do kontroli wskazuje na aktywnos¢ badanego genu dla czynnika.

Nieoczekiwanie zaobserwowano spadek aktywnosci NF-kB w komorkach inkubowanych z
salinomycyna (Ryc. 35). Na podstawie otrzymanych wynikow wywnioskowano, ze regulacja

ilosci CD20 przez salinomycyng nie zalezy od czynnika transkrypcyjnego NF-kB.
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4.24 Wplyw salinomycyny na regulacje niektorych genow zaleznych od FOXO

W licznych przeprowadzonych eksperymentach nie udato si¢ ustali¢ jednego konkretnego
mechanizmu wyjasniajgcego tak znaczacy wptyw salinomycyny na ekspresje¢ antygenu CD20.
Wydaje sie, ze zaobserwowany efekt moze by¢ wieloczynnikowy, a kinaza AKT moze petnié
jedna z Kluczowych rol w mechanizmach tej regulacji. Nasz zespot opisat juz zalezny od AKT
czynnik transkrypcyjny FOXO jako negatywny regulator transkrypcji genu dla CD20 (233), co
réwniez potwierdzono eksperymentalnie w niniejszej pracy (Rycina 16). Dlatego w ostatnim
etapie pracy wykonano reanalize danych pochodzacych z profilowania transkrypcyjnego
komorek Raji inkubowanych z salinomycyna (dane dostepne w suplemencie opublikowanej
przez nas pracy (237)). Poszukiwano zmian w ekspresji gendw regulowanych przez FOXO lub
wptywajacych na ekspresje¢ FOXO. Analiza ekspresji genéw na podstawie danych RNA-seq
(przy wartosci progowej q < 0,05) wykazata istotne zmiany w ekspresji 65 genéw w komodrkach
traktowanych salinomycyng. Stwierdzono, ze salinomycyna silnie moduluje ekspresj¢ MRNA
dla IL7R, ktorego transkrypcja jest silnie zalezna od FOXO1 (234). Zaobserwowano, ze ilo$¢
mRNA dla IL7R byta jednym z najsilniej zmniejszajacych si¢ pod wptywem salinomycyny
transkryptow (Ryc. 36). Ponadto przeanalizowano ilos¢ transkryptu dla SGK1, ktory koduje
biatko hamujace aktywno$¢ czynnikoéw transkrypcyjnych FOXO (235,236).
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Rycina 36. Wplyw salinomycyny na ilos¢ mRNA dla IL7R oraz SGK1.

Komorki Raji inkubowano z salinomycyng o stezeniu 0,5 uM przez 18 godzin. Nastgpnie
poddano analizie sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. Next Generation
Sequencing).

Zaobserwowano, ze salinomycyna istotnie zwigkszata ilo§¢ mRNA SGK1 o dzialaniu

hamujgcym wobec FOXO (Ryc.36). Obserwacje te sugeruja, ze salinomycyna moze hamowaé
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aktywno$¢ czynnikow transkrypcyjnych FOXO, ktore z kolei majg udokumentowany
negatywny wplyw na ilo§¢ CD20. Dalsze, niedawno opublikowane badania prowadzone przez
nas zespot jednoznacznie wskazuja na regulacje aktywnosci transkrypcyjnej FOXOL1 przez

salinomycyne (237).
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5. Dyskusja

Wprowadzenie pierwszego przeciwciata anty-CD20 do schematow terapeutycznych w
hematologii stanowilo przetom w leczeniu chtoniakéw niehodgkinowskich. Mimo, ze od
pierwszej rejestracji przez FDA min¢lo ponad 25 lat, rytuksymab wcigz jest najczesciej
stosowanym immunoterapeutykiem w terapii nowotworow B-komoérkowych, a lista jego
zastosowan powigksza si¢ (238). Niestety w przypadku najgorzej rokujacego chloniaka
DLBCL oporno$¢ na immunochemioterapi¢ pierwszego rzutu z uzyciem rytuksymabu (tzw.
schemat R-CHOP) wynosi ponad 40%. Kolejnym problemem jest wyksztalcanie wtornej
opornosci na immunoterapi¢ anty-CD20 u pacjentdw pierwotnie odpowiadajacych na leczenie
(72) .

Wsérdéd znanych przyczyn opornosci na rytuksymab wiodaca wydaje si¢ niska ekspresja
antygenu CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych. Opisano wiele transkrypcyjnych i
potranskrypcyjnych mechanizméw warunkujacych niskg ekspresj¢ CD20. Dotychczas jednak
nie udato si¢ wdrozy¢ metody klinicznej skutecznie potegujacej terapie anty-CD20 poprzez
zwigkszanie ilosci CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych. Jedna z obiecujacych
strategii jest opisana juz przez nasz zespot mozliwos¢ pozytywnej regulacji CD20 za pomoca
inhibitoréw deacetylazy histonéw (80). Istnieje jednak potrzeba kolejnych badan nad szlakami
regulujacymi ekspresje CD20 - biatka rozpoznawanego przez przeciwciata monoklonalne takie

jak rytuksymab czy ofatumumab.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie zaleznosci miedzy kinazg AKT a ilo$cia
CD20 w komorkach reprezentujacych nowotwory B-komorkowe. Wiadomo, ze dlugotrwata
ekspozycja komoérek chtoniaka na rytuksymab sprzyja wytworzeniu opornosci nie tylko na
rytuksymab, ale rowniez krzyzowo na niektoére chemioterapeutyki, co sugeruje powstawanie
wspolnych $ciezek opornosci, z ktoérych jedna z opisanych sa zaburzenia funkcji $ciezki
sygnalowej PI3K/AKT (239,240). Szlak przekaznictwa PI3K/AKT jako jeden z gléwnych
mechanizmow efektorowych przewodzenia sygnatu z receptoréw BCR i pre-BCR uczestniczy
w regulacji proliferacji, cyklu komorkowego 1 apoptozy oraz mechanizmach naprawczych i
ochronnych (241). Zaburzenia kluczowej dla rozwoju komorek sciezki PI3K/AKT sa jednym z

glownych mechanizméw patogenezy nowotworow hematologicznych (242).

W pierwszym etapie pracy sprawdzono czy ilo$¢ antygenu CD20 zmienia si¢ pod wptywem

testowanych w badaniach klinicznych oraz stosowanych juz w praktyce klinicznej inhibitorow
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kinaz tyrozynowych SYK i BTK a nastepnie inhibitorow kinaz AKT i PI3K uczestniczacych w
przekazywaniu sygnatu z receptora BCR. Niektore z tych inhibitoréw byty juz testowane w
zaawansowanych badaniach klinicznych w potaczeniu z przeciwciatami anty-CD20 (MK2205,
ibrutynib, idelalizyb). Po przeanalizowaniu dostepnych danych dotyczacych profilu
bezpieczenstwa badanych inhibitorow 1 ich zaawansowania w badaniach klinicznych
zdecydowano o uzyciu w wigkszo$ci eksperymentéow inhibitorow BTK (ibrutynib) i SYK
(R406) (243,244). Zwiazki te wykazywaly dodatkowo wyjsciowo niskg toksyczno$¢ in vitro
wobec badanych komoérek (Ryc. 3C). Ponadto do zahamowania kinazy PI3K zastosowano
idelalizyb, ktory cieszyt si¢ duzym zainteresowaniem w kontekscie stosowania w monoterapii
nowotworéw B-komoérkowych. Mimo poczatkowo zachecajacych rezultatow idelalizyb w
monoterapii nie osiggat jednak wyzszych wskaznikéw ORR w poréwnaniu do stosowanych
schematow terapeutycznych. Stanowilo to uzasadnienie dla kolejnych badan klinicznych, w
ktoérych taczono inhibitor PI3K z innymi inhibitorami kinaz drobnoczasteczkowych i
stosowanymi juz chemioterapeutykami (245,246) oraz przeciwcialami monoklonalnymi anty-
CD20 (247-249). Badanie 11l fazy wskazato przewage kombinacji idelalizyb-ofatumumab w
poroéwnaniu do monoterapii ofatumumabem u pacjentéw z nawrotowa lub oporng CLL (ORR
75,3% v. 18,4% oraz mediana PFS 16,3 v. 8,0 miesiecy, OS bez ro6znicy). Przewaga kombinacji
idelalizyb-rytuksymab (R) nad ramieniem kontrolnym R-placebo (ORR 81% vs. 13%, OS w
rok po rozpoczeciu leczenia 92% vs 80% 1 redukcja limfadenopatii 92% vs. 80%) przesadzita
o rejestracji idelalizybu w leczeniu nawrotowej i opornej postaci CLL (250,251). Wyniki dalej
toczacych si¢ badan wskazywaly jednak znaczny potencjat toksyczny idelalizybu. Ze wzgledu
na wystgpowanie szeregu dzialan niepozadanych, w szczegdlnosci takich jak zapalenie jelit
(14-23%), $rodmigzszone zapalenia ptuc (ok. 3%), hepatotoksycznos$¢ — zwlaszcza w
potaczeniu z ofatumumabem (79%), neutropenia stopnia Il i IV (30%), perforacje przewodu
pokarmowego prowadzace do zgonu, wstrzymano rekrutacj¢ w toczacych si¢ juz badan
klinicznych (245,252). W badaniu I fazy u chorych z CLL odnotowano istotnie wyzszg
Smiertelnos¢ (7,4% vs. 3,5%) w ramieniu leczonym idelalizybem z rytuksymabem 1
bendamustyng (B) w poréwnaniu do B+R lub R w monoterapii (253). Te obserwacje
skutkowaly czasowym wstrzymaniem badan klinicznych nad skuteczno$cig idelalizybu
(oswiadczenie FDA z marca 2016 r.) (254) . Stosowanie idelalizybu ograniczono nastgpnie do
terapii skojarzonej z R w leczeniu pacjentow z CLL (kolejna linia leczenia) lub o niekorzystnej
rokowniczo mutacji  TP53/delecji  17p13 I przeciwskazaniami do podania
chemioimmunoterapii lub ibrutynibu (pierwsza linia leczenia) (255). Obecnie idelalizyb nie ma

juz zastosowania w terapii CLL i innych indolentnych rozrostach B-komorkowych. Brak badan
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in vitro oceniajacych interakcje stosowanego potaczenia rytuksymabu i inhibitora PI3K na
poziomie komdorkowym stanowi jedno z uzasadnien eksperymentow przeprowadzonych w toku
rozprawy doktorskiej. W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy eksperymentach
wykazano, ze wszystkie testowane inhibitory (zarowno samej kinazy AKT 1 PI3K jak rowniez
kinaz SYK i BTK posrednio regulujagcych PI3K/AKT (256)) istotnie obnizajg ilos¢ antygenu
CD20 w roznych liniach B-komorkowych (Ryc.3A i B oraz Ryc. 12), co przektada si¢ na blisko
70-procentowe uposledzenie dziatania rytuksymabu i ofatumumabu w mechanizmie CDC
(Ryc.4 i Ryc.13). Zahamowanie aktywnosci przeciwnowotworowej obserwowane dla
ofatumumabu byto stabsze w poréwnaniu z rytuksymabem. Zgodnie z obserwacjami innych
badaczy ofatumumab wykazuje wyjsciowo wyzsza toksyczno$¢ wzgledem komorek
nowotworowych w poréownaniu z rytuksymabem. Efekt ten jest zalezny od jego wigzania sig¢
do petli epitopowej potozonej blizej btony komorkowej, co sprzyja z kolei efektywniejszej
aktywacji MAC przy takiej samej dostepnosci antygenu CD20 (257). Wykazano, ze wigzanie
w unikalnym miejscu zwicksza stabilno$¢ kompleksu co spowolnia proces dysocjacji i

przektada si¢ na dodatkowy wzrost skutecznosci CDC (257).

Aby wykluczy¢, ze obserwowany wplyw wybranych inhibitorow na CD20 wynika z
nieselektywnego oddziatywania z innymi kinazami wyprowadzono klony komoérek Raji z
wyciszonymi genami dla SYK lub BTK (258). Problem plejotropowego oddzialywania jest
powszechny dla wielu inhibitorow kinaz. W wielu przypadkach pomimo szerokiej analizy
wilasciwosci farmakodynamicznych w modelach in vitro oraz in vivo, interakcje pomigdzy
kinazami byly wykrywane dopiero w p6znych fazach badan klinicznych. Dlatego poczatkowo
ustalono, ze selektywne wyciszenie ekspresji SYK i BTK prowadzi do istotnego zmniejszenia
ilosci powierzchniowego CD20 (Ryc. 10), co przektadalo si¢ z kolei na uposledzenie

przeciwnowotworowego dziatania rytuksymabu w mechanizmie CDC (Ryc. 11).

Zbadano tez wptyw inhibitoréw SYK 1 BTK  na ekspresje innych antygenow
powierzchniowych. Ibrutynib i R406 w sposob powtarzalny zmniejszaty ekspresj¢ antygenow
CD46 i CD55 bedacych negatywnymi regulatorami uktadu dopetniacza (Ryc. 5). Chociaz
uzyskany spadek ekspresji byl niewielki, zmniejszenie ilo$ci tych antygenéw powinno
skutkowaé (odwrotnie do naszej obserwacji) zwiekszeniem efektywnosci CDC (259). W tym
konteks$cie wywnioskowano, ze upo$ledzenie dziatania przeciwcial jest spowodowane w
glownej mierze zmniejszeniem ekspresji CD20 na powierzchni badanych komorek. Ibrutynib 1

R406 nieznacznie zmniejszaly tez powierzchniowg ilos¢ CD19, a istotnie CD21 i1 CD22 (Ryc.
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6). Ta obserwacja moze mie¢ znaczenie kliniczne, poniewaz wszystkie wymienione antygeny
sa biatkami docelowymi dla terapeutycznych przeciwciat monoklonalnych Iub terapii CAR-T
(260,261). Obserwacje te wymagaja jednak przeprowadzenia dalszych badan.

Zaobserwowano takze istotny wzrost ilosci powierzchniowego IgM, (Ryc. 6), co
prawdopodobnie wynika z opisanego juz zaangazowania kinaz SRC w proces jego
internalizacji (262). Oba inhibitory zwigkszaly takze w niewielkim stopniu ekspresje HLA-DR
na powierzchni badanych komorek. Podobne obserwacje opisat niedawno zesp6t Manukyan’a
w doswiadczeniach na komorkach wyizolowanych od pacjentow z CLL. W tej pracy
dhugotrwate podawanie ibrutynibu zwigkszato ekspresj¢ HLA-DR na wszystkich podgrupach
monocytow, a takze zwigkszato ilo$¢ komoérek CD4+ HLA-DR+ (263). Poznanie
konsekwencji klinicznych tej obserwacji wymaga przeprowadzenia badan walidacyjnych, ale
wiadomo, ze zwigkszona ekspresja HLA-DR moze sprzyja¢ efektywniejszej prezentacji
antygenu przez te komorki (264). Ponadto antygen ten jest celem terapeutycznym dla
przeciwcial bi-specyficznych anty-CD20 i HLA-DR, ktére wykazuja obiecujace dziatanie
przeciwnowotworowe wobec komorek chtoniaka (265) zarowno in vitro (266) jak i in vivo
(267). Na przyktadzie réznych antygenéw powierzchniowych wykazano wige, ze negatywny
wplyw testowanych inhibitorow nie dotyczy wszystkich bialek btonowych, ale ogranicza sig¢
do kilku antygendéw, zachowujac szczegdlng selektywnos$¢ w stosunku do CD20 (Ryc. 3, Ryc.
5i Ryc.6).

Wykazano takze, ze R406 i ibrutynib reguluja ilos¢ CD20 na poziomie transkrypcyjnym
(Ryc.7). Zaobserwowano ponad 50-procentowy spadek ilo$ci transkryptu genu MS4A1
kodujacego CD20 pod wptywem inkubacji komoérek z tymi inhibitorami. Podobne wartos$ci
uzyskano dla inhibitoré6w kinazy AKT, ktora dziata ponizej w szlaku PI3K (MK-2206 i GDC-
0068) (Ryc. 14).

W dostepnych w literaturze wynikach analiz ekspresji genow mozna znalez¢ potwierdzenie
negatywnego wplywu zaréwno R406 jak i ibrutynibu na transkrypcje genu MS4A1L.
Dodatkowo, w wykonanej przez nasz zespot re-analizie przeprowadzonych przez Chen i zespo6t
badan mikromacierzowych wykonanych w panelu 5 linii komdérkowych DLBCL wykazano
wyrazne zmniejszenie ekspresji MS4Al po 24 godzinach inkubacji z R406 (154,268). W
analizie ekspresji genow w komorkach wyizolowanych od pacjentow z CLL leczonych
kombinacjg ibrutynibu i rytuksymabu w jednoramiennym badaniu 2 fazy wykazano ponad 2-

krotny spadek ekspresji MS4A1 po 7 dniach terapii (269).
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Podsumowujac, w pierwszej czesci projektu zbadano regulacje antygenu powierzchniowego
CD20 poprzez wptyw na szlaki przekazywania sygnatlu z receptora BCR. W szczegdlnosci
potwierdzono negatywna regulacj¢ CD20 przez stosowane w badaniach klinicznych lub juz
zarejestrowane drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz BTK, SYK oraz PI3K/AKT.
Udowodniono w modelu in vitro negatywny wplyw badanych inhibitorow na
przeciwnowotworowe dziatanie stosowanych w klinice przeciwcial anty-CD20. Czg$¢ z
przytaczanych wynikow badan zawartych w pracy doktorskiej zostata opublikowana w pracy
., Inhibitors of SRC kinases impair antitumor activity of anti-CD20 monoclonal antibodies”,

ktorej jestem wspotautorka (223).

W kolejnym etapie sprawdzono, jak zwigkszenie aktywnosci szlaku PI3K/AKT wptywa na
ilo§¢ bialka CD20. W tym celu do komodrek Raji wprowadzono konstrukty plazmidowe z
konstytutywnie aktywna, ufosforylowang kinazg AKT. W komorkach z aktywna kinaza
zaobserwowano znaczny wzrost biatka CD20 (Ryc.15). W oparciu o te wyniki poszukiwano
nastepnie zwigzkow, ktore poprzez aktywacje szlaku PI3SK/AKT  moglyby pozytywnie
regulowac¢ ilo§¢ CD20, a w konsekwencji zwigksza¢ skuteczno$¢ rytuksymabu 1 ofatumumabu.
W tym celu wykonano systematyczny przeglad literatury pod katem zwigzkdéw potencjalnie
aktywujacych szlak PI3K/AKT.

W wyniku przegladu literaturowego do dalszych eksperymentow wytypowano salinomycyne —
zwigzek polieterowy z grupy jonoforow dotychczas stosowany  od 1983 roku jako $rodek
antybakteryjny u zwierzat (210). W ostatnich latach salinomycyna stata si¢ przedmiotem
zainteresowania wielu zespotow badawczych ze wzgledu na jej potencjalne zastosowania w
onkologii. W badaniach na wytypowanych 16 tysigcach  zwigzkéw o potencjale
przeciwnowotworowym salinomycyna wykazata najsilniejszy hamujacy wplyw wobec
komorek macierzystych raka piersi, przewyzszajac ponad 100-krotnie niektore z
chemioterapeutykow stosowanych w aktualnych protokotach terapeutycznych np. paklitaksel
(270). Globalna analiza ekspresji genow wykazala, ze salinomycyna zmniejsza ekspresje wielu
genow typowych dla komorek macierzystych (270). Opisano takze silny proapoptotyczny
wplyw salinomycyny na komorki raka endometrium potwierdzony wzrostem transkrypcji
genow BAX; TP53; FASL i zmniejszeniem ekspresji genéw BCL2L12; BIRC5 (271). Podobne
wyniki uzyskano w modelach komérkowych bialaczki z limfocytow T oraz chtoniaka Burkitta
(202). Potwierdzono tez, ze pod wptywem salinomycyny komorki nowotworowe sg bardziej

wrazliwe na stosowane leki chemioterapeutyczne. Salinomycyna jest silnym inhibitorem
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glikoproteiny-P  (P-gp), biatka z domena wigzacg ATP (ABC, ang. ATP-binding
cassette transporter), ktore utatwia transport lekow na zewnatrz komorki czyniac ja oporng np.
na chemioterapeutyki. Pod wptywem inkubacji z salinomycyng wielolekooporne (ang. MDR,
multi-drug resistance) ludzkie komorki biataczkowe (CEM-VBL 10 i CEM-VBL 100) oraz
komorki raka jajnika A2780/ADR odzyskiwaty pierwotng wrazliwo$¢ na winblastyne i taksany
(225). Salinomycyna zwigksza rowniez skutecznos¢ radioterapii wydtuzajac okres fazy G2 w

komorkach napromieniowanych (272).

Co jednak najistotniejsze z perspektywy zagadnien poruszanych w rozprawie doktorskiej,
niedawno opisano pozytywny wplyw salinomycyny na aktywno$§¢ AKT w komorkach raka
piersi i raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej (210). Zastosowanie inhibitoréw szlaku PI3K
(LY294002 lub wortmaniny) znosito ta zalezno$¢, co sugeruje, ze salinomycyna moze
regulowa¢ AKT poprzez wpltyw na szlak PI3K (210). Opisany zwigzek salinomycyny ze
szlakiem PI3K/AKT oraz jej plejotropowy potencjal przeciwnowotworowy byty silnymi
przestankami do rozpoczecia badan nad salinomycyng w kontek$cie mozliwosci regulacji
antygenu CD20.

Potencjal toksyczny salinomycyny i innych zwigzkéw jonoforowych jest jednak jednym z
powaznych czynnikow ograniczajgcych ich uzycie w badaniach in vivo. Jonofory dysregulujac
wewnatrzkomorkowa réwnowage jonowa hamuja fosforylacje oksydacyjng w szczegdlnosci w
miocytach i kardiomiocytach, w wyzszych dawkach wykazuja tez dzialanie nefro- i
hepatotoksyczne (273). Trwaja jednak zaawansowane prace nad stworzeniem pochodnych
salinomycyny o lepszym profilu bezpieczefistwa 1 aktywno$ci przeciwnowotworowej, w
ktorych wiodacg role ma polski zespot prof. Huczynskiego (Wydzial Chemii Uniwersytetu
Poznanskiego) (224,274,275,275). Szczegdlnie obiecujace w tym kontekscie wydaja si¢ by¢
analogi C20 salinomycyny, ktére charakteryzowaty si¢ szczegdlnie efektywnym dzialaniem
przeciwnowotworowym w modelach in vitro i ex vivo ostrej bialaczki limfoblastycznej
(204,274). Majac na uwadze powyzsze, w pierwszej kolejnoSci oszacowano zywotno$¢
komorek Raji traktowanych réznymi stezeniami salinomycyny i w wiekszosci eksperymentow
postuzono si¢ 0,5 uM stezeniem salinomycyny, dla ktérego toksycznos¢ nie przekraczata 10%
(Ryc.18). Takie stgzenie wykorzystywano takze w opisanych wyzej pracach.

Metoda Western blotting pokazalismy, ze salinomycyna zwigksza ilo$¢ oraz aktywnos¢ kinazy
AKT w komorkach chtoniaka Burkitta oraz DLBCL (Ryc. 17). Potwierdzono tez hipoteze, ze
salinomycyna zwigksza ilo§¢ CD20 na powierzchni r6znych komoérek nowotworowych (Ryc.

20). W komorkach Raji salinomycyna w stezeniu 0,5 uM zwiekszata powierzchniowg ekspresje
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CD20 ponad 4-krotnie (Ryc.19). Wedlug mojej wiedzy zadna z dotychczas testowanych
substancji nie wykazywata tak silnego pozytywnego wpltywu na ilo§¢ tego antygenu.
Salinomycyna zwickszala ilos¢ CD20 réwniez na powierzchni komorek Karpass-422 i SU-
DHL-4 (Ryc. 20), w ktorych nie obserwowano jej wptywu na ilos¢ i aktywnosé AKT (Ryc. 17).
Wykazalismy tez metoda Western blottingu, ze salinomycyna zwigksza catkowitg ilos¢ CD20,
a nie jedynie jego ilo$¢ na powierzchni komodrki np. zmieniajac jego transport wewnatrz
komorki lub powodujac rearanzacj¢ btony komorkowej jako zwigzek jonoforowy (Ryc. 21).
Wzrost iloéci CD20 na powierzchni komoérek zalezny od salinomycyny prowadzit do
potegowania efektu przeciwnowotworowego rytuksymabu i ofatumumabu w procesie CDC w
r6éznych liniach komoérkowych (takze SU-DHL-S i Karpass-422) (Ryc. 23). Eksperymenty
powtérzono z zastosowaniem innych, dostepnych zwigzkéw jonoforowych, ktérych
wlasciwosci nie sg tak szczegdtowo opisane w literaturze. Wszystkie badane zwigzki tj.
monenzyna, narazyna, nigerycyna i kwas lasalowy stosowane w nietoksycznych st¢zeniach
réwniez silnie (nawet ponad 4-krotnie) zwickszaty ilo§¢ antygenu CD20 na powierzchni
komorek Raji (Ryc. 25), co przektadato si¢ na spotggowanie dziatania rytuksymabu przez CDC
(Ryc.26). Zidentyfikowano zatem catg grupe zwigzkow o dotychczas nieopisanym, silnym
pozytywnym wplywie na CD20, a w konsekwencji potegujacych dziatanie badanych
przeciwcial monoklonalnych. Analiza wplywu salinomycyny na panel antygenow
powierzchniowych dodatkowo wykluczyta wzrost efektywnosci CDC na skutek regulacji
poziomu inhibitorow dopetniacza CD46 i CD55 (Ryc. 27).

W dalszych etapach potwierdzono, ze pozytywna regulacja CD20 wynikata z modyfikacji
procesOw transkrypcyjnych, o czym $wiadczy zardwno zaobserwowany wzrost ilosci
transkryptu genu MS4AL1 jak i wzrost aktywnosci jego promotora w komoérkach inkubowanych
z salinomycyna (Ryc. 29 i 30). Biorgc pod uwage umiarkowany wzrost aktywno$ci promotora,
nalezy jednocze$nie przypuszczac, ze nie jest to jedyny mechanizm odpowiedzialny za zmiany
w ekspresji CD20.

W dalszej czesci projektu skupiono si¢ na poszukiwaniu czynnikow transkrypcyjnych
mogacych regulowa¢ transkrypcje MS4A1. Analiza nie byta ograniczona do czynnikow $cisle
powigzanych ze szlakiem PI3K, gdyz w niektérych liniach komérkowych zaobserwowano
podwyzszenie ekspresji CD20 bez réwnoczasowego zwigkszenia ilosci i aktywnos$ci AKT
(Ryc.17).

W tym celu przeanalizowano dostepne w literaturze wyniki badan ekspresji genow w
komorkach traktowanych salinomycyng pod katem mozliwego zwigzku regulowanych genow

z CD20. Wsrod wielu czynnikow transkrypcyjnych i bialek przekaznikowych szczegodlng
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uwage zwrocity geny zwigzane z WNT, NF-kB, a w szczegolnosci biatka zwigzane ze szlakiem
przekaznictwa z receptora dla TGF-f (271). Warto jednak podkresli¢, ze dane te nie pochodzity
Z badan z uzyciem limfocytéw B, poniewaz nie analizowano dotad zmian ekspresji genéw po

salinomycynie w tych komorkach.

Wiadomo, ze salinomycyna moze negatywnie oddziatywa¢ na kompleks czynnikow
transkrypcyjnych rodziny SMAD nalezacych do szlaku przekaznictwa zaleznego od TGF-f
(226). Z drugiej strony opisano mozliwo$¢ hamowania aktywnos$ci promotora genu MS4A1 w
komorkach linii chtoniaka Burkitta poprzez TGF-p, a wigc posrednio takze poprzez aktywacje
czynnikow SMAD (227). Doniesienia te stanowily przestanke do sprawdzenia czy
salinomycyna zwigksza ilo§¢ antygenu CD20 poprzez zablokowanie bialeck SMAD
hamujgcych promotor MS4Al. Weryfikacje tej hipotezy rozpoczeto od potwierdzenia
negatywnego wplywu szlaku TGF-f na ilos¢ CD20 w modelu komoérek Raji. Pod wptywem
inkubacji z TGF-f zaobserwowaliSmy nieznaczny, ale powtarzalny i zalezny od stezenia spadek
ilosci CD20 na powierzchni komoérek (Ryc. 31). Wprowadzenie do komorek chioniaka
konstruktow z aktywnymi czynnikami SMAD2 i 3 rzeczywiscie skutkowato nieznacznym
obnizeniem aktywnosci promotora dla MS4A1 (Ryc. 32) ale jedynie w przypadku SMAD?2
przektadato si¢ to na istotne zmniejszenie ilosci CD20 (Ryc. 33 A). Poniewaz salinomycyna
nie powodowata zmiany ilosci biatek SMAD 2 i 3 w komorkach badanych linii, wykluczono

udziat biatek SMAD w regulacji ilosci CD20 przez salinomycyng (Ryc. 34).

W kolejnym etapie przetestowano udziat NF-kB w regulacji ilosci CD20 przez salinomycyng.
NF-kB jest silnie powigzany ze szlakiem WNT/B-kateniny (230), ktorego salinomycyna jest
znanym inhibitorem (231,232). NF-kB jest takze znanym dodatnim regulatorem ekspresji
MS4A1 (228,229). Nieoczekiwanie jednak przeprowadzone eksperymenty wykazaty odwrotng
od zaktadanej zalezno$¢ miedzy salinomycyna a NF-xB (Ryc.35). Tym samym wykluczono

rolg NF-kB jako czynnika regulujacego i ekspresje MS4A1 pod wptywem salinomycyny.

Zadne z dostepnych w literaturze i analizowanych przez nas wynikoéw ekspresji genow pod
wplywem salinomycyny nie byty przeprowadzane w komorkach krwi. Dlatego w dalszej czesci
wykonano globalng analiz¢ ekspresji gendw regulowanych przez salinomycyne w komorkach
chtoniaka Raji. Wszystkie sposrod 65 czasteczek mRNA, ktorych ekspresja zmienita si¢ pod
wplywem salinomycyny w przeprowadzonym eksperymencie, okazaly si¢ by¢ regulowane

réwniez przez inny jonofor monenzyne.
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Wsrod gendw najbardziej obiecujacych w kontekscie wptywu na CD20 znalazty si¢ geny
regulowane przez takie czynniki transkrypcyjne jak FOXO, MYC, NF-Y oraz miRNA mir181
(237). W pracy doktorskiej w szczeg6élnosci skupiono si¢ na transkryptach potencjalnie
zwigzanych z aktywacjg AKT i jej efektorem FOXO, ktorego role w regulacji CD20 wykazano
wcezesniej (Ryc. 16). Zaobserwowano, ze salinomycyna istotnie zwicksza ilos¢ MRNA SGK1,
ktore koduje kinazg o wilasciwosciach hamujacych wzglgdem FOXO (Ryc. 36). Ponadto,
mRNA dla IL7R, ktory jest celem transkrypcyjnym dla FOXO (234), okazat si¢ by¢ jednym z
najsilniej regulowanych negatywnie przez oba zwigzki jonoforowe (Ryc.36). Wyniki
przeprowadzonych eksperymentow, w ktorych bratam aktywny udzial, zostaly opublikowane
w pismie Haematologica (237). Przytaczana obserwacja pokrywa si¢ z opisanym przez zespot

Kim J. H. negatywnym wptywem salinomycyny na FOXO1 w komorkach raka piersi (210).

Z perspektywy biezacej rozprawy doktorskiej przytaczana zalezno$¢ ma zasadnicze znaczenie,

poniewaz FOXO jest konhcowym elementem szlaku PI3K/AKT. Fosforylacja FOXO przez
AKT prowadzi do jego zatrzymania w cytoplazmie, a w konsekwencji do zahamowania jego
aktywnosci transkrypcyjnej (221,222). Mozliwos¢ negatywnej regulacji genu MS4Al przez
czynnik transkrypcyjny FOXO1 zostala juz opisana zarowno w modelu mysim jak i w ludzkich
limfocytach B (276). Nasz zespot udowodnit i opisal juz wczesniej, ze wyciszenie czynnika
FOXOL1 jako efektora szlaku PI3K/AKT prowadzi do zwigkszenia ilosci CD20 w komorkach
chtoniaka (233).

Czynnik transkrypcyjny c-MYC zostat takze zidentyfikowany jako negatywny regulator
ekspresji MS4ALl przez inny zespot wspolpracujacy z nami (242,277). Udowodniono, ze MYC
moze hamowac¢ transkrypcje MS4Al przynajmniej w 2 mechanizmach: bezposrednio
oddziatujac na promotor genu oraz poprzez pozytywna regulacj¢ zaleznego od niego miR-222,
ktory z kolei blokuje transkrypcje MS4ALl tgczac si¢ z obszarem 3'UTR genu kodujacego CD20
(278,279). Woyciszenie genu dla MYC w komorkach chioniaka Burkitta oraz DLBCL
skutkowato wzrostem ilosci CD20. Nadekspresja MYC zwigzana z translokacjag BCL2 i MYC
jest tez znanym 1 niekorzystnym rokowniczo czynnikiem wystepujacym w 5-14% przypadkow
DLBCL tzw. double hit lymphoma (17). Dlatego u wszystkich pacjentow z DLBCL Polskie
Towarzystwo Onkologii Klinicznej zaleca przeprowadzanie screeningu w kierunku translokacji
MYC (280). Pomimo dobrze opisanej roli MYC w procesie kancerogenezie inhibitory tego
bialka nie majg jeszcze zastosowania w warunkach klinicznych, chociaz jest to jeden z

obiecujacych kierunkéw badawczych. Pozostate dwa czynniki zidentyfikowane w globalnej
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analizie ekspresji genéow regulowanych przez salinomycyne tj. NF-Y oraz mir-181 wedlug
naszej wiedzy nie maja udowodnionego zwiazku z transkrypcja MS4A1l. Wiadomo jednak, ze
mir-181 ma udziat w regulacji szlaku PI3K/AKT (281). Zwigkszona ekspresja mir-181
powodujgca aktywacje AKT ma znaczenie dla procesu kancerogenezy oraz wyksztatcania
opornosci na chemioterapeutyki, takze w przypadku nowotworow wywodzacych si¢ z
limfocytow B (282). Rola mir-181 jako jeden z aktywatorow szlaku PI3K/AKT majacego

znaczenie dla dziatania salinomycyny wymaga jednak dalszych badania.

Wyniki kluczowych eksperymentéw przeprowadzonych w projekcie doktorskim tj. wptywu
testowanych zwigzkéw na CD20 i skutecznos$¢ przeciwcial monoklonalnych przeprowadzono
w panelu wielu linii komorkowych reprezentujacych ro6zne rodzaje nowotwordow
hematologicznych tj. chtoniaka Burkitta, DLBCL (linie BCR zalezne i niezalezne) oraz CLL.
Pokazuje to, ze odkryty nowy mechanizm regulacji antygenu CD20 poprzez wptyw na $ciezke
przekaznictwa PI3K jest uniwersalny dla réznych nowotworéw B-komorkowych 1 moze mie¢

potencjalnie szerokie implikacje kliniczne.

Zaobserwowane niewielkie réznice w zmianach iloci CD20 oraz skutecznos$ci przeciwciat
monoklonalnych pod wplywem testowanych zwigzkow pomigdzy poszczegdlnymi liniami
komorkowymi moga wynika¢ m. in. z rdéznic w wyjsciowej ekspresji inhibitorow uktadu
dopetiacza lub wyjsciowej ilosci CD20. Wigkszos¢ eksperymentow, w ktdrych ustalano
mechanizm dziatania salinomycyny wykonano z uzyciem modelowej linii Raji m.in. ze

wzgledu na jej stosunkowg tatwos¢ w hodowli.

Przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego badania cechujg ograniczenia typowe dla
przedklinicznego badania eksperymentalnego in vitro. Jednym z gléwnych ograniczen
zaprezentowanych badan jest brak modelu in vivo. Tradycyjny system hodowli in vitro nie
pozwala na ocen¢ rzeczywistych efektow badanych lekéow 1 kombinowanych terapii
uzaleznionych od ztozonych interakcji w obrebie tkanek, narzadéw i uktadow. W badaniach
przedstawionych w pracy doktorskiej skupiono si¢ na mozliwosci rozszerzenia skutecznosci
niektérych polaczen 1 poszukiwaniu mechanizmoéw molekularnych wyjasniajacych efekt
wspomnianych terapii skojarzonych. Ponadto, wedtug naszej wiedzy, nikt dotychczas nie badat
antybiotykow polieterowych w kontekscie potggowania terapii anty-CD20. Dlatego nasze
obserwacje dotyczace wptywu salinomycyny i innych jonoforéw na antygen CD20
przeprowadzone w modelu in vitro wymagaty potwierdzenia w innych testach biologicznych,

zwhaszcza w  kontek$cie ryzyka toksyczno$ci salinomycyny wzgledem komorek
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nienowotworowych. W dalszych przeprowadzonych przez nasz zespot eksperymentach
wykazano, ze salinomycyna zwicksza ilo§¢ CD20 takze na powierzchni komorek
nowotworowych pochodzacych z limfocytow B pobranych od pacjentéw z CLL i DLBCL
(kohorty liczace odpowiednio 24 i 10 pacjentow). Otrzymane w trakcie realizacji pracy
doktorskiej wyniki dotyczace wptywu salinomycyny na CD20 zostaly opublikowane w
czasopis$mie Hematologica i staly si¢ podstawa do przeprowadzenia eksperymentow in vivo.
W modelu myszy SCID inokulowanych komorkami Raji potwierdzono pozytywny wplyw
salinomycyny na skuteczno$¢ rytuksymabu (237). W szczegdlno$ci wykazano, ze stosowanie
skojarzonej terapii rytuksymabu z salinomycyng lub monenzyng znaczaco ogranicza wzrost
nowotworu (na podstawie pomiaréw Srednicy guza 27 dni po wprowadzeniu komoérek oraz
masy guza na koniec eksperymentow). Rownoczesnie, efekt ten nie byl obserwowany w
przypadku myszy inokulowanych komorkami bez ekspresji CD20. Reasumujac wszystkie
przeprowadzone przez nasz zespot przedkliniczne testy biologiczne (in vivo, ex vivo, in vitro)
potwierdzity pozytywny wplyw salinomycyny na CD20 i mozliwo$¢ potegowania efektu

przeciwnowotworowego rytuksymabu.

Innym ograniczeniem przedstawionej pracy doktorskiej jest brak kompleksowej oceny
skutecznosci przeciwcial monoklonalnych pod wplywem badanych lekow. Obserwowany
przeciwnowotworowy efekt rytuksymabu w opisanym wyzej eksperymencie w modelu mysim
wynika nie tylko z dziatania ukladu dopetniacza (a wigc procesu CDC) ale tez zachodzacego
przy dostepnosci komorek NK mechanizmu ADCC (237). W przeprowadzonych
eksperymentach in vitro ograniczono si¢ do oceny skutecznos¢ rytuksymabu w mechanizmie
CDC jako, ze to wlasnie ten mechanizm jest bezposrednio zalezny od powierzchniowe;j ilosci
biatka CD20 (48,283). Wiadomo jednak, ze udziat ADCC w przypadku niektorych rozrostow
hematologicznych moze by¢ nawet wiodgcym mechanizmem dziatania rytuksymabu (60,284).
W dalszych badaniach prowadzonych przez nasz zespot wykazano, ze zar6wno salinomycyna
jak 1 monenzyna zwigkszajg skuteczno$¢ rytuksymabu réwniez w mechanizmie ADCC.
Ponadto komoérki NK  wykazywaty zwigkszong toksyczno$§¢ wzgledem komorek
nowotworowych juz po samej inkubacji z jonoforami, nawet w przypadku braku przeciwciata
anty-CD20. By¢ moze za efekt ten odpowiada pozytywny wplyw salinomycyny na
powierzchniowg ilo§¢ niektorych bialek aktywujacych receptory komorek NK, tj. CD8O0,
CD155, ULBP2/5/6 i CD86 (237).
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7 duza ostrozno$cig nalezy roéwniez podchodzi¢ do wykorzystania wykrytej w toku
eksperymentow mozliwosci zwigkszania ekspresji CD20 poprzez stymulowanie AKT. Proste i
szybkie wdrozenie tego odkrycia w praktyce klinicznej bedzie trudne do realizacji. Chociaz
stymulacja szlaku PI3K wydaje si¢ bardzo obiecujacg metoda potegowania dzialania
przeciwcial terapeutycznych, wymaga rozwaznego stosowania. Podwyzszona aktywno$¢
szlaku PI3SK/AKT ma udowodnione dziatanie proonkogenne w wielu nowotworach.
Potwierdzono udziat konstytutywnej aktywacji PI3K/AKT wynikajacej z utraty ekspresji
PTEN w patogenezie chtoniaka z komorek ptaszcza (285). U okoto 10% pacjentéw z rozlanym
chioniakiem z duzych komoérek B obserwuje si¢ mutacje lub amplifikacje PI3K réwniez
skutkujace zwiekszeniem aktywnosci szlaku (178). Dlatego tez celowa, pozytywna regulacja
szlaku wydaje si¢ by¢ niebezpieczng strategia terapeutyczng, a zainteresowanie badaczy
obecnie skupia si¢ raczej wokot mozliwosci hamowania $ciezki PI3K/AKT. Z drugiej strony
pojawiaja si¢ doniesienia o odwrotnym, antyonkogennym wpltywie AKT/FOXO np. w ostrej
biataczce szpikowej (AML) (286). W eksperymencie ex vivo zaobserwowano podwyzszong
aktywnos$¢ FOXO w blisko 40% probek pobranych od pacjentow z AML. Aktywacja AKT lub
zahamowanie FOXO01/3/4 przekladala si¢ na zahamowanie wzrostu guza, a nawet wydtuzala
przezycie myszy z ludzkg biataczka AML (286). Podobnie, farmakologiczne hamowanie
FOXOI1 dawato przeciwbiataczkowy efekt w ksenograftach komoérek ALL do myszy (287).
Wyniki te sugeruja, ze inhibicja FOXO w niektorych przypadkach jest mozliwa efektywna
strategia terapeutyczng. Nalezy jednak przeprowadzi¢ dalsze dokladne badania aby ustali¢ w
jakich grupach pacjentow takie dzialanie moze przynie$¢ pozadany, przeciwnowotworowy
efekt, oraz wyselekcjonowa¢ tych, gdzie wptyw moglby okazaé si¢ proonkogenny. W
pierwszym etapie nalezaloby przeprowadzi¢ doktadne badania ex vivo oraz w modelu
zwierzecym, ze szczegotowa oceng jak miareczkowanie dawek badanych stymulatorow szlaku
PI3K/AKT wplywa na potencjalne szlaki proonkogenne. Dopiero pozytywne wyniki takich
eksperymentéw moglyby by¢ podstawa do zaprojektowania badan I fazy.

Podsumowujac, przeprowadzone przeze mnie eksperymenty wykazaly, ze szlaki przekaznictwa
sygnatu z BCR poprzez BTK, SYK oraz PI3/AKT sg zaangazowane w regulacj¢ transkrypcji
genu MS4A1 kodujacego CD20. Wykazano mozliwos¢ negatywnej regulacji tego szlaku przez
komercyjnie dostepne inhibitory kinaz tyrozynowych. Wreszcie, zidentyfikowano catg grupe
zwigzkow jonoforowych, ktore poprzez wptyw na AKT nawet kilkukrotnie zwigkszaja ilo$¢
biatka CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych oraz pozytywnie wplywaja na

skuteczno$¢ przeciwcial monoklonalnych. Moje badania przyczynily si¢ do lepszego
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zrozumienia mechanizméw regulacji CD20, co moze stanowi¢ istotny krok w projektowaniu
skuteczniejszych kombinacji terapeutycznych z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych.
Wyniki przeprowadzonych eksperymentdow moga by¢ przyczynkiem do  dyskusji nad
efektywnoscig stosowanych juz w badaniach klinicznych potaczen inhibitorow kinaz z
rytuksymabem i ofatumumabem. Réwnocze$nie w swojej pracy doktorskiej zaproponowatam
potencjalng mozliwo$¢ wiaczenia do armamentarium hematoonkologicznego nieznanych
dotychczas, nieoczywistych kombinacji lekdw jonoforowych z przeciwcialami anty-CD20.
Chociaz to ostatnie odkryciec wymaga jeszcze wielu szczegdtowych badan przed bezposrednim
wprowadzeniem do kliniki to na etapie modelu in vitro oraz in vivo wykazuje wyjatkowa

skuteczno$¢ 1 daje nadzieje na uzyskanie obiecujgcych rezultatow w kolejnych etapach badan.

113



. WhioskKi

. Zahamowanie szlaku przekaznictwa z receptora BCR poprzez inhibitory kinaz SYK i
BTK powoduje zmniejszenie ilosci CD20 na powierzchni komorek nowotworowych
wywodzacych si¢ z limfocytow B oraz  zmniejszenie efektywnos$ci
przeciwnowotworowej przeciwciat monoklonalnych anty-CD20.

. Drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz szlaku sygnatlowego PI3K/AKT powoduja
spadek ilosci CD20 na powierzchni komorek nowotworowych, co przektada si¢ na
obnizenie skuteczno$ci dzialania przeciwcial monoklonalnych anty-CD20 w
mechanizmie CDC.

. Ilo$¢ antygenu CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych wywodzacych si¢ z
limfocytow B zwigksza si¢ na skutek aktywacji Sciezki PI3K/AKT/FOXO.

. Bialka z rodziny FOXO w sposob negatywny reguluja transkrypcje genu MS4Al dla
CD20.

Salinomycyna zwigksza aktywno$¢ kinazy AKT w niektérych liniach komérkowych
wywodzacych si¢ z limfocytéw B.

Salinomycyna 1 pochodne z grupy jonoforéw powoduja zwigkszenie ilosci antygenu
CD20 na powierzchni komorek nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytow B.
Salinomycyna i pochodne z grupy jonoforéw potgguja przeciwnowotworowe dziatanie
rytuksymabu 1 ofatumumabu wzgledem komorek nowotworowych poprzez
zwigkszenie ilosci CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych.

Pozytywna regulacja S$ciezki PI3K/AKT oraz negatywna regulacja dziatania FOXO1
sg jednym z mechanizméw regulacji ekspresji CD20 przez salinomycyne.
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KB/uooooonninnion/2014

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

po zapoznaniu si¢ z wnioskiem /wymieni¢ wnioskodawce/ - w dniu 07 pazdziernika 2014r
Prof.dr hab. Jakub Golab, Zaklad Immunologii,

ul. Chalubinskiego 5,02-004 Warszawa,

dotyczacym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt.: ., Badanie wptywu szlaku AKT
na ekspresje antygenu CD20 oraz dzialanie przeciwnowotworowe terapeutycznych
przeciwcial monoklonalnych.”

wyraza nastepujaca
opinie
- stwierdza, ze jest ono dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-e

aZd ohHo aGopH a oah asSagaai ad

tycznymi*.

Uwagi Komisji-verte

Pouczenie-w ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystluguje Prawo
odwolania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym.

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996r. o zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97 poz.152
wraz z p6zn.zm./, zarzadzenia MZiOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szczegolowych zasad powolywania i
finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/, Ustawy prawo
farmaceutyczne z dnia 6 wrzesnia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z p6zn. zm.) Zarzadzenie nr 56/2007

z dnia 15 pazdziernika 2007 r.w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP.

W zalaczeniu- sktad Komisji oraz lista obecnosci.

*niepotrzebne skresli¢
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