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Stowa kluczowe:

Streszczenie

STI571 (imatinib; Gleevec®) jest przyktadem leku stosowanego w terapii celowanej. Swoiscie blo-
kuje aktywnos$¢ kinazy Abl w biatku fuzyjnym Bcer-Abl, ale takze aktywnos$¢ receptora c-Kit oraz
PDGEFR. Jest lekiem doustnym, o niskim profilu toksycznosci i jest stosowany w leczeniu cho-
rych na przewlekta biataczke szpikowa (CML) oraz nowotwor przewodu pokarmowego (GIST).
Wydajnie indukuje odpowiedZ hematologiczna, cytogenetyczng i molekularna, gtéwnie u pacjen-
tow w przewlektej fazie CML. Istnieja dowody na pojawianie si¢ opornosci, zarowno pierwot-
nej, jak i wtérnej w progresji biataczki. Coraz wigcej wskazuje na to, Ze monoterapia z zastoso-
waniem STI571 jest niewystarczajaca, aby catkowicie usuna¢ biataczkowe komérki macierzyste
BCR-ABL*. W ciagu kilku lat stosowania STI571 przeanalizowano wiele strategii, aby poprawic
skuteczno$¢ leczenia pacjentow z CML, wlaczajac w to hamowanie nie tylko aktywnosci, ale
takze ekspres;ji i stabilnosci Ber-Abl, jak réwniez hamowanie drég sygnatowych aktywowanych
przez t¢ kinazg. Zostaly zsyntetyzowane i sa aktualnie badane nowe inhibitory Abl. Niniejszy
artykut jest przegladem najnowszej literatury na temat molekularnych mechanizméw dziatania
STIS571, jego efektywnosci w leczeniu pacjentéw z CML, GIST i czerniakiem, oraz nowych po-
dejsé, ktérych zadaniem jest poprawa skutecznosci terapii przeciwnowotworowej, gtéwnie przez
eliminacj¢ pojawiajacej si¢ opornosci na STIS71.

STI571 - terapia celowana ¢ przewlekla biataczka szpikowa ¢ GIST ¢ czerniak

Key words:

Summary

STI571 (imatinib; Gleevec®) was developed as the first molecularly targeted therapy. It was the
result of an extensive search for molecules to block the aberrant activity of Abl kinase in the fu-
sion protein Ber-Abl. In addition, it can specifically inhibit the activity of c-Kit and PDGF recep-
tors. This orally bioavailable drug has a low toxicity profile. It is approved to treat the patients
with chronic myelogenous leukemia (CML) or gastrointestinal stromal tumor (GIST). It produ-
ces hematological, cytogenetic, and molecular remission with significant efficacy, particularly in
patients with chronic-phase CML. However, there is well-documented proof of primary and se-
condary resistance to STI5S71 with progression of leukemia. More evidence indicates that this sin-
gle drug may not be sufficient to completely eradicate BCR-ABL-positive stem cells. A variety of
strategies has already been developed to improve the effectiveness of CML treatment, including
targeting the expression or stability of the Ber-Abl kinase itself, targeting signaling pathways acti-
vated by this kinase, as well as designing novel Abl inhibitors. In this review the molecular me-
chanisms of STI571 action, its effectivenes against CML, GIST, and melanoma, as well as new
approaches to improve its efficacy, mainly by overcoming STI571 resistance, are discussed.

STI571 - target therapy  chronic myeloid leukaemia  GIST » malignant melanoma

* Artykul przegladowy opracowano w ramach prac realizowanych w projekcie badawczym finansowanym przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (nr projektu: N401 116 31/2630).
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17-AAG - zwigzek wptywajacy na stabilno$¢ kinazy Ber-Abl, pochodna geldanamycyny;

4E-BPI - biatko regulatorowe procesu translacji, efektor kinazy mTOR; A375SM - linia komérkowa
ludzkiego czerniaka skory, wariant silnie inwazyjny; AGP - kwasna au1-glikoproteina surowicy

krwi (alpha-1-acid glycoprotein); Akt - kinaza serynowo-treoninowa; ALL - ostra biataczka
limfoblastyczna (acute limfoblastic leukemia); AML - ostra biataczka szpikowa (acute myeloid
leukemia); AR230 - linia komérkowa ludzkiej przewlekiej biataczki szpikowej; ARG - kinaza z rodziny
tyrozynowych kinaz Abl; Bad - biatko o funkcji proapoptotycznej; Ba/F3 - linia komdrkowa mysiej
biataczki limfatycznej; Bel-X , Bel-2 - biatka o funkcji antyapoptotycznej; Ber-Abl - onkogenna
kinaza tyrozynowa, produkt genu fuzyjnego BCR-ABL; BV173 - linia komdrkowa ludzkiej ostrej
biataczki Ph*; ¢-Kit - receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej; CML - przewlekia biataczka
szpikowa (chronic myelogenous leukemia); CMML - przewlekta biataczka mielomonocytowa
(chronic myelomonocytic leukemia); Crkl - biatko o funkcji adaptorowej, substrat kinazy Ber-Abl;
EGFR - receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor receptor);

Erk1/2 - kinaza aktywowana przez czynniki pozakomorkowe (extracellular signal-regulated

kinase 1 and 2); EVI-1 - biatko represorowe transkrypcji (ecotropic viral integration site 1);

FDA - Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration); Fes -
cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa; FGF-R1 - receptor czynnika wzrostu fibroblastéw (fibroblast
growth factor receptor 1); FGR - kinaza z rodziny Src; FISH - technika barwienia chromosomaéw,
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (fluorescent in situ hybridization); KBP12 - biatko regulatorowe
cyklu komdrkowego (FK506 binding protein); FLT3 - receptor o aktywno$ci kinazy tyrozynowej;

FTI - inhibitor transferazy farnezylu (farnesyl transferase inhibitor); GIST - nowotwér podscieliska
przewodu pokarmowego (gastrointestinal stromal tumor); GIST780, GIST882 - linie ludzkich
komérek nowotworowych podscieliska przewodu pokarmowego; GSK3b - kinaza syntazy glikogenu
(glycogen synthase kinase 3 beta); hOCT1 - biatko transportowe (human organic cation transporter
1); Hsp90 - biatko szoku cieplnego (heat shock protein 90); IAP - inhibitor apoptozy (inhibitor of
apoptosis); IkB - inhibitor czynnika transkrypcyjnego NFkB (inhibitor of NF kappa B);

Jak - niereceptorowa kinaza tyrozynowa Janusa (Janus kinase); JNK - kinaza biatka c-Jun (c-Jun-
N-terminal kinase); K562 - linia komérkowa ludzkiej przewlekiej biataczki szpikowej; KCL22 - linia
komérkowa ludzkiej przewlektej biataczki szpikowej; KU812 - linia komérkowa ludzkiej przewlektej
biataczki szpikowej; LCK - kinaza z rodziny Src (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase);

LYN - kinaza z rodziny Src; MADD - gen kodujacy biatko regulujace szlaki sygnatowe aktywowane
mitogenami (MAP-kinase activating protein containing death domain); MAPK - kinaza biatkowa
aktywowana mitogenami (mitogen-activated protein kinase); MDM2 - onkogen kodujacy

biatko MDM2 regulujace aktywno$¢ p53 (murine double minute gene); MDR 1 - gen opornosci
wielolekowej (multidrug resistance 1); MEK1/2 - kinaza biatkowa aktywowana mitogenami,

ktorej aktywno$é reguluja czynniki pozakomérkowe (mitogen-activated protein/extracellular signal
regulated kinase); MeWo - linia komdrkowa ludzkiego czerniaka skory; mTOR - kinaza serynowo-
-treoninowa (mammalian target of rapamycin); NFkB - czynnik transkrypcyjny kB (nuclear factor
of kappa B-cells); p16 - biatko regulatorowe cyklu komérkowego, inhibitor kinaz cyklinozaleznych
(CDK4, CDKG6); p23 - biatko opiekuncze dla Hsp90; p38 - kinaza z rodziny MAPK; p53 - czynnik
transkrypcyjny o charakterze supresora nowotworéw; p62°% - biatko adaptorowe (downstream

of tyrosine kinase); p70S6K - biatko efektorowe kinazy mTOR zaangazowane w regulacje syntezy
biatek; PARP - polimeraza poli(ADP-rybozy); PD184352, PD98059 - inhibitory kinazy MEK;
PDGFR o, 3 - receptor o, B ptytkopochodnego czynnika wzrostu (platelet-derived growth factor
receptor o, B); PDK1 - kinaza biatkowa (3-phosphoinositide dependent protein kinase-1);

P-gp - biatko transportowe, produkt genu MDR 1; Ph - chromosom Filadelfia; PI3K - kinaza
3-fosfatydyloinozytolu (phosphatidiloinositol 3 kinase); PKC - kinaza biatkowa C (protein kinase C);
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PTP1B - fosfataza biatkowa (protein tyrosine phosphatase 1B); Raf - kinaza serynowo--treoninowa;
Ras - biatko odpowiedzialne za stymulacje licznych szlakéw przekazywania wewnatrzkomarkowych
sygnatow; S6K1 - kinaza biatkowa stymulowana mitogenami (p70 ribosomal protein S6 kinase 1);
SCF - czynnik komarek pnia, ligand kinazy c-Kit (stem cell factor); Src - rodzina niereceptorowych
kinaz tyrozynowych; STAT - czynniki transkrypcyjne, biatka biorgce udziat w przekazywaniu

sygnatow oraz aktywacji transkrypcji genéw (signal transducer and activator of transcription);
STI571 - inhibitor kinaz Ber-Abl, c-Kit i PDGFR (signal transduction inhibitor 571); Syp -fosfataza
tyrozynowa; TIE-2 - receptorowa kinaza tyrozynowa (tunica interna endothelial cell kinase); U0123
- inhibitor kinazy MEK1/2; U937 - komérki ludzkiej mieloidalnej linii BCR-ABL™; VEGF-R1, -R2

- receptory naczyniowego czynnika wzrostu (vascular endothelial growth factor receptor 1 and 2).

Wstep

Poszukiwanie zwiazkow, ktére mogtyby skutecznie i se-
lektywnie eliminowa¢ komoérki nowotworowe w organi-
zmie pacjenta, nie niszczac zdrowych tkanek, jest celem
wielu badan eksperymentalnych. Wigkszos¢ poszukiwan
prowadzonych w ostatnich dziesigcioleciach skierowana
byta na wykorzystanie r6znic w tempie podziatéw komor-
kowych/replikacji DNA migdzy komérkami nowotworo-
wymi i wigkszoscig komoérek prawidtowych. Blokowanie
podziatéw komdrkowych moze nastgpowac przez zahamo-
wanie syntezy nukleotydéw potrzebnych w procesie po-
wielania DNA. Przyktadem lekéw o takim mechanizmie
dziatania sg fluorouracyl (Adrucil®) i hydroksymocznik
(Hydrea®). Innym mechanizmem jest bezposrednie od-
dziatywanie lekéw z DNA przez tworzenie wigzan kowa-
lencyjnych lub kompleksoéw interkalacyjnych powodujace
zahamowanie replikacji i indukcje¢ apoptozy. Do tego ro-
dzaju lekéw stosowanych w terapii przeciwnowotworowe;j
naleza m.in. cisplatyna (Platinol®) oraz antybiotyki: dau-
norubicyna (Cerubidine®) i doksorubicyna (Adriamycin®)
[131]. Zahamowanie prawidlowych podziatéw komdrko-
wych moze by¢ réwniez spowodowane przez zwiazki blo-
kujace powstawanie wrzeciona mitotycznego np. Vincristine
(Oncovin®). W oczywisty sposéb skutecznosé lekéw dzia-
tajacych przez hamowanie podziatéow komoérkowych jest
ograniczona przez ich toksycznos¢ w stosunku do prawid-
towych, ale szybko dzielacych si¢ komorek.

W ostatnim dziesigcioleciu wiele uwagi poswigcono przy-
czynom zwigkszonej proliferacji, ktére bytyby swoiste tylko
dla komoérek nowotworowych. Znanych jest ponad 50 onko-
gendw, z ktérych wigkszos¢ to kinazy [12]. W komérkach
prawidtowych protoonkogeny kodujace kinazy sg Scisle re-
gulowane, co umozliwia prawidlowy wzrost i proliferacje
komérek. W wyniku onkogennej mutacji nast¢puja zmiany
w przekazywaniu sygnatéw wewnatrzkomoérkowych, a to
z kolei powoduje transformacje nowotworowa. Wyrazny po-
step w poznaniu mechanizméw odpowiedzialnych za przeka-
zywanie sygnaléw w komorce oraz w zrozumieniu udziatu
zmian w przekaZnictwie komérkowym w rozwoju nowotwo-
réw umozliwit powstanie nowego podejscia terapeutyczne-
g0 nazywanego terapia celowana. W zalozeniu podejscie to
polega na eliminowaniu komérek nowotworowych przez za-
stosowanie zwigzkow, ktore selektywnie blokujac podwyz-
szong aktywnosc¢ okreslonego biatka regulatorowego, hamu-
ja ich niekontrolowanag proliferacje. Wzajemne powigzania
drég przekazywania sygnaléw w komorce ograniczaja wy-
bidrczos¢ dziatania zwigzkéw tego rodzaju w blokowaniu
pojedynczych drég sygnatowych. W chwili obecnej, w gru-

pie lekéw celowanych jest juz kilka zwigzkéw zatwierdzo-
nych do stosowania w okreslonych programach leczenia pa-
cjentéw z nowotworami (tabela 1).

STI571 (signal transduction inhibitor 571) jest jednym
z pierwszych osiagnig¢ terapii celowanej. Badania in vi-
tro zmierzajace do okreslenia aktywnos$ci oraz swoisto-
Sci dziatania STIS71 wzgledem kinaz biatkowych wyka-
zaty, ze zwiazek ten charakteryzuje si¢ waskim zakresem
dziatania. Potwierdzono aktywnos¢ hamujaca wzgledem
wszystkich postaci kinazy tyrozynowej Abl (c-Abl, v-Abl,
Ber-Abl, TEL-ABL) oraz wzgledem dwdéch receptorowych
kinaz tyrozynowych c-Kit i PDGFR. Zwiazek jest nieak-
tywny w stosunku do wszystkich kinaz serynowo-treonino-
wych, nie hamuje EGFR oraz wykazuje minimalna badz tez
nie wykazuje zadnej aktywnosci w stosunku do VEGF-R1
i -R2, FGF-R1, TIE-2, c-MET oraz niereceptorowych ki-
naz z rodziny Src (FGR, LYN, LCK) [26].

Badano mozliwo$¢ zastosowania STIS71 w leczeniu pacjen-
téw z nowotworami, ktore charakteryzuje zmieniona aktyw-
nos¢ kinaz wrazliwych na dziatanie tego zwiazku. Naleza do
nich biataczki, w ktérych wystepuje podwyzszona aktyw-
nos¢ kinazy Abl spowodowana ekspresja fuzyjnego genu
BCR-ABL lub TEL/ABL, a wigc przewlekta biataczka szpi-
kowa (CML), ostra biataczka limfoblastyczna (ALL), ostra
biataczka szpikowa (AML), oraz nowotwory, w ktérych ob-
serwuje si¢ zmieniong aktywnos¢ receptorowej kinazy ty-
rozynowej c-Kit, np. nowotwor podscieliska przewodu po-
karmowego (GIST). Mutacje zmieniajace aktywnos¢ c-Kit
obserwuje si¢ rowniez w drobnokomérkowym raku ptluc,
w guzach piersi, szyjki macicy i jajnikéw, raku stercza i czer-
niaku. W niektérych biataczkach (gtéwnie CMML) wyste-
puje zwigkszona aktywno$¢ receptora PDGF wynikajaca
z ekspresji genu fuzyjnego TEL/PDGFRf. Najwiecej do-
niesieni na temat mechanizméw dziatania i efektéw terapeu-
tycznych stosowania STI571 dotyczy przewleklej biatacz-
ki szpikowej. Niniejszy artykut jest przegladem najnowsze;j
literatury na ten temat. W mniejszym zakresie omawiane
sq zagadnienia zwiagzane ze stosowaniem STIS71 w lecze-
niu pacjentéw, u ktérych stwierdzono czerniaka lub GIST.
W kolejnym artykule podejmujemy probe podsumowania
tendencji w poszukiwaniu nowych lekéw, przy czym roz-
wéj w tym zakresie w duzym stopniu wynika z dotychcza-
sowych, juz kilkuletnich doswiadczen z STI5S71.

STRUKTURA CHEMICZNA STI571 | PROFIL FARMAKOKINETYCZNY

W pdéznych latach osiemdziesiatych ub.w. w laboratoriach
Ciba Geigy (obecnie Novartis Pharmaceuticals) rozpocze-
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Tabela 1. Swoiste inhibitory kinaz stosowane w przeciwnowotworowej terapii celowanej

Nazwy Cel dziatania
Bevacizumab (Avastin) VEGF
Cetuximab (Erbitux) EGFR
Erlotinib (Tarceva; 0SI-774/CP358774) EGFR
Gefitinib (Iressa; ZD-1839) EGFR

Imatinib (Gleevec; STI571)

Abl, c-Kit, PDGFR

Sorafenib (Nexavar, BAY 43-9006)

B-Raf, c-Kit, FLT3, PDGFR, Raf-1, VEGFR

Sunitinib (Suyent; SU112438)

c-Kit, FLT3, PDGFR, VEGFR

Trastuzumab (Herceptin)

ErbB2 (HER-2/neu)

N

N

Ryc.1. Wzér chemiczny STI571. Réznymi kolorami zaznaczono
fragmenty czasteczki wprowadzane jako kolejne modyfikacje do
wyjéciowej fenyloaminopirymidyny (niebieski). Wprowadzenie
pirydyny (zielony) zwiekszyto aktywnos¢ zwigzku w komorce,
benzamidu (fiolet) zwiekszyto aktywnos¢ hamujaca w stosunku
do kinaz tyrozynowych, grupy metylowej (czerwony) zniosto
hamowanie aktywnosci PKC. Ostatnia modyfikacja polegajaca
na przylaczeniu N-metylopiperazyny (braz) zwigkszyta
rozpuszczalno$¢ zwigzku w wodzie

to projekt badawczy majacy na celu syntezg wybiérczych
inhibitoréw kinaz tyrozynowych. Wiodacym zwigzkiem
byta pochodna fenyloaminowa pirymidyny, ktéra stata si¢
podstawa do syntezy serii dalszych pochodnych. Pierwsza
modyfikacja, polegajaca na wprowadzeniu pierscienia pi-
rydyny w pozycji 4* pirymidyny, zwigkszyta aktywnos¢
zwiazku na poziomie komérkowym. Przytaczenie grupy
benzamidowej do pierscienia fenylowego 2-fenyloamino-
pirymidyny spowodowato wzrost aktywnosci w stosun-
ku do kinaz tyrozynowych, natomiast hamujacy wptyw
na PKC zostal zniesiony przez przylaczenie grupy me-
tylowej. Wazna konsekwencja wprowadzonych modyfi-
kacji byl wzrost aktywnosci zwiazku jako inhibitora on-
kogennej kinazy Ber-Abl. Jednak uzyskana w ten sposéb
pochodna charakteryzowata sig staba rozpuszczalnoscia
w wodzie, co ograniczalo jej przyswajalnos¢ przez ko-
morki. Przytaczenie silnie polarnej N-metylopiperazy-
ny znaczaco poprawito profil farmakokinetyczny zwiaz-
ku. W efekcie otrzymano zwiazek o masie czasteczkowe;j
589,7 g/mol i wzorze sumarycznym C, H,.N.SO, (ryc.
1), ktéry obecnie znany jest pod nazwa STI571 (Glivec®,
Imanitib mesylate; Novartis Pharmaceutics, Szwajcaria)
[26]. STIS71 podawany doustnie jest dobrze przyswajal-
ny, niezaleznie od postaci w jakiej jest podawany: tabletka,

kapsulka czy roztwér. Dostgpnos¢ biologiczna leku wy-
nosi 98%. Maksymalne st¢zenie zwiazku w surowicy pa-
cjentéw, ktérym podaje si¢ lek w dawce dziennej 400 mg,
wynosi 2,6+0,8 ug/ml. STIS71 wiaze si¢ gtéwnie z bial-
kami osocza, jest metabolizowany w watrobie i wydalany
z katlem i w nieznacznym stopniu z moczem. Okres pot-
trwania zwiazku okresla sie na okoto 18 h.

SwoisTo$¢ pziAtANIA STI571 WZGLEDEM KINAZ BIALKOWYCH

Domena katalityczna eukariotycznych kinaz tyrozynowych
jest wysoce konserwatywna zaréwno w sekwencji ami-
nokwasowej, jak i w swojej strukturze przestrzennej. Ma
strukturg dwuplatowa, w ktérej wyréznia si¢ region N i C.
W regionie N znajduje si¢ obszar o strukturze B-harmo-
nijki oraz a-helisy (helisa C). Region C przyjmuje w du-
zej czesci strukture helikalng. Pomigdzy tymi regionami
znajduje si¢ si¢ kieszeni wiazania ATP (petla P) oraz cen-
trum katalityczne. Wigkszos$¢ odkrytych dotad inhibito-
réw kinaz biatkowych wspétzawodniczy z czasteczka ATP
0 miejsce wigzania [99].

Kinazy przewaznie wystepuja w dwoch granicznych od-
mianach konformacyjnych: nieaktywnej konformacji, tzw.
zamknigtej oraz aktywnej, tzw. otwartej. W przypadku ki-
nazy c-Abl, przechodzenie z postaci aktywnej w nieak-
tywna jest regulowane przez autoinhibicj¢. Gléwna role
w przemianach konformacyjnych kinaz tyrozynowych
odgrywa petla aktywacji (petla A), ktéra znajduje si¢ na
C-koricu czasteczki. W konformacji zamknigtej petla ak-
tywacji blokuje centrum katalityczne kinazy. Aktywacja
kinazy nastgpuje w wyniku fosforylacji tyrozyny wystepu-
jacej w petli aktywacji. W aktywnej, ufosforylowanej po-
staci petla A przyjmuje konformacje, w ktorej kwas aspa-
raginowy znajdujacy si¢ w sekwencji Asp-Phe-Gly (DFG)
ulega przemieszczeniu w sposob, ktéry umozliwia wilasci-
we oddziatywanie z jonami Mg?*. Jony magnezu uczestni-
cza w wigzaniu ATP, a C-koricowy fragment petli A uktada
si¢ na ksztatt platformy umozliwiajacej zwiazanie substra-
tu. Konformacje aktywnych kinaz biatkowych sa bardzo
podobne. Istnieje jednak duze zré6znicowanie w strukturze
ich nieaktywnych postaci. R6znice te wynikaja z orientacji
obszaru miedzyptatowego oraz z pozycji helisy C. Badania
krystalograficzne wykazaty, ze STIS71 wiaze si¢ preferen-
cyjnie z nieaktywna, nieufosforylowana odmiana konfor-
macyjna kinazy Abl, co moze tltumaczy¢ jego duza swoi-
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biatka
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zasteczki
adaptorowe:
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kinazy:
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Ryc. 2. Efekt komdrkowy podwyzszonej aktywnosci
kinazy Bcr-Abl w CML jest wynikiem
wielu reakgji fosforylaji prowadzacych
do aktywadji drég sygnatowych komérki
odpowiedzialnych za proliferacje i apoptoze,
interakcje z macierza zewnatrzkomarkowa
oraz degradacje biatek. W interakcjach
zkinaza Bcr-Abl uczestnicza czasteczki
adaptorowe, biatka cytoszkieletu, czynniki
transkrypcyjne oraz kinazy. Kinaza Bcr-Abl
katalizuje rowniez reakcje autofosforylacji.
Do aktywacji drdg sygnatowych Ras/MAPK

i PI3K/Akt jest wymagana autofosforylacja
kinazy Bcr-Abl (tyrozyna 177)

stos$¢ dziatania [99]. Wigzanie STI571 z aktywna postacia
Abl lub innych kinaz, w tym Bcr-Abl jest niemozliwe ze
wzgledu na zawadg przestrzenna, jaka wystepuje migdzy
niektérymi aminokwasami p¢tli aktywacji i pierscieniem
fenylowym i piperazynowym STI571.

W postaci nieufosforylowanej, w wyniku powstania wia-
zania wodorowego pomigdzy tyrozyna i kwasem aspara-
ginowym, zablokowany jest dostep substratéw do centrum
katalitycznego. Ponadto, w stron¢ miejsca wiazacego ATP
skierowana jest fenyloalanina z motywu Asp-Phe-Gly za-
miast kwasu asparaginowego, obecnego w tym miejscu
w konformacji aktywnej. Taka struktura przestrzenna ki-
nazy umozliwia przytaczenie czasteczki STIS71, przy
czym tylko pierScienie pirymidynowy i pirydynowy zo-
staja umieszczone w poblizu miejsca wigzania ATP, na-
tomiast pozostata czgs¢ czasteczki STI571 wnika migdzy
petle aktywacji i o-helisg C. Towarzyszy temu powsta-
nie wielu wigzan stabilizujacych kompleks STI571-kina-
za, ktoére to oddziatywania utrwalajg kinaz¢ w konforma-
cji nieaktywnej. Jest to 6 wigzan wodorowych oraz wiele
oddzialywari typu van der Waalsa migdzy resztami Scisle
okreslonych aminokwasow kinazy i czasteczka STI571
[23,99,122]. To Sciste dopasowanie sprawia, ze nawet nie-
wielka zmiana w sekwencji aminokwasowej kinazy moze
oslabi¢ oddziatywanie z STIS71 [27].

Funkcjonalnie, STI571 hamuje autofosforylacje kinazy i fo-
sforylacje jej substratéw. Ponizej omawiamy tego konse-
kwencje na przyktadzie trzech nowotworéw, CML, GIST
i czerniaka, w ktérych zmieniona jest ekspresja kinaz be-
dacych celem STI571.

STI571 w LECZENIU PRZEWLEKLE) BIALACZKI SZPIKOWE) (CML)

Pierwsze wzmianki o przewleklej biataczce szpikowej (chro-
nic myelogeneus leukemia — CML) odnotowano 160 lat
temu [49,103]. Biataczka ta jest u 95% pacjentéw zwiazana
z translokacja chromosomalna t(9;22)(q34;q11) prowadza-
ca do powstania chromosomu Filadelfia z genem fuzyjnym
BCR-ABL [8,55]. Gen fuzyjny BCR-ABL pojawia si¢ w ko-
morkach macierzystych. Komérki progenitorowe CML do-
minuja nad prawidlowymi zaréwno wigksza zdolnoscia do
proliferaciji, jak i przedluzonym czasem zycia, wynikajacym
z obnizonej zdolnosci do apoptozy. Ograniczenie zdolno-
Sci adhezyjnych do elementéw szpiku utatwia uwalnianie
komérek progenitorowych CML do krwi obwodowe;j [143].
Kinaza Ber-Abl wystepuje gtéwnie w trzech izoformach:

p210Bcr-Abl, p190Bcr-Abl oraz p230Bcr-Abl, ktére réznia
si¢ dlugoscia czgsci Ber. Migdzy kinaza Abl i kinaza fuzyj-
na Ber-Abl istnieja dwie réznice. Aktywnos¢ kinazy Abl
jest Scisle regulowana w warunkach fizjologicznych [30],
podczas gdy fuzja Ber-Abl znosi te naturalne mechanizmy
hamowania. Ponadto, kinaza Abl moze wystgpowac zaréw-
no w cytoplazmie, jak i w jadrze komérkowym. Natomiast
kinaza Bcer-Abl wystepuje wytacznie w cytoplazmie, gdzie
jest konstytutywnie aktywna [144]. Kinaza Brc-Abl powo-
duje aktywacje wielu wewnatrzkomérkowych drég sygnato-
wych, co z kolei wptywa stymulujaco na proliferacje komo-
rek, hamujaco na apoptoze, zmienia interakcje z macierza
zewnatrzkomoérkowa oraz wptywa na degradacje biatek
z udziatlem kompleksu proteosomalnego [95]. Kinaza Ber-
Abl fosforyluje wiele substratéw (ryc. 2). Naleza do nich
m.in. czasteczki adaptorowe, np. Crkl [104] i p62P°X [15],
biatka zwigzane z organizacja cytoszkieletu i blony komér-
kowej np. talina [115] i paksylina [116], biatka o funkcji
katalitycznej np. kinaza Fes zaangazowana w proces 16z-
nicowania [41], czy fosfataza Syp [133] oraz sama kina-
za Ber-Abl. W zaleznos$ci od rodzaju komérek, substratem
Ber-Abl moga by¢ rézne biatka. Na przyktad, Crkl jest glow-
nym substratem kinazy w neutrofilach CML [104], podczas
gdy biatko p62P°X jest fosforylowane w komérkach proge-
nitorowych CML [15]. W warunkach fizjologicznych, fo-
sfatazy reguluja poziom aktywnosci kinaz. Defosforylacja
Ber-Abl zachodzi gtéwnie z udzialem dwdch fosfataz ty-
rozynowych: Syp [133] oraz PTP1B [79].

Ber-Abl aktywuje wiele drég sygnatowych, ktére w pra-
widlowych komérkach sa pod kontrolg hematopoetycznych
czynnikéw wzrostu, takich jak SCF, trombopoetyna, czy in-
terleukina 3. Aktywowane sa drogi sygnatowe RassMAPK
oraz PI3K/Akt. W wielu komérkach BCR-ABL* obserwo-
wana jest aktywacja czynnika transkrypcyjnego NFxB [77],
oraz konstytutywna aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
STAT [65]. W przypadku obu czynnikéw transkrypcyjnych
moze to oznacza¢ ograniczone zdolnosci do apoptozy. Na
przyklad, STATS, czynnik transkrypcyjny o plejotropowej
funkcji, w komérkach BCR-ABL* jest wiazany z dziataniem
antyapoptotycznym, gdyz jest odpowiedzialny za zwigk-
szong ekspresje Bel-X| [63,127]. W warunkach fizjolo-
gicznych, aktywacja STAT zachodzi z udzialem Jak, pod-
czas gdy Ber-Abl moze bezposrednio aktywowaé STAT1
i STATS bez uprzedniej fosforylacji biatek Jak.

Ekspresja Ber-Abl zapobiega apoptozie réwniez poprzez
aktywacje szlaku sygnatowego Ras [21]. Za wysoki poten-

681



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 677-696

cjat proliferacyjny komérek BCR-ABL* odpowiada gtéwnie
kinaza PI3, z ktéra Ber-Abl tworzy multimeryczne kom-
pleksy [117]. Substratem tych komplekséw jest m.in. ki-
naza Akt [129]. Jest wiele doniesien, ze linie komoérkowe
BCR-ABL* nie ulegaja apoptozie po zastosowaniu czyn-
nikéw uszkadzajacych DNA [10]. Mechanizm jest nie do
korica poznany, chociaz wiele wskazuje na blokadg uwal-
niania cytochromu C z mitochondriéw, hamowanie akty-
wacji kaspaz [3,37] oraz fosforylacje proapoptotyczne-
go biatka Bad [101]. Z powyzszych rozwazan wynika, ze
sygnaly zainicjowane przez Bcr-Abl powoduja zaburzenie
rownowagi pomigdzy proliferacja i apoptoza.

Przewlekla biataczka szpikowa jest zwykle choroba tréjeta-
powa. Po fazie przewleklej (chronic phase — CP), trwajacej
przecigtnie 5-6 lat wystgpuje faza przyspieszona (accele-
rated phase — AP), a nastgpnie ostra faza blastyczna (blast
crisis — BC). Do chwili obecnej nie ma dowodéw na to, ze
w poczatkowym etapie przewlektej postaci wystepuja inne
niz BCR-ABL uszkodzenia genetyczne. Nie wiadomo, co
jest przyczyna gwattownych przemian prowadzacych do za-
ostrzenia blastycznego. Delecja genéw/inaktywacja bialek
pl16 [126], p53 [43], lub Rb [138] oraz zwigkszona ekspre-
sja EVI-1 [105] sa brane pod uwagg, ale wydaje sig, ze in-
dukcja fenotypu zaostrzenia blastycznego moze mie¢ bar-
dzo rézne podtoze wynikajace z genetycznej niestabilnosci
komoérek BCR-ABL*. Nie wiadomo, jaki jest w tym udziat
kinazy Ber-Abl. Obserwowano zahamowanie cyklu komér-
kowego w fazie G2 po naswietlaniu komérek BCR-ABL+
poddanych dziataniu zwiazkéw uszkadzajacych DNA [9].
Takie zahamowanie cyklu komérkowego wywotuje apop-
tozg w komérkach prawidlowych, natomiast w przypadku
komérek nowotworowych moze oznacza¢ przedtuzona, ale
nieprawidlowa naprawg DNA i z czasem moze prowadzi¢ do
nagromadzenia mutacji, co przy duzym potencjale prolifera-
cyjnym komérek BCR-ABL+ moze by¢ przyczyna zaostrze-
nia blastycznego. Wiele linii komérkowych wyprowadzonych
od pacjentow z CML w fazie zaostrzenia blastycznego pro-
liferuje nawet przy braku czynnikéw wzrostu. W fazie prze-
wlektej, komorki nie sg catkowicie niezalezne od czynnikéw
wzrostu, ale w poréwnaniu z komérkami prawidlowymi moga
proliferowaé przy nizszym stezeniu cytokin [70].

Z pierwszych prac opisujacych wptyw STI571 na hodowle
komoérek biataczkowych wynika, ze wartos¢ IC, | dla hamo-
wania aktywnosci kinazy Ber-Abl znajduje si¢ w przedzia-
le 250-500 nM [11,24,35]. Jest to stgzenie 10-krotnie wyz-
sze niz IC,, dla hamowania aktywnosci kinazy w uktadzie
bezkomérkowym. Wartosci IC, | dla hamowania proliferacji
w poszczegdlnych liniach komdrkowych sa z kolei duzo niz-
sze niz st¢zenie STI571, ktére moze by¢ osiagnigte u pacjen-
téw. STI571 hamuje proliferacje i indukuje apoptoze niemal
we wszystkich badanych liniach komérkowych BCR-ABL*
[24,29,35,46]. Sposréd badanych linii komérkowych bar-
dzo nieliczne, w tym linia KCL22 pochodzaca od pacjen-
taz CML w fazie zaostrzenia blastycznego, byly oporne na
dziatanie STI571. Komérki linii K562 réwniez pochodzace
od pacjentki z CML w fazie zaostrzenia blastycznego wy-
kazywaty pewna wrazliwos¢ na STIS71 [150]. W przypad-
ku komérek hodowli pierwotnej CML obserwuje si¢ raczej
hamowanie proliferacji niz indukcje apoptozy [54,61].

W mysim modelu ludzkiej, przewleklej biataczki szpiko-
wej, pierwsze efekty dziatania STI571 zaobserwowano juz

po 48 godzinach od rozpoczgcia podawania leku, a po 8
dniach zadne z leczonych zwierzat nie wykazywato ob-
jawow choroby nowotworowej. Stan ten utrzymywat si¢
u 8/12 osobnikéw przez ponad 200 dni nieprzerwanej tera-
pii. Badania potwierdzity, ze przeciwnowotworowe dziata-
nie STI571 jest Scisle zwiazane z hamowaniem aktywnosci
kinazy Ber-Abl. U myszy, ktérym przeszczepiono komor-
ki ludzkiej mieloidalnej linii U937 (BCR-ABL") podawanie
STI571 nie hamowato wzrostu nowotworu [26].

Do pierwszej fazy badan klinicznych, majacej na celu okre-
Slenie maksymalnej, tolerowanej dawki STI571 zakwalifi-
kowano pacjentow w przewleklej fazie CML, opornych na
dotychczasowe leczenie z uzyciem interferonu o. Pacjentom
podawano STIS71 w dawce 25—-1000 mg/dzieri. Ustalono, ze
minimalna, dzienna dawka leku, niezbg¢dna do wywotania
odpowiedzi hematologicznej jest 140 mg. Badania farma-
kokinetyczne wykazaty, ze po zastosowaniu dawki 300 mg/
dzien, stgzenie leku osiggane we krwi jest poréwnywalne
do stezenia efektywnego w badaniach in vitro (1 uM) [34].
Sposréd 54 pacjentéw leczonych dawka 300-1000 mg, u 53
pacjentéw osiagnigto catkowita odpowiedZ hematologicz-
na (complete haematologic response — CHR), ktéra zazna-
czala sig¢ przecigtnie w czwartym tygodniu od rozpoczegcia
podawania leku (tabela 2). Wigksza odpowiedzZ cytogene-
tyczng osiagnigto u 17 chorych (major cytogenetic response
—MCR), w tym u 7 pacjentéw nie stwierdzono obecnosci
chromosomu Ph [34]. Zachgcajace wyniki leczenia pacjen-
tow w przewlektej fazie CML, doprowadzity do rozszerze-
nia badan na grupe 58 pacjentéw z CML w zaawansowa-
nym stadium kryzy blastycznej lub z ALL z kariotypem
Ph+ opornych na standardowa chemioterapi¢ lub z na-
wrotem choroby. Po wtaczeniu leczenia z zastosowaniem
STI571 w dawce 300 mg/dzier uzyskano remisj¢ hemato-
logiczna u wigkszosci pacjentéw, aczkolwiek po okresie
kilku tygodni potowa pacjentéw z CML oraz prawie wszy-
scy z ALL przestali reagowa¢ na leczenie. Wyniki suge-
rowaly koniecznos$¢ wilaczenia terapii uzupelniajacej [33].
Pacjentéw z CML w kazdym stadium choroby oraz pacjen-
tow z ALL objgto nastepnie badaniami w kilku osrodkach
(tabela 2) [73,106,119,132]. Efektywnos¢ terapii z uzyciem
STIS571 bytarézna w zaleznosci od stadium zaawansowania
choroby, w ktérym rozpoczeto leczenie. Najlepsze wyniki
leczenia osiagnigto w grupie pacjentow w przewlektej fa-
zie CML, u ktérych uprzednio stosowana terapia interfero-
nem o zakoniczyta si¢ niepowodzeniem. U 19% pacjentéw
wystapita czgsciowa, a u 41 % catkowita odpowiedz cytoge-
netyczna. Catkowita odpowiedZ hematologiczna osiagnigto
u 95% pacjentéw. Odpowiedz byta trwata i wsréd 88% pa-
cjentéw utrzymywatla si¢ Srednio przez 18 miesigcy. Tylko
u 10% pacjentéw nastapita progresja choroby [73]. Badania
przeprowadzone w grupie pacjentéw z CML w pdznej fazie
przewlektej przynosity podobne efekty leczenia. Catkowita
odpowiedZ hematologiczng oraz catkowita odpowiedZ cyto-
genetyczna osiagni¢to odpowiednio u 89 i 44% pacjentéw
[111]. Dla poréwnania, u pacjentéw z CML w przyspieszo-
nej fazie tylko w przypadku 17% uzyskano catkowita od-
powiedZ cytogenetyczng, oraz w 53% przypadkow osiag-
neto catkowita odpowiedZz hematologiczna [132]. Kilku
pacjentéw z CML w fazie kryzy blastycznej osiagneto trwa-
a remisje [119]. W leczeniu pacjentéw z ALL nie odnoto-
wano zadnej trwatej odpowiedzi [106]. Wyniki I i II fazy
badan klinicznych (tabela 2) doprowadzity do zatwierdze-
nia STI571 przez FDA (Food and Drug Administration)
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Tabela 2. OdpowiedZ pacjentow z przewlektg biataczka szpikowa (CML) na leczenie STI571. Wyniki badan klinicznych

I faza badan klinicznych

Il faza badan klinicznych

[34] [33] (73] [119] [132]
Charakter ~ OdpowiedZ hematologiczna' 53/54 98%  21/38  55% 430/454 95% 119/229 60% 149/181 82%
uzyskanej
odpowiedzi  Odpowiedi cytogenetyazna® 29/54  54%  4/38  11% 343/454 76% 142/229 62% 86/181 48%
: _ _ 400mg 400 mg
Stosowane dawki 300-1000mg  25-1000 mg 400 mg lub 600 mg lub 600 mg

Przedstawione wyniki s3 podsumowaniem badar przeprowadzonych wsréd pacjentow w rdznych stadiach choroby. Oméwienie wynikéw

stosowania STI571 u pacjentéw w poszczegéInych fazach CML znajduje sie w tekscie.

" Kryteria odpowiedzi hematologicznej — utrzymujaca sie 4 tygodnie lub dtuzej odpowiedz catkowita (complete haematologic response —
CHR; leukocyty <10 000/mm?, ptytki <450 000/mm?, mieloblasty w szpiku kostnym < 5%, brak blastéw i promielocytow we krwi, leukocyty
obojetnochtonne <1500/mm?, brak ognisk hematopoezy pozaszpikowe;j), odpowiedz szpikowa (marrow response; mieloblasty w szpiku
kostnym <5%, brak blastéw i promielocytéw we krwi, ptytki <20 000/mm?, leukocyty obojetnochtonne <1000/mm?), powrét do fazy
przewlektej (return to chronic phase; blasty we krwi obwodowej i szpiku kostnym <15%, blasty i promielocytéw we krwi obwodowej i szpiku

kostnym < 30%, leukocyty zasadochtonne we krwi obwodowej <20%)

2Kryteria odpowiedzi cytogenetycznej — catkowita (complete cytogenetic response — CCR; 0% Ph™ w metafazie), czesciowa (partial cytogenetic
response; 1-35%), mata (minor cytogenetic response; 36—65%) lub minimalna (minimal cytogenetic response; powyzej 66—95%), wieksza
odpowiedz (major cytogenetic response) to potaczenie odpowiedzi catkowitej i czesciowej (<35% Ph* w metafazie)

jako leku w terapii przeciw przewleklej biataczce szpiko-
wej (CML) w grudniu 2002 roku.

Od tego czasu, STI571 stat sig¢ standardowym lekiem sto-
sowanym w terapii przeciw CML i ukazato si¢ wiele prac
podsumowujacych jego dziatanie. Prace te dotycza zarow-
no dhugosci czasu zycia pacjentéw i przebiegu choroby, jak
i metod analizy odpowiedzi na lek. Jedna z nowych metod
molekularnego monitorowania jest zastosowanie techni-
ki real-time PCR do oceny poziomu transkryptu dla Ber-
Abl w trakcie terapii [20]. W badaniach zakrojonych na
szeroka skale porownuje si¢ efekty dlugofalowe stosowa-
nia STI5S71 z efektami uzyskanymi z uzyciem innych le-
kéw. Jednym z takich programoéw jest IRIS (International
Randomized Study of Interferon versus STI571), do ktdre-
go zakwalifikowano 1106 pacjentéw z 16 krajow, przy czym
553 poddano terapii STI571, druga polowg interferonem
o (IFN-a) w kombinacji z cytarabina (Ara-C). Najnowsze
dane pochodzace z tych badan, prezentowane podczas 2006
Annual Meeting of ASCO wykazaty, ze po 5 latach od roz-
poczgcia terapii u 69% pacjentéw z CML nadal stosowa-
ny jest STIS71. U 93% pacjentéw, ktérzy rozpoczeli lecze-
nie w przewlektej fazie nie stwierdzono progresji choroby.
Tylko 4,6% leczonych pacjentéw zmarto wskutek biatacz-
ki. Trudno poréwnaé otrzymane wyniki z wynikami uzy-
skanymi u pacjentéw leczonych IFN-o/Ara-C, gdyz tylko
3% pacjentéw pozostawiono przy tym schemacie leczenia.
Z tego powodu, zaczeto stosowaé inne podejscie. Poréwnuje
si¢ efekty stosowania STI571 u nowo zdiagnozowanych pa-
cjentéw z CML (od poczatku STIS71 jest jedynym lekiem)
z efektami uzyskanymi w leczeniu interferonem o, w tym
samym osrodku wiele lat wczesniej [74]. Przeprowadzono
w ten sposob badania poréwnawcze efektéw leczenia za po-
moca STI571 u 279 pacjentéw (lata 2000-2004) z efektami
leczenia interferonem o u 650 pacjentéw (lata 1982-1997).
Catkowita odpowiedz cytogenetyczna uzyskano u 87% pa-
cjentéw leczonych STIS71 i tylko u 28% pacjentéw leczo-
nych interferonem o. Przynajmniej 3-letni okres przezycia
odnotowano u 96% pacjentéw leczonych STI571, natomiast

interferonem o u 81%. Uwaza si¢, ze wtasnie lepsza od-
powiedZ cytogenetyczna lezy u podstaw diuzszego czasu
przezycia pacjentéw leczonych STI571. Podobne badania
przeprowadzono poréwnujac 551 pacjentéw z CML leczo-
nych STIS71 w ramach programu IRIS z 325 pacjentami,
ktérzy otrzymywali terapi¢ skojarzona IFN/Ara-C w la-
tach 1991-1996 (program CML91), a wigc w okresie, kie-
dy STI571 byt niedostepny [113]. Z zestawienia wynikéw
leczenia w obu programach wynika, ze oba testowane pa-
rametry: caltkowita odpowiedZ cytogenetyczna oraz okres
przezycia bez choroby zdecydowanie wskazuja na wyzsza
skutecznosé STIS71.

Obecnie wigkszos¢ pacjentéw w przewleklej fazie CML
otrzymuje standardowa dawke STIS71 (400 mg/dzien). Sa
jednak przypadki, gdy ta rekomendowana dawka jest nie-
wystarczajaca i nalezy zastosowac inng terapig, np. prze-
szczep allograficzny. Niemniej jednak uwaza sig, ze STI571
w dawce 400 mg/dzien powinien by¢ stosowany w pierwszej
kolejnosci i dopiero brak odpowiedzi, monitorowany m.in.
przez pomiar poziomu transkryptu dla Ber-Abl, upowaznia
do zwigkszenia dawki lub zastosowania bardziej agresyw-
nej terapii. Natomiast pacjenci w fazie przyspieszonej lub
kryzy blastycznej powinni otrzymacé przeszczep allogra-
ficzny oraz STIS71 jako terapie wspomagajaca [91].

Kilkuletnie stosowanie STI571 w klinikach przyniosto tez
niepokojace sygnaty. W potowie 2006 roku ukazaty si¢ do-
niesienia, ze STIS71 stosowany u pacjentéw z CML, moze
spowodowaé powazne uszkodzenie serca [75]. Stwierdzono
to u 10 pacjentéw leczonych STI571. Badania in vitro wy-
kazaty, ze w kardiomiocytach hodowanych w obecnosci
STIS71 wystgpuje zmiana potencjatu btonowego mitochon-
driéw, uwolnienie cytochromu C do cytosolu, a nastgp-
nie $mier¢ komérek. Wprowadzenie opornego na STIS71
wariantu kinazy Abl do kardiomiocytéw zapobiegato ich
Smierci powodowanej przez STI571. Kardiotoksycznosé
zostala zaliczona do potencjalnych dziatari niepozadanych
stosowania STI571 w terapii przeciwnowotworowej.
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mechanizmy opornosci na STI571
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Ryc. 3. Mechanizmy opornosci na STI571. Dominujacym
mechanizmem s3 mutacje w BCR-ABL powodujace utrate
zdolnosci kinazy do wiazania STI571. Odnotowano réwniez
amplifikacje genu BCR-ABL powodujacq wzrost poziomu
kinazy oraz inne mutacje powodujace wzrost jej aktywnosci.
Waznym mechanizmem opornosci jest obnizenie poziomu
STI571 w komérce wskutek zwiekszonej ekspresji glikoproteiny
P lub wigzania leku z kwasna glikoproteing a-1. W rozwoju
opornosci na STI571 moga uczestniczy¢ rowniez rézne zmiany
cytogenetyczne. Selekcja klonéw opornych na STI571 moze
spowodowac wznowe choroby lub jej progresje

MecHANIZMY oPoRNOSCI NA STI571

Mimo niewatpliwej skutecznosci w leczeniu pacjentéw
z CML, gtéwnym problemem terapii z zastosowaniem
STI571, ktéry pojawit si¢ w literaturze znacznie wczes-
niej niz skutki uboczne jest rozwdj opornosci na lek.
Opornos¢é pierwotna na STIS71 jest rzadko spotykana
i niewiele wiadomo na temat jej molekularnego podtoza
[44]. Dotyczy to zaréwno pierwotnej opornosci hemato-
logicznej, definiowanej jako catkowity brak odpowiedzi
hematologicznej pomimo zastosowania terapeutycznych
dawek leku przez 3 miesiace, jak i czgSciej spotykanej
pierwotnej opornosci cytogenetycznej, ktéra okreslana
jest jako brak odpowiedzi cytogenetycznej w ciagu 12
miesigcy trwania terapii. Odporno$¢ nabyta, nazywa-
na rowniez wtérna, jest wytworzona w reakcji na poda-
wany lek. Wiaze si¢ z ostabieniem poczatkowo uzyski-
wanej chemiowrazliwosci i utratg osiagnigtej w trakcie
leczenia odpowiedzi hematologicznej (ponowne poja-
wienie si¢ komérek BCR-ABL"), cytogenetycznej (obec-
no$¢ chromosomu Ph) lub molekularnej (amplifikacja
genu BCR-ABL). Etiologia wtérnej opornosci w nastgp-
stwie stosowania STIS71 jest wieloczynnikowa (ryc. 3).
Do najwazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych
za rozwdj opornosci wtérnej naleza: mutacje punktowe
w BCR-ABL powodujace powstanie biatka niezdolnego
do wiazania STI571, wzrost ekspresji kinazy wynikaja-
cy z amplifikacji genu BCR-ABL, obnizenie wewnatrzko-
morkowego poziomu leku w wyniku zwigkszonej ekspre-
sji glikoproteiny P (multidrug resistance 1 — MDR-1) lub
w wyniku wigzania z kwasna glikoproteing a-1, kompen-
sacyjna aktywacja innych kinaz np. z rodziny SRC oraz
wiele innych mechanizméw, ktérych rola jest mniej udo-
kumentowana [86].

Progresja choroby z fazy przewlektej do zaostrzenia blastycz-
nego czg¢sto koreluje ze wzmozong ekspresja kinazy Ber-Abl,
ktora jest nastgpstwem amplifikacji genu BCR-ABL [83,146],
badz tez z pojawieniem si¢ dodatkowej kopii chromosomu
Filadelfia. Stosujac metode FISH wykazano obecnos¢ do-
datkowe;j kopii genu BCR-ABL w 3 na 9 przypadkéw wy-
stapienia opornosci na STI571 [53]. Ustalono réwniez zwia-
zek miedzy poziomem kinazy Ber-Abl, oznaczonym przed
rozpoczeciem terapii, a czasem wystapienia opornosci na
STIS571. Badania polegaty na wyselekcjonowaniu w hodow-
lach komérkowych opornej na STIS71 subpopulacji komérek
zdolnej do proliferacji w obecnosci 1 uM STI571, w ktérych
poziom ekspresji kinazy Bcr-Abl byt poréwnywalny do po-
ziomu obserwowanego u pacjentéw w przewleklej fazie lub
w fazie zaostrzenia blastycznego. Wykazano, ze komorki
z ekspresja kinazy Ber-Abl zblizong do obserwowanej w fa-
zie zaostrzenia blastycznego sa znacznie mniej podatne na
leczenie STIS71, a selekcja i szybki rozwéj klonéw lekoo-
pornych zachodzi w czasie 32—42 dni po rozpoczeciu sty-
mulacji lekiem. W przypadku komérek ze stosunkowo ni-
skim poziomem aktywnej kinazy Ber-Abl, poréwnywalnym
do poziomu w pierwotnych hodowlach komérek z fazy prze-
wlektej, STI5S71 w stezeniu 1 uM indukowat rozwdj opor-
nosci Srednio dopiero po 97 dniach [6].

Najczgstsza przyczyna opornosci wtérnej pojawiajacej si¢
w nastgpstwie stosowania STIS71 (50-90% przypadkéw wy-
stapienia lekoopornosci) sa mutacje punktowe, ktére obni-
zaja wrazliwos¢ kinazy na STI571 3—100 razy [134]. Czgs$¢
z nich utrzymuje biatko w konformacji aktywnej, przez co
uniemozliwia przyjecie przez kinazg Ber-Abl konformacji
nieaktywnej, rozpoznawanej przez lek, ale sa i takie, kt6-
re dotycza aminokwasow zaangazowanych w bezposredni
kontakt z STI571. Dotad stwierdzono wystapienie ponad 40
r6znych mutacji punktowych u pacjentéw z CML. Mutacje
punktowe w BCR-ABL zmieniajace powinowactwo biat-
ka do STI571 mozna przyporzadkowa¢ do jednej z pigciu
grup [26,145]. Do pierwszej naleza mutacje w petli P (244-
255 aminokwasu), wysoce konserwatywnym regionie od-
powiedzialnym za wigzanie nukleotydow. Do najczestszych
naleza: Y253F, G250E, E255K oraz Q252H. Mutacje pro-
wadzace do substytucji tych aminokwaséw powoduja oko-
fo 100-krotne obnizenie wrazliwosci na STIS71 i 10-krot-
ne obnizenie wydajnosci hamowania proliferacji komodrek
in vitro. Zaden z wymienionych aminokwaséw nie tworzy
bezposrednio wiazania z STI571 i nie do korica wiadomo,
w jaki spos6b mutacje te powoduja pojawienie si¢ opor-
nosci na STI571, ale wydaje sig, ze moga one wywolywac
zmiany konformacyjne w czasteczce biatka, ktore przesuwa-
ja réwnowage w kierunku jego postaci aktywnej, ktéra nie
jest wiazana przez STIS71 [22]. Przyktadem moze by¢ mu-
tacja Y253F, ktéra powoduje utratg wigzania wodorowego
z N322, co powoduje przesunigcie rownowagi w kierunku
postaci aktywnej. Kolejna grupa to mutacje w regionie, kt6-
ry wprawdzie nie jest wysoce konserwatywny ewolucyjnie
i nie ma wptywu na wiazanie ATP, ale jest istotny dla powsta-
wania wigzan stabilizujacych z STI571. Wymieni¢ tu nale-
zy T31511 F317L. Tyrozyna w pozycji 315 tworzy wigzanie
wodorowe z lekiem. Zastgpienie tyrozyny izoleucyna, ktéra
ma rodnik apolarny uniemozliwia powstanie tego stabilizu-
jacego wigzania, co w konsekwencji obniza reakcje na lek.
Substytucja F317L powoduje utrate oddziatywania hydro-
fobowego pomiedzy STIS71 i kinaza. Trzecia grupa muta-
cji wystepuje w regionie katalitycznym kinazy (aminokwa-
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sy 351-359), np. M351T, E355G i F359V. M351 uczestniczy
w powstawaniu interakcji stabilizujacej autoinhibicj¢ w bial-
ku chimerycznym Abl z Ber-Abl, ktére wystgpuje w niewiel-
kiej ilosci w komérkach BCR-ABL*. Z tego powodu muta-
cja M351T powoduje nie tylko obnizenie powinowactwa do
STIS71, ale réwniez obnizenie aktywnosci kinazy, nieste-
ty niewystarczajace. Kilka mutacji odnotowanych jako wy-
wotujace opornos¢ na STI571, znaleziono w petli aktywacji
(aminokwasy 381-402) lub jej sasiedztwie. Naleza do nich:
H396R, V3791 oraz L387M. Wystapienie tych mutacji po-
woduje powstanie nierozpoznawanej przez STI571 konfor-
macji Ber-Abl. Ostatnia grupa mutacji, to rozproszone w ca-
fej czasteczce biatka substytucje aminokwaséw, dla ktérych
mechanizm rozwoju opornosci jest nieznany.

Analizowano udzial poszczegdlnych mutacji w rozwoju
opornosci na STIS71 (tabela 3). W obszernych badaniach
indukcji mutacji w kinazie Ber-Abl u pacjentéw leczonych
STI571, analizie poddano materiat pochodzacy od 144 pa-
cjentéw: 40 w fazie przyspieszonej, 64 w pdznej fazie prze-
wleklej i 40 we wczesnej fazie przewleklej [13]. U 27 pa-
cjentéw odnotowano mutacje w 17 réznych pozycjach juz po
o$miu miesigcach terapii. W tej grupie 24 pacjentéw (89%)
nabylo opornos¢ na STIS71, przy czym u 13 (7 w fazie przy-
spieszonej i 6 w pdznej fazie przewleklej) opornosé zwigza-
na byla z wystapieniem mutacji w petli P kinazy. Badania
wykazaty ponadto, ze mutacje w tym regionie wigza si¢ ze
ztymi rokowaniami. Dwunastu (92%) z 13 pacjentéw zmar-
fo Srednio w przeciagu 4,5 miesiaca od wykrycia mutacji.
Dla poréwnania, tylko 3 (21%) z 14 pacjentéw, u ktérych
odnotowano mutacje poza p¢tla P, zmarto w przeciagu 11
miesigcy. Mutacja T3151, ktéra lezy u podstaw najsilniej za-
znaczajacej si¢ opornosci in vitro, zostala odnotowana je-
dynie w dwdch przypadkach wystapienia klinicznej leko-
opornosci podczas, gdy wczesniejsze badania wskazywaty
na czgstsze jej wystgpowanie u pacjentéw z nabyta opornos-
cig na STIS571 [123]. Badania te zostaly réwniez potwier-
dzone przez doniesienia na temat rozwoju opornosci w na-
stgpstwie stosowania STIS71 w wyniku substytucji Y253F,
bedacej w efekcie przyczyna podwyzszonej aktywnosci ka-
talitycznej kinazy [112]. U niektérych pacjentéw odnoto-
wano obecno$¢ mutacji punktowych w BCR-ABL, zanim
rozpoczgto terapie z zastosowaniem STIS71 [59], co po-
twierdza hipotezg, ze presja wywierana na komorki przez
STI571 powoduje selekcje klonéw zawierajacych mutacje
ograniczajace interakcje z tym lekiem.

Badania wykazaty, ze w rozwoju opornosci na STI571 moga
mie¢ znaczenie zmiany cytogenetyczne, ktére tylko posred-
nio sa zwiazane z obecno$ciag BCR-ABL. Zmiany te moga
by¢ konsekwencja genetycznej niestabilnosci, ktéra towa-
rzyszy obecnosci BCR-ABL, szczegdlnie przy przechodze-
niu z fazy przewleklej do zaostrzenia blastycznego CML. Na
przyktad, badania cytogenetyczne przeprowadzone u 36 pa-
cjentow wykazaty, ze u 19 z nich obecne sa aberracje chro-
mosomalne, takie jak aneuploidia, zmiany w chromosomie
17 prowadzace do utraty genu p53 oraz translokacje lub tez
kilka zmian cytogenetycznych jednoczesnie [58].

Opornosé na STIS71 wynika takze z podwyzszonej ekspresji
genéw dla transporteréw btonowych. Wewnatrzkomoérkowe
stezenie STIS71 jest wypadkowa dziatajacych jednoczesnie
dwoch proceséw, eksportu i importu leku. Szeroko bada-
nym biatkiem w aspekcie opornosci na STI571 jest gliko-

proteina P (P-gp), produkt genu MDR . Ekspresja MDR 1
ulega zwigkszeniu w komoérkach blastycznych w zaawan-
sowanych stadiach CML. Wysunigto hipotezg, ze to wias-
nie P-gp powoduje aktywny wyrzut leku z komérek no-
wotworowych, obnizajac jego st¢zenie ponizej krytycznej
wartosci niezbednej do wywotania efektu przeciwnowo-
tworowego. Badania przeprowadzone na ludzkich komér-
kach linii K562 oraz AR230 wykazaty, ze indukowana eks-
presja P-gp wptywa znaczaco na obnizenie wrazliwosci na
STIS71. Zaobserwowano wzrost przezywalnosci komoérek
1 szybkosci ich proliferacji, a takze obnizenie aktywnosci
kaspazy 3, podwyzszona aktywnos¢ czynnika transkryp-
cyjnego STATS przy niezmiennym jednoczesnie poziomie
ufosforylowania kinazy Ber-Abl. Przywrécenie wrazliwosci
na lek odnotowano po zastosowaniu PSC833, inhibitora P-
gp [88]. Udzial P-gp w rozwoju opornosci na STI571 zostat
potwierdzony przez dwa inne zespoly badawcze [66,135].
W indukcji opornosci na STIS71 nie wyklucza si¢ réwniez
udziatu biatka hOCT1 (human organic cation transporter
1). Obnizona ekspresja hOCT1 moze wplywacé na odpo-
wiedz komoérek na chemioterapig [135]. Powyzsza hipote-
z¢ potwierdzily badania, w ktérych wykazano, ze hOCT1
jest podstawowym biatkiem odpowiadajacym za transport
dokomoérkowy STIS71. Ponadto zaobserwowano, ze obni-
zona aktywnos$¢ hOCT1 koreluje z ostabiong wrazliwoscia
komérek na dziatanie STIS71 in vitro [147]. Innym mecha-
nizmem, ktéry moze odpowiada¢ za rozwdj opornosci na
STI571 jest wiazanie leku przez kwasna glikoproteing o.-1
(AGP), obecna w osoczu [45]. Podobnie jak w przypadku
podwyzszonej ekspresji MDR 1, wiazanie z AGP powoduje
obnizenie efektywnego poziomu STIS71 w komorkach.

Z klinicznego punktu widzenia, okreslenie przyczyny opor-
nosci na STIS71 wydaje si¢ niezbednym etapem poprze-
dzajacym ustalenie schematu leczenia pacjentéw z CML
[64]. Podczas gdy niektére mutacje kinazy Ber-Abl (np.
T3151) powoduja petna opornos¢ na STIS71, inne (np.
E255V, H396P, Y253H) indukuja rozwéj tylko czgsciowe;j
opornosci, ktérg mozna znies$¢ przez podwyzszenie daw-
ki leku. Taki sam schemat postgpowania mozna zastoso-
wac, gdy dotychczasowe dawki leku staja si¢ niewystar-
czajace do zahamowania wzrastajacej aktywnosci kinazy
Ber-Abl z powodu pojawienia si¢ dodatkowych kopii BCR-
ABL. U pacjentéw z nabyta opornoscia na STIS71 zwykle
zwigksza si¢ dwukrotnie dawke leku, z 300400 mg dzien-
nie do 600-800 mg dziennie. Jednakze, w sytuacji podwyz-
szonej ekspresji genu MDR 1, przejawiajacej si¢ wzrostem
ilosci P-gp i w efekcie obnizeniem wewnatrzkomoérkowego
stgzenia STIS71, wzrost dawki leku nie skompensuje sta-
tego ubytku STIS71. Zastosowanie technologii mikroma-
cierzy w diagnostyce i ocenie efektéw leczenia moze zde-
cydowanie poprawic i bardziej zindywidualizowa¢ terapig.
Ostatnio metoda ta zostala wykorzystana w poszukiwaniu
charakterystycznych zmian w ekspresji genéw, ktére towa-
rzyszyty rozwojowi opornosci na STIS71 i byly wywotane
réznymi st¢zeniami leku (od 200 do 800 nM) [19].

STI571 w SKOJARZENIU Z WYBRANYMI ZWIAZKAMI
CYTOSTATYCZNYMI W LECZENIU CML

Rosnie liczba laboratoridw i klinik zainteresowanych ba-
daniem mechanizmoéw dziatania STI5S71 w kombinacji ze
zwigzkami cytostatycznymi. Przestankami do rozpocze-
cia tych badan byta che¢¢ poznania molekularnych mecha-
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Tabela 3. Mutacje punktowe zwiazane z rozwojem opornosci na STI571 u pacjentéw z przewlektq biataczka szpikowa (CML) oraz ostrg biataczka

limfoblastyczna (ALL)
Zmi Zmiana w sekwengji lich ks
miana w aminokwaséw’ o ] iczha przypadkow
sekwengji Lokallzaqar:n B.“ Abl - wystapienia Pi$miennictwo
nukleotydéw  KinazaAbl Kinaza Abl Proponowany mechanizm opornosci opornoéd
typla typ1b
A10946 MU M6V e [[11233]]
(11066 1248V L267V 127 [13]
2/32 [123]
G1113A G250E G269E 27 (3]
A1119G 0252R Q271R 1/32 [123]
6112007 QSMH  Q27H petla P o [[11233]]
ograniczenie zmian konformacyjnych
1/28 [123]
T1121C Y253H Y272H 2132 [13]
3/32 [123]
A1122T Y253F Y272F 27 (3]
10/32 [123]
G1127A E255K E272F 227 [13]
A1128T E255V E274V 1/27 [13]
10/32 [123]
13081 13151 13341 227 (3]
miejsce kontaktu z STI571
(13156 F317L F336L wplyw na wiazanie STIS71 3/32 [123]
T14396 BsV F378V o [[11233]]
T1392C 3T M362T 2 132 [123]
nieznany
SH2 10/32 [123]
Tat6C M351T m370T ograniczenie zmian konformacyjnych 721 [13]
A1428G E355G E3746G ograniczenie zmian konformacyjnych ;g; [[11233]]
61499 V79 39l _ petlaaktywagi 132 [123]
ograniczenie zmian konformacyjnych
T1508C B8l FAOIL petla aktywai 132 [123]
nieznany
T1523A 1387M L406M ) 1/32 [123]
petla aktywagji
AT5516 H396R HAT5R ograniczenie zmian konformacyjnych ?gi [[11233]]
(1614A S417Y S436Y 1727 [13]
G1739A EASOK 478K region C-koficowy 127 [13]
nieznany
T1821C F486S F5055 1/27 [13]

"Kinaza Abl wystepuje w dwdch postaciach: 1ai Tb réznigcych sie 19 aminokwasami. Stad pojawiaja sie roznice w numeracji aminokwaséw, ktdre
ulegaja substytucji w zmutowanych wariantach kinazy.

nizméw dziatania tych zwiazkéw w kombinacji z STIS71 gtéwnie tych, u ktérych stwierdza si¢ opornos¢ na STIS71.
oraz poszukiwanie skutecznej terapii skojarzonej, ktéra Zwiazki badane w kombinacji z STIS71 mozna podzieli¢
mogtaby by¢ zastosowana w leczeniu pacjentéw z CML, na trzy grupy: (i) zwiazki, ktére oddzialuja z elementami
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17-AAG
SCH66336 Geldanamycyna
L-744832 As0,
R115777
Zelondrat Hsp90 ) J
| Bcr-Ab <+———— mRNA
modyfikacje / \
osttranslacyjne
Ras — Ry —> K —— /PR
¢ ¢ Wortmanina
Raf Pdk
PD184352 ‘l’ ‘l‘
PD98059 — Mek1/2 Akt
U0126 ¢ ¢
Erk1/2 mTOR ——— Rapamycyna
N "4
hamowanie ———— proliferacja
aktywaga —> apoptoza

Ryc. 4. Zwiazki badane w kombinacji z STI571. Poszukiwana jest skuteczna terapia skojarzona. Wsrdd badanych zwiazkéw nalezy wyrdznic czasteczki,
ktére wptywaja na aktywnosc réznych elementéw komdrkowych drég przekazywania sygnatéw, w tym szlaku Ras/MAPK (kolor fioletowy)
lub PI3K/Akt (kolor pomarariczowy). Kolorem niebieskim zaznaczono zwigzki wptywajace na stabilnos¢ kinazy Ber-Abl. W kombinagji z STI571
stosowane sg zwiazki, ktore hamuja ekspresje kinazy (kolor zielony)

komoérkowych drég przekazywania sygnatéw, aktywowa-
nych przez Ber-Abl; (ii) zwiazki wptywajace na stabilnos¢/
ekspresje¢ biatka Ber-Abl; oraz (iii) zwiazki cytostatyczne,
ktérych mechanizm dziatania jest inny niz ww. (ryc. 4).

ZWIAZKI, KTORE ODDZIALUJA Z ELEMENTAMI DROG SYGNALOWYCH
AKTYWOWANYCH PRZEZ BCRr-ABL

Do szlakéw sygnalowych aktywowanych przez onkogen-
na kinaze Ber-Abl naleza m.in. kaskady kinaz zalezne od
biatka Ras, w tym szlaki Raf/MEK/Erk oraz PI3K/Akt. Ze
wzgledu na duza podatnos¢ genu RAS na mutacje, kté-
re sa obecne w 30% przypadkéw ludzkich nowotwordéw,
oraz ze wzgledu na udziat biatka Ras w kontroli licznych
szlakéw sygnatowych, biatko Ras jest waznym celem po-
szukiwan czynnikow przeciwnowotworowych. Biatko Ras
musi zosta¢ poddane licznym modyfikacjom potranslacyj-
nym, aby mogto osiagna¢ pelna aktywnos¢. Wsréd nich
mozna wymieni¢ m.in. farnezylacj¢ i geranylogeranyla-
cje. Przemiana, ktéra katalizuje transferaza farnezylu,
polega na przytaczeniu do reszty cysteiny jednostki pre-
nylu (C15) w C-koficowym rejonie biatka, przy sekwen-
cji CAAX (C — cysteina; A — dowolny aminokwas alifa-
tyczny; X — zazwyczaj seryna lub metionina). W efekcie
utworzony zostaje silnie hydrofobowy koniec C, niezbed-
ny do wiazania biatka Ras z btona komérkowa, co z kolei
warunkuje jego petng aktywnos¢ [80]. Udzial biatka Ras

w indukowanej przez kinaze¢ Bcer-Abl transformacji nowo-
tworowej stat si¢ podstawa poszukiwan mozliwosci zasto-
sowania inhibitoréw transferazy farnezylu (farnesyl trans-
ferase inhibitors — FTI) w leczeniu pacjentéw chorych na
biataczki. Wsréd FTI mozna wymieni¢ trzy zwiazki, kt6-
re wydaja sig obiecujace w terapii przeciwnowotworowej,
tj. SCH66336 (lonafarnib, Sarasar™; Schering-Plough
Co.), L-744832 (Merck & Co.) oraz R115777 (tipifarnib,
Zarnestra™; Ortho Biotech Products). Obszernym bada-
niom poddano jak dotad inhibitor SCH66336. Testy prze-
prowadzono na myszach transgenicznych p190QBCL-ABL,
oraz na liniach komérkowych opornych (Baf/BCR-ABL-t,
AR230-r, LAMA-84-r) i wrazliwych (Baf/BCR-ABL-s)
na STI571. W uktadach zwierzgcych i w hodowlach ko-
moérkowych, SCH66336 efektywnie hamowat proliferacje
komoérek BCR-ABL*, nie wptywajac jednoczesnie na ich
przezywalnos¢. W przypadku hodowli komérek linii Baf/
BCR-ABL-s, efekt korelowat z blokada komérek w fazie
G,/M cyklu komérkowego, ale nie z indukcja procesu apo-
ptozy. Apoptoze zaobserwowano dopiero po zastosowaniu
FTI w skojarzeniu z STI571. Obserwowany efekt zostat
okreslony jako synergistyczny. Wyjatek stanowily mysie
komérki Baf3 z ekspresja zmutowanej kinazy Ber-Abl™!,
w ktérych zastosowanie zwiazkow w skojarzeniu nie wy-
wotlalo synergistycznego efektu w indukowaniu procesu
apoptozy. Prawdopodobnie ze wzgledu na mutacje punk-
towa (T315I) w kinazie Ber-Abl, niemozliwe byto oddzia-
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tywanie z STIS71 i brak byto wystarczajacej blokady ak-
tywnosci kinazy. Natomiast wydaje sig, ze zastosowanie
SCH66336 w skojarzeniu z STI571 stanowi obiecujacy
schemat w leczeniu pacjentéw z CML w przypadkach wy-
stgpowania opornosci na STIS71 bedacej wynikiem am-
plifikacji BCR-ABL [62,96]. Podobny efekt wspétdziata-
nia obu zwigzkéw oczekiwany jest u pacjentéw, u ktérych
stwierdzono mutacje w kinazie Ber-Abl, ktére ogranicza-
ja, ale nie uniemozliwiaja wigzanie STIS71 [62].

W pewnych przypadkach zastosowanie inhibitoréw trans-
ferazy farnezylu jest niewystarczajace. Biatko Ras moze
by¢ bowiem potranslacyjnie aktywowane za posredni-
ctwem geranylogeranylacji [5]. Bardzo aktywnym inhi-
bitorem obu proceséw, farnezylacji i geranylogeranylacji
biatek, jest zwiazek o nazwie zoledronat. Pierwotnie sto-
sowany w schorzeniach uktadu kostnego, okazat si¢ sku-
tecznym lekiem réwniez w terapii przeciwnowotworowe;j.
W badaniach in vitro zoledronat wykazywat zblizona ak-
tywnos¢ w stosunku do komoérek wrazliwych, jak i opor-
nych na STI571. Zastosowanie zoledronatu w kombinacji
z STI571 powodowato obnizenie potencjatu proliferacyj-
nego komoérek w hodowli. Jednoczesnie odnotowano nie-
znaczne hamowanie proliferacji prawidtowych komoérek
hematopoetycznych. Leki synergistycznie indukowaty apo-
ptoze komérek BCR-ABL* oraz wydtuzaty czas przezycia
myszy z przeszczepiong biataczka. Niekorzystna wiasci-
woscia zoledronatu jest jego wysokie powinowactwo do
kosci i zwiazany z tym problem uzyskania terapeutyczne-
go stezenia leku we krwi. Jednak znacznie wyzsze steze-
nie leku w szpiku kostnym niz w innych narzadach, moze
stymulowaé komoérki nowotworowe szpiku do apoptotycz-
nej Smierci [76,78].

W tej grupie zwiazkéw znajduja si¢ inhibitory szlaku Raf/
MEK/Erk odpowiedzialnego m.in. za stymulacj¢ prolife-
racji oraz hamowanie apoptozy komorek linii hematopoe-
tycznych. Wykazano, ze zastosowanie STIS71 w skojarze-
niu z inhibitorami kinazy MEK1/2 (PD184352, PD98059,
U0126) powoduje gwaltowny spadek potencjatu transbto-
nowego mitochondrium (AWm), uwolnienie cytochro-
mu c do cytoplazmy, aktywacje prokaspaz 3 i 8, degrada-
cj¢ PARP, obnizenie poziomu bialek antyapoptotycznych
Bcl-2 i Bel-X| oraz aktywacje kinaz JNK i p38 MAPK.
W efekcie odnotowano zmiany morfologiczne, charakte-
rystyczne dla komoérek apoptotycznych. Wspétdziatanie
STI571 1 PD184352 w hamowaniu proliferacji oraz w in-
dukcji apoptozy, odnotowano takze w komdrkach opornych
na STI571, z amplifikacja BCR-ABL. Podczas gdy zwiaz-
ki stosowane osobno wywieraty nieznaczny wptyw na in-
dukcje apoptozy, uzyte w kombinacji gwattownie ja indu-
kowaty [151]. Synergistyczny efekt obserwowano réwniez
po zastosowaniu STIS71 w skojarzeniu z PD98050 [71]
oraz z U0126 [148].

Innym biatkiem sygnatowym aktywowanym przez kina-
z¢ Ber-Abl jest kinaza fosfatydyloinozytolu — PI3K. Jest
ona heterodimerem zbudowanym z podjednostki kata-
litycznej (p110) oraz podjednostki regulatorowej (p85),
poprzez ktéra oddziatuje z Ber-Abl. W postaci aktywnej
kinaza PI3 przeprowadza 4,5-bisfosforan fosfatydyloino-
zytolu do 3,4,5-trifosforanu fosfatydyloinozytolu, ktory
peini rol¢ przekaZznika drugorzedowego i odpowiada po-
srednio za fosforylacj¢ kinazy Akt. Zsyntetyzowano wie-

le inhibitoréw PI3K. Badania wykazaty, iz wortmanina
oraz inhibitor LY294002 (Lilly) synergistycznie wspot-
dziataja z STI571, powodujac silne zahamowanie prolife-
racji komoérek linii BCR-ABL*. Ze wzgledu jednak na swa
niestabilno§¢ w roztworze wortmanina nie znalazla za-
stosowania klinicznego. Kolejno syntetyzowane zwiazki
charakteryzowat wzrost trwatosci, ale jednoczesnie nie-
korzystne obnizenie aktywnosci w poréwnaniu do wyj-
Sciowej wortmaniny.

Alternatywnym rozwigzaniem jest synteza inhibitoréw
biatek begdacych substratami kinazy PI3, tj. mTOR, Fkhr,
NF-kB, GSK3b i MDM2, ktérych aktywnos¢ jest zwia-
zana z zalezna od Ber-Abl transformacja nowotworo-
wa. Zwiazkiem bgdacym obecnie w I/II fazie badan kli-
nicznych jest rapamycyna, inhibitor kinazy mTOR [96].
W wyniku dlugotrwatych badaii mechanizmu hamowania
proliferacji komérek nowotworowych przez rapamycyneg
zaproponowano dwustopniowy model zaleznej od rapa-
mycyny inhibicji wzrostu komérek. Zaktada on, ze po-
wstaly w pierwszym etapie kompleks rapamycyny i we-
wnatrzkomoérkowego biatka akceptorowego, FKBP12,
hamuje w drugim etapie aktywno$¢ serynowo-treonino-
wej kinazy mTOR. Nastgpstwem tego jest obnizenie ak-
tywnosci biatek efektorowych kinazy mTOR, tj. p70S6K
oraz 4E-BP1, co przejawia si¢ z kolei akumulacja komé-
rek w fazie G, cyklu komérkowego [50] oraz indukcja pro-
cesu apoptozy [110]. Ponadto, rapamycyna w skojarzeniu
z STI571 synergistycznie hamuje proliferacj¢ opornych na
STI571 komérek linii K562, Ba/F3 typu dzikiego oraz ko-
morek Ba/F3™3131 [92]. Dodatkowym uzasadnieniem stoso-
wania inhibitoréw kinaz drogi PI3K/mTOR w kombinacji
z STI571 sg wyniki, ktére wskazuja na mozliwos¢ aktywa-
cji przez STIS71 drogi Akt/mTOR. Powstajaca opornosé
na STIS71 jest w tym wypadku wynikiem aktywacji Akt,
ktéra utrzymuje proliferacje komérek BCR-ABL* na wy-
sokim poziomie nawet po zahamowaniu aktywnosci ki-
nazy Bcer-Abl przez STIS71 [14]. Ponadto wykazano ze,
rapamycyna selektywnie eliminuje biataczkowe komorki
macierzyste nie wptywajac na poziom prawidtowych, he-
matopoetycznych komérek macierzystych.

ZWIAZKI WPLYWAJACE NA STABILNOSC LUB EKSPRESJE BIALKA
Bcr-AsL

Wsréd zwiazkow, ktére wplywaja na stabilnosé kinazy Ber-
Abl nalezy wymieni¢ geldanamycyng i jej mniej toksycz-
ne pochodne, m.in.17-AAG (17-allyloamino-17-demetoksy-
geldanamycyna). Stabilno$¢ kinazy Ber-Abl uwarunkowana
jest powstaniem wielosktadnikowego kompleksu z biatkami
Hsp90 1 p23. Zastosowanie swoistych inhibitoréw Hsp90,
powoduje dysocjacje kompleksu Ber-Abl/Hsp90/p23 oraz
formowanie nowego kompleksu z biatkami Hsp70 i p60.
Jak wykazaty badania, kompleks Bcr-Abl/Hsp70/p60 jest
mniej stabilny, co skutkuje zwigkszona podatnoscia ki-
nazy Ber-Abl na ubikwitynozalezna proteosomalna de-
gradacj¢. Geldanamycyna i 17-AAG wplywaja na degra-
dacje¢ nie tylko izoformy typu dzikiego kinazy Bcr-Abl
(210848 " ale réwniez jej dwéch form zmutowanych
(T3151, E255K), wystepujacych u pacjentéw opornych na
STIS71. Co ciekawe, geldanamycyna i jej pochodna wy-
kazuja wigksza aktywnos¢ wlasnie w stosunku do zmuto-
wanych form kinazy. Proteosomalna degradacje zmutowa-
nych kinaz Ber-AbI™5! oraz Ber-AblE*K zaobserwowano
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juz po zastosowaniu o potowe mniejszej dawki geldana-
mycyny. Badania dowiodly ponadto, ze geldanamycyna
charakteryzuje si¢ duza swoistoscia w stosunku do innych
zmutowanych form kinazy. Zastosowanie jej pochodnej,
17-AAG takze powodowato obnizenie poziomu onkogen-
nej kinazy typu dzikiego i jej zmutowanych form. Proces
ten zachodzit efektywniej w komérkach z ekspresja zmu-
towanych form Ber-Abl. Prawdopodobnie badane mutan-
ty kinazy Ber-Abl charakteryzowaty si¢ znacznie mniej-
sza stabilnoScia w poréwnaniu do kinazy typu dzikiego
i przez to byly bardziej zalezne od biatek opiekunczych
Hsp90. Nie wykazano znaczacych réznic w poziomie kon-
trolnego biatka Raf-1, niezaleznie od dawki zwiazku czy
tez typu badanych komérek (Ba/F3p210*, Ba/F3p210™13!,
Ba/F3p210£2K) [52]. Zastosowanie 17-AAG w skojarzeniu
z STI571 prowadzito do uzyskania efektu synergistyczne-
go w hamowaniu aktywnosci Ber-Abl [109]. Stosowanie
17-AAG w komérkach ze zwigkszong ekspresja BCR-ABL
byto nieskuteczne [136].

STIS571 hamuje aktywnos$¢ kinazy Ber-Abl, geldanamycyna
i jej pochodne wptywaja na jej stabilnos¢, a zatem poziom
w komoérce. Innym sposobem obnizania poziomu kinazy
w komorce jest hamowanie powstawania nowych czasteczek,
a wiec hamowanie ekspresji genu. Jednym ze sposobow jest
stosowanie antysensowych oligonukleotydéw. Pomimo za-
checajacych wynikéw w hamowaniu ekspresji BCR-ABL uzy-
skanych w mysim modelu CML [130], metoda ta nie znalazta
zastosowania w klinikach. Uwaza sig, ze duze ilosci oligonu-
kleotyddéw, konieczne do uzyskania efektywnego stezenia sa
zbyt toksyczne. Stosujac technike siRNA udato sig dotychczas
znaczaco zahamowac ekspresje¢ BCR-ABL, ale tylko w ho-
dowlach komérkowych [121]. Jak dotad nie ma skutecznej
metody hamowania ekspresji BCR-ABL, ktéra mogtaby by¢
zastosowana w klinikach jako terapia uzupetniajaca lub al-
ternatywna w leczeniu pacjentéw chorych na CML.

Wsréd rozwazanych chemicznych modulatoréw ekspres;ji ki-
nazy Bcer-Abl nalezy wymieni¢ zwiazki arsenu [85,108,150].
Wykazano, ze arszenik, As,O, (arsenic trioxide — AT) ha-
muje transformacj¢ nowotworowa komorek linii biatacz-
kowych, wptywajac na ekspresje BCR-ABL na poziomie
translacji. Jednocze$nie wykluczono udziat arszeniku w sty-
mulowaniu proteosomalnej degradacji kinazy Bcr-Abl oraz
jego wpltyw na poziom mRNA. Zastosowanie arszeniku
w hodowlach ludzkich komoérek biataczkowych linii K562
skutkowato gwattownym obnizeniem aktywnosci kinazy
PDK1 i S6K1. Kinaza S6K1 jest znana jako pozytywny
regulator translacji pewnej grupy czasteczek mRNA, kt6-
re w regionie UTR (untranslated region) zawieraja sek-
wencje oligopirymidynowa TOP (tract of oligopyrimidi-
nes). Badania potwierdzity obecnos¢ takiej sekwencji na
5’ koricu mRNA BcrAbl i zalezne od jej wystgpowania ha-
mowanie ekspresji BCR-ABL po inkubacji z arszenikiem.
Hamowaniu syntezy nowej puli kinazy Bcr-Abl, towarzy-
szyto obnizenie poziomu biatka Bcl-2 oraz zwigkszenie
populacji komoérek apoptotycznych [102]. Stosowanie ar-
szeniku w kombinacji z STI571 wywotywato efekt syner-
gistyczny w hamowaniu proliferacji oraz indukcji apoptozy
komorek linii K562 [36]. Wykorzystujac technikg¢ mikro-
macierzy wykazano, ze oba leki uczetnicza w hamowa-
niu ekspresji wielu genéw kodujacych biatka regulatoro-
we cyklu komérkowego (np. CCND2, GSPT1, YWHAG,
CTNNBI) oraz wspétdzialaja w indukcji ekspresji genow

proapoptotycznych (np. CASP7, CASP9, BCL2L14, CASPS,
TNFR1, MADD, DEDD?).

ZWIAZKI CYTOSTATYCZNE, KTORYCH MECHANIZM DZIALANIA JEST
INNY NIZ WYZEJ WYMIENIONYCH

Do tej grupy zwiazkéw, stosowanych w kombinacji z STI571,
naleza m.in. NSC860410 (Adaphostin) [16, 17], bortezo-
mib [32, 48], etopozyd oraz cytarabina [87].

Pierwsze doniesienia dotyczace dziatania NSC860410
w komorkach linii biataczkowych, wskazaty na zalezne
od NSC860410 hamowanie aktywnosci kinazy tyrozyno-
wej Ber-Abl. W badaniach in vivo STIS71 okazat sig jed-
nak bardziej efektywnym inhibitorem fosforylacji kinazy
w poréwnaniu do NSC860410. Paradoksalnie, komoérki
traktowane NSC860410 umieraty znacznie szybciej od tych
poddanych dziataniu STI571 [98]. Te obserwacje, jak i inne
wyniki badan wskazujace na aktywnos¢ NSC860410 row-
niez w stosunku do komérek Ber-Abl-negatywnych, zasu-
gerowaly istnienie alternatywnego mechanizmu dziatania
NSC860410 [16,17,124,141]. Badania Chandra i wsp. osta-
tecznie potwierdzity, ze mechanizm, za pomoca ktérego
NSC860410 indukuje smier¢ komoérek, polega gtéwnie na
generowaniu reaktywnych form tlenu (reactive oxygen spe-
cies — ROS), ktére w efekcie indukuja liczne uszkodzenia
DNA oraz zmiany biochemiczne typowe dla apoptotozy.
Ostatnie badania tych autoréw dowodza wysokiej aktyw-
nosci NSC860410 réwniez w stosunku do komérek opor-
nych na dzialanie STIS71, nawet tych z ekspresja zmutowa-
nej kinazy Ber-AbI™BL Wydaje sie, ze NSC860410, ktéry
podlega obecnie przedklinicznej ocenie, moze si¢ okazac
cennym lekiem, uzupetniajagcym terapi¢ stosowana u pa-
cjentdw z opornoscia na STIS71.

Bortezomib (VELCADE; PS-341) jest silnym i odwracal-
nym inhibitorem proteosomu. Proteosom jest wielosktad-
nikowym kompleksem biatkowym, ktéry odgrywa istotna
role w degradacji biatek komérkowych. Wiele dowodéw
wskazuje na udziat inhibitoréw proteosomu w pokonywa-
niu opornosci na leki. In vitro bortezomib indukuje apo-
ptoze w komoérkach nowotworowych oraz uwrazliwia je
na chemio- i radioterapi¢. Indukcje apoptozy z udziatem
bortezomibu zaobserwowano rowniez w komoérkach CML
[32,48]. Mechanizm, wedtug ktérego bortezomib induku-
je apoptoze komorek, polega gtéwnie na hamowaniu de-
gradacji IkB, inhibitora czynnika transkrypcyjnego NFkB.
Funkcja biatek z rodziny IkB jest blokowanie translokacji
czynnika NFxB z cytoplazmy do jadra komérki. Aktywny
czynnik transkrypcyjny odpowiada w jadrze za aktywa-
cje transkrypcji genéw antyapoptotycznych (m.in. Bcl-2,
Bcl-X,, IEX-1L, IAP). Innym mechanizmem jest pokony-
wanie opornosci zwigzanej z komérkowym transporterem,
glikoproteina P. Proteosom jest niezbg¢dny w ,,dojrzewa-
niu” tego biatka, a wigc uwaza sig, ze inhibitory kompleksu
proteosomalnego wywotuja gromadzenie si¢ transportera,
niezdolnego do wydajnego usuwania z komodrki zwigzkéw
dla niej toksycznych, w tym réwniez STIS71. W przypad-
ku przewlektej biataczki szpikowej nie wyklucza si¢ wpty-
wu bortezomibu na proces degradacji zaréwno kinazy Ber-
Abl, jak i jej substratow [66].

Etopozyd jest pétsyntetyczng pochodna podofilotoksyny
o dzialaniu cytostatycznym. Jest inhibitorem topoizome-
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razy II (Topoll) i stabilizuje potaczenie Topoll z DNA, co
indukuje powstawanie licznych aberracji chromosomal-
nych oraz podwdjnych pekniec nici DNA. Badania in vitro
w opornych na apoptoze komoérkach linii K562 i KU812,
a takze w komérkach hodowli pierwotnych CML wykaza-
1y, ze jednoczesne stosowanie STI571 i etopozydu powodu-
je wigksze zahamowanie wzrostu hodowli oraz obnizenie
przezywalnosci komérek w poréwnaniu do efektu, jakie
wywotuja oba zwiazki stosowane oddzielnie. Efekt wspot-
dziatania zwiazkéw w kombinacji zostat oceniony od ad-
dytywnego [72] po synergistyczny [87,137]. Réwnoczesnie
prowadzone badania efektu stosowania cytarabiny w kom-
binacji z STI571 daty podobne rezultaty. W zaleznosci od
stosowanej metody oceny wzrostu i przezywalnosci komo-
rek po jednoczesnym zastosowaniu obu zwigzkéw odnoto-
wano sumowanie efektéw [72] badz synergizm [87,137].

Badano STI571 w kombinacji z lekami antyangiogennymi
np. 2-metoksyestradiolem [145]. Zwiazek ten destabilizuje
mikrotubule. Zastosowanie 2-metoksyestradiolu w kombi-
nacji z STI571 powodowato hamowanie proliferacji komé-
rek transfekowanych BCR-ABL. Z kolei niektére inhibitory
deacetylazy histonowej np. SAHA, stosowane w kombina-
cji z STI571 obnizaty poziom kinazy Ber-Abl oraz indu-
kowaty apoptoze w komoérkach ludzkiej biataczki BV173
[149]. Inhibitor metylacji DNA, 5-aza-2-deoksycydydyna
(decytabina) stosowany w kombinacji z STI571 powodo-
wat synergistyczne hamowanie proliferacji komoérek opor-
nych na STI571 pod warunkiem, ze opornos¢ ta nie byta
calkowita, tak jak w przypadku komérek, w ktérych eks-
presji ulega mutant Ber-Abl™5! [81].

Badano réwniez mozliwos¢ zastosowania STI571 w kom-
binacji z cytostatykami, na ktére w komoérkach rozwingta
si¢ opornos¢. Celem byto zbadanie mozliwosci przywro-
cenia komérkom wrazliwosci na cytostatyki przez za-
stosowanie STI571. Stwierdzono na przyklad, ze STIS71
w skojarzeniu z winkrystyna, dimerycznym alkaloidem
indolowym, hamuje wzrost nowotworu u myszy, ktérym
wstrzyknigto komoérki K562 zaréwno wrazliwe, jak i opor-
ne na winkrystyng [47]. Sa doniesienia, ze kinaza Ber-Abl
stymuluje naprawg DNA, przez co wptywa na wrazliwos¢
komérek nowotworowych na cytostatyki [90]. Na przykta-
dzie ludzkich komérek linii K562 opornych na doksoru-
bicyn¢ dowiedziono, ze STIS71 moze czgSciowo znosic¢
opornos¢ na leki przeciwnowotworowe przez blokowanie
naprawy DNA [89].

ZastosowANIE STI571 w TERAPII PRZECIW NOWOTWOROM
Z AKTYWACJA RECEPTOROW c-KiT1 PDGFR

Czerniak

Czerniak (melanoma) jest jednym z najgroZniejszych no-
wotworéw. Niewiele wiadomo na temat molekularnych
mechanizméw rozwoju czerniaka. Poza wczesna inter-
wencja chirurgiczna, brak jest skutecznych metod lecze-
nia pacjentéw z tym nowotworem. Istnieja dowody na za-
angazowanie kinaz biatkowych w progresje czerniaka [18].
Wszystkie kinazy, ktorych aktywnos$¢ jest hamowana przez
STI571, a wigc c-Kit, Abl oraz receptory PDGF sg obecne
w komorkach czerniaka, chociaz poziom ekspresji c-Kit
i PDGFR- ulega obnizeniu w trakcie rozwoju nowotwo-
ru [7,82,97,100,125]. Badania retrospektywne przepro-

wadzone na materiale pochodzacym z biopsji od 261 pa-
cjentdw z czerniakiem skéry wykazaly, ze kinaza c-Kit
jest obecna w ponad 50% przypadkéw czerniaka wczes-
nej fazy [68]. Z kolei, c-ABL ulega ekspresji na kazdym
etapie rozwoju czerniaka, przy czym nizszy poziom biat-
ka zaobserwowano we wczesnych fazach rozwoju nowo-
tworu oraz w komoérkach z miejsc przerzutéw [125]. Inne
biatko, ARG (Abl-related gene), nalezace do rodziny ki-
naz tyrozynowych Abl, jest obecne we wczesnych fazach
rozwoju czerniaka, ale brak go w komérkach z niektérych
miejsc przerzutéw [125].

Antyproliferacyjna aktywnos¢ STI571 w komérkach czer-
niaka okreslono zaréwno w liniach komdrkowych, jak row-
niez w biopsjach pochodzacych od pacjentéw ze zdiagno-
zowanym nowotworem. Zastosowanie STI5S71 w 4 liniach
komorkowych czerniaka skéry w fazie poczatkowej oraz
w 15 liniach pochodzacych z miejsc przerzutéw spowodo-
wato zahamowanie proliferacji, zaréwno w hodowlach czer-
niaka z ognisk pierwotnych, jak i pochodzacych z miejsc
przerzutéow. STI571 hamowat proliferacje w 8 sposrod 19
linii komérkowych [93]. Badania okreslajace poziom czte-
rech kinaz wiazacych STIS571, przeprowadzone w tych ho-
dowlach wykazaty, ze odsetek komoérek pozytywnych dla
badanych kinaz wahatl si¢ w granicach od 41 do prawie
100% dla Abl i PDGFR oraz 8-7% dla c-Kit. Nie znale-
ziono jednak zwiazku miedzy ekspresja kinaz biatkowych:
c-Kit, Abl oraz PDGFR oraz zahamowaniem proliferacji
komoérek w odpowiedzi na STIS71. Z kolei badania, kt6-
rymi objeta byla grupa 12 pacjentéw w zaawansowanych
stadiach czerniaka skéry wykazaty brak antyproliferacyj-
nej aktywnosci STI571 w hodowlach in vitro niezaleznie
od poziomu kinaz [140].

Zastosowanie STI571 w hodowlach komérek czerniaka
gatki ocznej, w ktérych poziom ekspresji c-Kit oraz po-
ziom autofosforylacji tego biatka jest wyzszy niz w czer-
niaku skory [2] powodowalo zahamowanie fosforylacji c-
Kit i $mier¢ komorek. Potwierdzity to badania, w ktérych
wykazano, ze wydajnos¢ hamowania proliferacji in vitro
zalezy od poziomu kinazy c-Kit w komdrkach czerniaka
gatki ocznej [84]. Ponadto wykazano, ze STI571 hamu-
je inwazyjnos¢ komorek czerniaka [107]. W pracach tych
nie okreslano poziomu pozostatych kinaz, ktére moga by¢
celem STI571.

W badaniach przeprowadzonych na modelu mysim z wszcze-
pionymi ludzkimi komérkami czerniaka skory stwierdzo-
no, ze STI571 hamuje fosforylacje PDGFR w komérkach
czerniaka, ale nie ma wplywu na rozwéj nowotworu in
vivo [94]. Zastosowanie STI571 powodowato znaczna re-
dukcje stopnia ufosforylowania PDGFRa i PDGFR, za-
réwno w komorkach o niskim (linia komérkowa MeWo —
wysoka ekspresja PDGFR i c-Kit) jak i o wysokim (linia
komérkowa A375SM — wysoka ekspresja PDGFRa., brak
ekspres;ji c-Kit) potencjale inwazyjnym. Zmiana ta nie ko-
relowata z zahamowaniem wzrostu nowotworu u myszy,
u ktérych indukowano rozwdj nowotworu przez podskor-
ng iniekcj¢ komorek.

Immunohistochemiczne badania poréwnawcze przepro-
wadzone w komorkach czerniaka z biopsji od pacjen-
téw z przerzutami, przed i po dwutygodniowym podawa-
niu STI571 (II faza badan klinicznych) wykazaty, ze pod
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wplywem leku zachodzi redukcja poziomu wszystkich ki-
naz swoiscie wigzanych przez STIS71 [67]. Pomimo wnio-
sku autoréw, ze wyniki ich badan wskazuja na mozliwos¢
zastosowania STI571 w terapii przeciw czerniakowi, tyl-
ko w przypadku 2 sposréd 13 pacjentéw uzyskano popra-
we, w pozostatych przypadkach wystapita progresja nowo-
tworu, a nawet zgon. Jak dotad zadne badania kliniczne
fazy II z zastosowaniem STI571 w czerniaku skdry nie
daty pozadanych wynikéw [1,42]. Przyczyn moze by¢ wie-
le. Ekspresja kinaz wiazacych STIS71 nie musi by¢ istot-
nym elementem rozwoju nowotworu [128]. Tymczasem,
obiektem badar klinicznych sa pacjenci z bardzo zaawan-
sowanym nowotworem, u ktérych mogto wystapi¢ wiele
innych mutacji. Wiadomo, Ze ekspresja kinaz jest r6zna
w réznych nowotworach, a nawet r6zna w réznych liniach
komoérkowych pochodzacych z tego samego nowotworu.
Podobnie moze by¢ u pacjentéw. Na terapeutyczne wlasci-
wosci STIS71 moga réwniez wplywac réznice w metaboli-
zmie i transporcie leku. Ponadto, nie bez znaczenia moze
by¢ droga podania leku. Podczas gdy iniekcja dootrzewno-
wa gwarantuje dobre przenikanie komdrek nowotworowych
przez lek, o tyle doustne podawanie STIS71 nie pozwala
na uzyskanie we krwi stgzenia, ktére powodowatoby sku-
teczne dziatanie leku na komorki czerniaka. Co wigcej, nie
mozna wykluczy¢ korzystnego udziatu uktadu immunolo-
gicznego w procesie zwalczania nowotworu [120].

GIST, nowotwor podscieliska przewodu
pokarmowego

GIST (gastrointestinal stromal tumor) jest najczesciej wy-
stgpujacym nowotworem tkanki tacznej zrgbu przewodu po-
karmowego, wywodzacym si¢ prawdopodobnie z komdrek
Cajala (intestitial Cajal cells — ICCs). Charakteryzuje si¢
zlosliwoscia i opornoscia na standardowa chemioterapie.
Konstytutywna aktywnos¢ receptorowej kinazy tyrozyno-
wej c-Kit odgrywa istotna rol¢ w patogenezie wigkszosci
przypadkéw GIST. Do najczegstszych przyczyn aktywacji
c-Kit w komérkach nowotworowych naleza mutacje [57].
Wystepuja one gtéwnie w obregbie eksonu 11 (57-71%) ko-
dujacego transblonowy fragment biatka. Z mniejsza cze-
stoscia identyfikuje si¢ mutacje w eksonach 9 (4—13%) 1 13
(2-4%) kodujacych odpowiednio domeng zewnatrzkomor-
kowa i cytoplazmatyczna kinazy [114]. U 5% pacjentéw
z GIST stwierdza si¢ mutacje w PDGFRa, zwykle w ek-
sonie 12 lub 18 [4]. Konsekwencja mutacji w ¢c-KIT jest
niezalezna od obecnosci SCF oligomeryzacja receptora c-
Kit i zwigzana z tym aktywacja wielu drég sygnatowych
z udziatem kinaz PI3 i MAP [39]. W efekcie odnotowuje
si¢ niekontrolowane podziaty komérkowe oraz opornosé
komérek na apoptoze [38,40,69].

Do niedawna najskuteczniejsza metoda leczenia pacjen-
téw z GIST bylto leczenie operacyjne. Ta metoda jest na-
dal stosowana z duza skutecznoscia w leczeniu pacjentéw
w poczatkowych stadiach choroby. 10-letnie przezycie od-
notowuje si¢ w 30-50% przypadkéw zachorowan na ope-
racyjne postaci GIST. Rokowanie u chorych ze zmianami
nieoperacyjnymi lub przerzutami jest bardzo zte. Sredni
czas przezycia wynosi 12 miesigcy [60].

Duzym przetomem w terapii przeciw GIST bylo wprowa-
dzenie do praktyki klinicznej STI571. Zastosowanie kli-
niczne poprzedzily liczne badania in vitro. IC, hamowa-

nia proliferacji byto nizsze przy blokowaniu aktywnosci
receptora c-Kit (tylko 100 nM) niz dla kinazy Bcr-Abl [56].
Analizie poddano linie komérkowe GIST882 1 GIST780,
wyprowadzone od pacjentéw w zaawansowanym stadium
choroby. W komérkach tych wystgpowata ekspresja zmuto-
wanej kinazy c-Kit. Zastosowanie STI571 w stezeniu 1 uM
powodowalo catkowite zahamowanie fosforylacji kinazy
c-Kit. Brak aktywnosci onkogennego biatka skutkowato
zahamowaniem proliferacji komérek oraz indukcja pro-
cesu apoptozy [139].

Pierwszy raport na temat zastosowania STI571 przeciw
GIST dotyczyt pacjentki z licznymi zmianami nieopera-
cyjnymi [69]. W omawianym przypadku, wielonarzadowe
przerzuty uniemozliwiaty interwencje chirurgiczna, a lecze-
nie z zastosowaniem m.in. doksorubicyny i ifosfamidu nie
przyniosto zadnych rezultatéw. Po miesigcznym stosowa-
niu STIS71 w dawce 400 mg/dzien odnotowano zmniejsze-
nie catkowitej objetosci rozsianych ognisk nowotworowych
0 52%, a po 8 miesiagcach o 75%. OdpowiedZ na STI571
utrzymywala si¢ przez co najmniej 11 miesigcy trwania te-
rapii. Duza skuteczno$¢ STIS71 w leczeniu GIST zostata
potwierdzona rozlegtymi badaniami prowadzonymi row-
nolegle w USA i w Europie. Zastosowanie STI571 w daw-
ce 400-1000 mg/dzien w grupie 36 pacjentéw, u ktérych
rozsiany charakter choroby wykluczal mozliwos¢ zastoso-
wania zabiegu chirurgicznego, wywotato czgsciowa odpo-
wiedzZ u 69% oséb. Dodatkowo, 20% pacjentéw osiagneto
stabilng faze choroby. Dawki leku ponizej 1000 mg/dzier
byty dobrze tolerowane [142]. W innych badaniach, w kt6-
rych stosowano dawki 400 lub 600 mg/dzieni u zdecydowa-
nej wigkszosci pacjentéw w 9 miesiacu trwania terapii nie
odnotowano catkowitej odpowiedzi (complete response —
CR). Najczesciej wystgpowata odpowiedz czgsSciowa (par-
tial response — PR) obserwowana w ponad potowie anali-
zowanych przypadkéw. Przejscie do stabilnej fazy choroby
(stable disease — SD) odnotowano u %4 pacjentéw, a progre-
sj¢ choroby (progressive disease — PD) stwierdzono u po-
nad 10% pacjentéw. Jedynie u czesci pacjentéw (5%) ob-
serwowano rozwoj opornosci [31]. Z najnowszych danych
prezentowanych na 2006 Annual Meeting of ASCO wyni-
ka, ze pacjenci leczeni STIS71 przezywaja Srednio 58 mie-
sigey, podczas gdy wezesniej stosowane terapie skutkowa-
ly przecigtnie 15-miesigcznym okresem przezycia.

Pomimo duzej skutecznosci STIS71 w leczeniu pacjen-
téw w zaawansowanych stadiach GIST, monoterapia nie-
sie ryzyko rozwoju lekoopornosci. Diugotrwate podawa-
nie leku indukuje powstawanie wtérnych mutacji w genie
C-KIT lub PDGFRa, co sprawia, ze komoérki nowotworo-
we przestaja reagowac na dotychczas stosowane leczenie.
Stopiert opornosci na STI571 oraz czas przezycia pacjen-
téw zalezy od rodzaju mutacji [4,25]. Inna, prawdopo-
dobna przyczyna nabytej opornosci jest wzrost poziomu
P-gp w surowicy na skutek podwyzszonej ekspresji genu
opornosci wielolekowej [4]. Selekcji opornych na dziala-
nie leku klonéw komdrek mozna zapobiec stosujac kom-
binacje lekéw. Obecnie, w skojarzeniu z STIS71 testowa-
nych jest kilka zwiazkéw, m.in. RADOOI, inhibitor kinazy
mTOR, a takze PCK412, inhibitor kinazy biatkowej C.
Ponadto, w przypadkach GIST z rozwinigta juz lekoopor-
noscia badana jest skutecznos$¢ dziatania SU11248, inhi-
bitora VEGFR, PDGFR, oraz receptorowych kinaz tyro-
zynowych c-Kit i FLT3 [118].
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Ryc. 5. Plusy i minusy stosowania STI571
w terapii przeciwnowotworowej. 5 lat
stosowania STI571 w leczeniu pacjentéw
z (ML niewiele mniej z GIST pozwala na
wstepne podsumowanie. Niewatpliwy

wysoka swoistos¢ dziatania

duza skutecznos¢
tylko w fazie przewlektej

sukces STI571 opiera sie na duzej swoistosci
dziatania i duzej wydajnosci w indukowaniu

duza wydajnos¢ w indukowaniu
odpowiedzi hematologicznej,

pojawiajaca sie opornos¢

odpowiedzi na ten lek oraz przedtuzeniu
(zasu przezycia pacjentéw w poréwnaniu

cytogenetycznej i molekulamej;
wydtuzenie czasu przezycia

pozostaje Sladowa ilos¢
komdrek B(R-ABL*

z wezedniej stosowanymi terapiami. Duzymi
zaletami STI571 jest mozliwos¢ aplikagji
doustnej oraz odpowiedni okres péttrwania.

niski profil ogéInej toksycznosci

przypadki kardiotoksycznosci

5 lat to zbyt mato, aby oszacowac negatywne
konsekwencje ciagtego stosowania leku.

lek doustny;
odpowiedni okres péftrwania

Uwaza sie, ze lek ma niski profil toksycznosdi,
aczkolwiek pojawiaja sie doniesienia na
temat mozliwosci pojawienia sie powaznych

ZAKONCZENIE

Wigkszo$¢ nowotworéw jest wynikiem kilku mutacji.
Nalezy wigc oczekiwad, ze stosujac kombinacje inhibito-
réw mozna zwigkszy¢ wydajnos¢ terapii przeciwnowotwo-
rowej. Stad tez, terapia ztozona z kilku lekéw jest obecnie
norma w leczeniu pacjentéw z nowotworami. Wyzwaniem
wspotczesnej nauki jest zaprojektowanie takiej kombina-
cji lekéw, w ktorej kazdy sktadnik charakteryzowalby sig
duza swoistoScia wzgledem biatek docelowych o zmienio-
nej w trakcie rozwoju nowotworu aktywnosci.

5 lat to zbyt mato, aby oszacowaé wszystkie pozytywne
i negatywne konsekwencje stosowania leku (ryc. 5). Wiele
wskazuje na to, ze STIS71 — chociaz najskuteczniejszy jak
dotad w leczeniu pacjentéw z CML, nie eliminuje catkowi-
cie komérek BCR-ABL*. Sladowe ilosci transkryptu mie-
rzonego technika real-time PCR sa obecne w komérkach,
nawet u pacjentow, u ktérych leczenie rozpoczgto w fa-

PismiennicTwo

skutkow ubocznych np. kardiotoksycznosci.
Hamujac aktywnos¢ kinazy Bcr-Abl, STI571
nie eliminuje wszystkich komdrek B(R-ABL*,
szczeg6Inie komérek macierzystych CML. Lek
jest duzo mniej skuteczny w poznych fazach
(ML, szczegdlnie w zaostrzeniu blastycznym.
Niewatpliwie najwiekszym problemem jest
pojawiajaca sie opornos¢ na STI571

zie przewleklej. Jest to spowodowane duza niestabilnos-
cig genetyczng komoérek BCR-ABL" i jest wynikiem selek-
¢ji klonéw opornych na STIS71. Do§wiadczenia pigciu lat
stosowania leku sktaniaja do poszukiwania nowych roz-
wiazan. Prowadzone sa zaréwno badania efektywnosci
STI571 w terapii skojarzonej, jak i poszukiwania nowych,
bardziej skutecznych inhibitoréw. Inhibitory te mogtyby
znalez¢ zastosowanie w terapii uzupetniajacej u pacjentéw
z rozwinigta opornoscia wtorng na STIS71 lub catkowi-
cie go zastapi¢ w terapii przeciwnowotworowej. Kolejny
artykul jest po§wigcony nowym, alternatywym inhibito-
rom Bcer-Abl.
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