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2 WYKAZ WAZNIEJSZYCH SKROTOW

ADP - adenozynodwufosforan

ATP - adenozynotrojfosforan

ATPaza - adenozynotrifosfataza

BSA - albumina surowicy wolowe;j

BSA - albumina bydleca

DMEM - medium hodowlane Dulbecco

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

FBS - wotowa surowica ptodowa

GA - geldanamycyna

hGAPDH - ludzka dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
MGAPDH - mysia dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
HGF - czynnik wzrostu hepatocytow

HIF-1 - czynnik-1 indukowany przez niedotlenienie
HRP - peroksydaza chrzanowa

Hsp-90 - biatko szoku cieplnego-90

HSP - biatko szoku cieplnego

IL - interleukina

MAPK - kinazy biatkowe aktywowane miogenami
MM — szpiczak mnogi

MMP-1 - metaloproteinaza-1 macierzy

MMP-9 - metaloproteinaza-9 macierzy

MSC - komoérki mezenchymalne

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5- difenylotetrazolowy

NOD-SCID myszy - myszy cukrzycowe bez objawdéw otytosci z wrodzonym defektem

odpornosci typu komorkowego

PARP - syntaza poli-ADP-rybozy

PBS - buforowany roztwor soli fizjologicznej
PCR - reakcja tancuchowa polimerazy

PE - fikoerytryna

PI - jodek propidyny
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RNAI - interferencja RNA

RNA - kwas rybonukleinowy

RT-PCR - tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

SDF-1 - czynnik-1 pochodzenia stromalnego

SDS - siarczan dodecylu sodu

shLacZ - krétkie interferujace RNA o strukturze spinki skierowane przeciw sekwencji
LacZ

ShMET - kroétkie interferujace RNA o strukturze spinki skierowana przeciw sekwencji
MET

ShRNA - krotkie interferujace RNA o strukturze spinki

SIMET - krotkie interferujace RNA skierowane przeciw sekwencji MET

siRNA - krotkie interferujace RNA

TEMED - N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TGF-p - transformujacy czynnik wzrostu-beta

TNF - czynnik martwicy nowotworéw

TIMP2 - inhibitor metaloproteinazy-2

VEGF czynnik wzrostu srédblonka naczyniowego

WT - typ dziki
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3 STRESZCZENIE

Szpiczak mnogi (ang. Multiple Myeloma; MM) jest nowotworem
hematologicznym dotykajacym aktualnie okoto 10 000 oséb w Polsce. Dlugos¢ zycia
chorych na MM zwigkszyta si¢ w ciagu ostatnich dziesigcioleci dzigki wprowadzeniu
najnowszych lekéw takich jak talidomid, bortezomib czy lenalidomid oraz
zastosowaniu auto-przeszczepienia szpiku kostnego. Jednak wciaz nie ma skutecznego
sposobu leczenia tej choroby.

W pierwszej czesci niniejszej pracy dokonano oceny przydatnosci potencjalnej
terapii MM, polegajacej na zablokowaniu ekspresji receptora MET na komorkach
szpiczaka, odpowiedzialnego za procesy nowotworzenia, przy uzyciu siRNA. W
kolejnym etapie wykorzystano inhibitory biatka szoku cieplnego 90 - geldanamycyny i
jej pochodne, blokujace rézne etapy wielu szlakow komoérkowych bioracych udziat w
rozwoju nowotworu.

Zbadano wplyw obnizenia ekspresji receptora MET na og6lna charakterystyke
komorek szpiczakowych oraz przezywalno$§¢ myszy NOD-SCID. Dokonano réwniez
analizy wptywu geldanamycyny i jej pochodnych na wzrost komorek szpiczakowych.
W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen stwierdzono, ze ustalone szpiczakowe linie
komorkowe oraz materiat kliniczny wykazuja obecno$¢ receptora MET na poziomie
mRNA i biatka. Zablokowanie receptora MET prowadzilo do zwigkszenia przezycia
myszy, natomiast uzycie GA 1 analogbw powodowato indukcje apoptozy 1
zahamowanie cyklu komoérkowego oraz obnizenie ekspresji MET.

W drugiej czes$ci pracy dokonano analizy mikrosrodowiska szpiku kostnego
zdrowych dawcow i pacjentow chorych na szpiczaka mnogiego. W przeprowadzonych
badaniach wykorzystano mezenchymalne komoérki macierzyste (ang. Mesenchymal
Stem Cells; MSC). Uzyskane wyniki wykazaty roznice zarowno w ekspresji antygenow
powierzchniowych oraz wybranych do oceny gendéw. Wykonano réwniez badania
dotyczace roli szpiczakowych mikrofragmentow btonowych (MM-MFB). Potwierdzono
obecno$¢ biatka Dikkopf-1 (DKK-1) - inhibitora szlaku Wnt w liazatach MM-MFB.
Przedstawiono takze wpltyw obecno$ci MM-MFB na komoérki MSC poprzez wykazanie
réznic w ekspresji genow zwiazanych z angiogeneza oraz zaburzenia w
osteordznicowaniu po stymulacji MM-MFB.

Zaproponowana strategia wydaje sie by¢ interesujaca w  kontekscie

poszukiwania nowych terapii MM.
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ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is a haematological malignancy which is currently
diagnosed in 10 000 patients in Poland. The patients lifespan has increased over the past
decade due to implementation the new drugs like thalidomide, bortezomib and
lenalidomide and also autologus bone marrow transplantation. Although there are no
effective treatments for complete recovery from this disease available so far.

Major goal of the first part of this study was to evaluate a new treatment strategy
for MM, based on blocking the expression of MET receptor, which is responsible for
neoplastic process, by siRNA. In next step we used geldanamycines and its analogues to
inhibit the heat shock proteins 90 which are targeting in many different cellular
pathways which are taking part in tumour development.

We investigated the influence of reduction expression of MET receptor for
general characteristic of multiple myeloma cells and survival of NOD-SCID mice. We
also examined the effect of geldanamycin and its analogs on multiple myeloma cell
growth. Our results showed that MM cell lines expressed MET receptor at mMRNA and
protein level. Blocking MET receptor increased mice survival, whereas geldanamycines
and analogs induced apoptosis, inhibited cell cycle and downregulated MET expression.

In second part of this thesis we analysed microenviroment of bone marrow from
healthy donors and patients with multiple myeloma. In our study we used mesenchymal
stem cells (MSC). The results showed differences in expression of surface antigens and
tested genes. Wealso investigated a role of multiple myeloma microvesicles (MM-
MFB) on MSC . We confirmed presence of Dikkopf-1 protein, an inhibitor of Wnt
pathway, in the MM-MFB. We also presented the influence of MM-MFB on MSC
leading to differences in gene expression linked to angiogenesis and imbalance in
osteodifferentiation.

Proposed strategy is very interesting in context of finding new therapies of MM.
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4 WSTEP

4.1 Szpiczak mnogi

Szpiczak mnogi (fac. Myeloma plasmocyticum, ang. Multiple Myeloma; MM)
jest wieloogniskowym rozrostem komorek plazmatycznych. Sporadycznie moze
wystgpowa¢ w postaci pojedynczych guzdéw, ztozonych 2z nowotworowych
plazmocytow zwanych wowczas myeloma solitera. Rozwoj choroby jest wieloetapowy
[22]. Wsrod wszystkich nowotwordéw ztosliwych zapadalnosé na MM wynosi 1-2%, co
stanowi ok. 15 % nowotwordow pochodzenia krwiotworczego [122]. Ryzyko
zachorowania wzrasta z wiekiem, a szczyt przypada na sibdma dekade zycia. Nowotwor
ten nie jest spotykany u dzieci i mtodziezy. Nieco czgéciej choruja mezczyzni oraz
przedstawiciele rasy czarnej [55,77]. Szacuje si¢, ze zachorowalno$¢ na szpiczaka
wynosi 4 na 100 000 osob [44].

4.1.1 Obraz kliniczny

Poczatki choroby sa zwykle malo charakterystyczne. Pacjenci skarza si¢ na
ostabienie, zmniejszona sprawnos¢ fizyczna, uporczywe bole kostne, sklonnos$¢ do
infekcji 1 stopniowo postepujaca utratg masy ciata. W badaniach laboratoryjnych
zazwyczaj stwierdzany jest bialkomocz i podwyzszone, dwu lub trojcyfrowe OB o
malej amplitudzie migdzy pierwsza a druga godzing. Wysokie stgzenie monoklonalnego
biatka M w surowicy krwi wiaze si¢ z wystapieniem tzw. zespotu nadlepkosci.
Charakteryzuje si¢ on niewydolnos$cia nerek (tzw. "nerka szpiczakowa”), zaburzeniami
widzenia spowodowanymi zmianami naczyniowymi na dnie oczu (fac. fundus
paraproteinaemicus), rozsianymi  mikrozakrzepami w drobnych naczyniach
moézgowych, a nawet w krancowych przypadkach $piaczka paraproteinemiczna (fac.
coma paraproteinaemica) [64].

Do najbardziej charakterystycznych objawOw szpiczaka naleza wyraznie
odgraniczone ogniska osteolityczne w kosciach (Ryc. 1 A), ktorym towarzysza bole i
ztamania patologiczne, niewydolno$¢ nerek, anemia i sktonnos¢ do zakazen [77, 133].

Rzadziej wystepujace objawy to: wzrost poziomu wapnia we krwi (hyperkalcemia),




Wstep

zaburzenia krzepnigcia krwi (skaza krwotoczna lub nadkrzepliwo$¢), czy odktadanie si¢

amyloidu (Ryc. 1 B) [134].

Rycina 1 A- Ogniska osteolityczne w kosci czaszki, B- Zmiany spowodowane odkladaniem
amyloidu. Z materiatow udostepnionych przez American Society of Hematology 2002.

Typowe objawy wynikaja ze zdolnosci komorek szpiczakowych do produkceji
oraz wydzielania monoklonalnych immunoglobin lub wytacznie ich lekkich tancuchow.
Wigkszos¢ (okoto 55%) szpiczakow produkuje immunoglobiny typu 1gG, a okoto 20%
z nich IgA. Podobnie czgsto generowane sa wyltacznie tancuchy lekkie, w pozostatych
przypadkach produkowane sa monoklonalne IgM, IgD, IgE, immunoglobiny biklonalne
lub sa to szpiczaki niesekrecyjne [22]. Aktywny szpiczak wykazuje w obrazie
klinicznym takie cechy jak: anemia, uszkodzenie nerek, destrukcja kosci czy

hyperkalcemia [40].

4.1.2 Etiopatogeneza szpiczaka mnogiego

Etiologia szpiczaka nie jest znana. U niewielkiej czg$ci pacjentow rozwija si¢ on
na podlozu tzw. gammapatii monoklonalnej nieokre§lonego znaczenia (ang.
Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance; MGUS), w ktorej klon
komorek limfocytarnych typu B produkujacy biatko monoklonalne nie ma wtasciwos$ci
nowotworowych [22]. Inna opisana forma tego nowotworu jest tzw. ,,tlacy sig szpiczak”
(ang. Smoldering Multiple Myeloma; SMM). SMM uwazany jest rowniez za
asymptomatycznego szpiczaka. SMM wykazuje wzmozona proliferacj¢ komorek
plazmatycznych, ktérych stosunek wystgpowania jest wigkszy niz w przypadku MGUS,

ale nadal nie utrudnia normalnych funkcji fizjologicznych organizmu. SMM
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charakteryzuje si¢ rowniez bardzo powolna proliferacjq i relatywna stabilizacja w czasie
[40].

U okoto 65% chorych stwierdza si¢ anomalie chromosomowe [2, 9]. Genetyczne
podioze szpiczaka moze by¢ bardzo zlozone wsrdd pacjentdw, jednakze wiele
wspolnych cech zostalo juz opisanych. Najczgstsza sa zmiany chromosomowe
zapoczatkowane translokacja w genie IgH oraz IgL. Translokacja IgH wystepuje w
okoto 50% MGUS i SMM, prawie 80% nowotworowych komoérek pierwotnych PC i
90% szpiczakowych linii komoérkowych. Na og6t monosomie dotycza chromosomow
13, 14, 16 i 22, najczgSciej spotykanymi sa jednak trisomie, ktore dotycza
chromosomow: 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 i 21. Delecje chromosomu 13 lub monosomie
wydaja si¢ mie¢ duze znaczenie w patogenezie MM. Zmiany cytogenetyczne t(4;14)
t(4;16)-17p13 determinuja kwalifikacje pacjentow w najwyzszej grupie ryzyka z
calkowitym przezyciem ok. 25 miesigcy, natomiast 13914 w grupie posredniej z
calkowitym przezyciem ok. 42 miesiecy [39]. Do czynnikéw genetycznych
niekorzystnych w rokowaniach, wptywajacych na rozwdj nowotworu naleza onkogeny

z takich rodzin jak: Ras, PTEN, c-Myc, p53 czy biatka supresorowego Rb [40, 50].

4.1.3 Patomorfologia szpiczaka mnogiego

Szpiczakowe plazmocyty zaréwno pod wzgledem morfologicznym jak i
immunologicznym sa bardzo podobne do komorek prawidtowych. Posiadaja mala
aktywnos$¢ proliferacyjna oraz zmniejszona wrazliwos¢ na bodzce proapoptotyczne. W
wigkszosci przypadkow komorki szpiczaka stanowia 5-30% ogotu jadrzastych komorek
krwiotworczych w szpiku kostnym, tworzac zardwno skupiska nieposiadajace
bezposredniego kontaktu z naczyniami, jak i wystgpujace pojedynczo komorki wsrod
pozostatych komorek krwiotworczych (Ryc. 2) [20]. W okoto 1/3 przypadkéw dochodzi
do wtoknienia szpiku, o zwiazane jest z gorsza prognoza. Szpiczak stosunkowo rzadko
zajmuje narzady pozaszpikowe. W okoto 2% przypadkéw wystepuje tzw. biataczka
plazmatycznokomorkowa (bezwzgledna plazmocytoza we krwi obwodowe;j >2.0x10%/L

lub odsetek plazmocytow > 20% leukocytow krwi) [22].

10



Wstep

Rycina 2. Rozmaz aspiratu szpiku kostnego u pacjenta ze szpiczakiem mnogim. Z pracy
Singhal, S.i Mehta, J. [132]

W badaniach immunohistochemicznych komérki MM nie wykazuja ekspresji
wspoélnego antygenu leukocytarnego (LCA, CD45) oraz wielu markeréw typowych dla
limfocytow B (CD19, CD20, CD22) z wyjatkiem CD79a. [22].

Badania nad szpiczakiem mnogim wymagaja izolacji komoérek w ramach ukladu
krwiotworczego, jakimi jest subpopulacja CD138 ograniczona gldwnie do pdznych
etapéw roznicowania komorek B. Antygen ten zazwyczaj ulega silnej ekspresji w
prawidtowych i zmienionych nowotworowo komorkach plazmatycznych [43, 127] oraz
komorkach limfoplazmocytoidalnych [43]. W dojrzatej tkance CD138 ulega ekspresji w
nabtonku prostym i przejSciowym, fibroblastach, przejsciowych keratynocytach i
komorkach srodbtonka [156]. CD138 (Syndekan -1) nalezy do rodziny proteoglikanow,
a jego ligandami sa fibronektyna i kolagen. Syndekan-1 odgrywa nadzwyczaj istotna
rolg w zasiedlaniu i utrzymaniu proliferacji w szpiku, posredniczac w adhezji do
réznych bialek przestrzeni pozakomorkowej 1 regulacji niektorych czynnikéw wzrostu
guza [112]. Wewnatrzkomorkowa czes¢ CD138 laczy cytoszkielet z elementami
komorkowymi [156], a zewnatrzkomorkowa czg$¢ czasteczki wiaze ligandy. Ekspresja
CD138 ulega zmniejszeniu w procesie zezlosliwiania roznych nabtonkow [62], a
antygen ulega gwaltownemu zrzuceniu przez komorki szpiczaka wchodzace w

apoptoze, co czyni z CD138 marker zywotnych komorek szpiczaka [156, 70].
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4.1.4 Leczenie szpiczaka mnogiego i rokowanie

Pacjenci chorzy na MGUS 1 SMM oprdcz regularnych kontroli nie sa poddawani
zadnym standardowym terapiom celowanym, z wyjatkiem zaawansowanych postaci
SMM. Dla pacjentow wykazujacych objawy symptomatycznego szpiczaka S$rednia
przezycia to ok. 5 lat od daty diagnozy. Bez zastosowania terapii pacjenci przezywaja
ok. 6 miesigcy, co moze by¢ przedtuzone do 3 lat po zastosowaniu terapii melfalan-
prednizolon. Leczenie z zastosowaniem wysokodawkowej chemioterapii (srodki
alkilujace, antracykliny i kortykosteroidy) I nastepujacym po niej przeszczepieniem
komorek macierzystych szpiku kostnego przedtuza mediang przezycia do 5 lat [36].

Nowoczesne leki takie jak thalidomid, bortezomib i lenalidomid wzbudzaja
nadziej¢ na dalszy wzrost dtugosci zycia pacjentow chorych na szpiczaka [132]. Dane
literaturowe z 2008 roku potwierdzaja, iz pomimo znacznego postgpu MM pozostaje w
dalszym ciagu nieuleczalna choroba rozrostowa krwi, chociaz mozna ja coraz lepiej
kontrolowa¢. Wynika to, migdzy innymi, z rozwoju opornosci komorek
nowotworowych na stosowane leczenie, ktére ma na celu niszczy¢ glownie komorki
szybko dzielace sig¢. Dzigki najnowszym metodom leczenia, w znaczacy sposob
zwigkszyla sig¢ rowniez $rednia przezycia, ktora aktualnie wynosi 6-7 lat, a dziesig¢ lat
temu wynosita 3-4 lata [117]. Jedno z najnowszych doniesien z 2009 roku sugeruje, iz
zastosowanie podwojnych auto przeszczepow zwigksza catkowite przezycie 0 kolejne
lata [80].

4.1.5 Nowe metody leczenia i perspektywy ich rozwoju

W zwiazku z brakiem mozliwo$ci wyleczenia przy uzyciu klasycznych metod,
podjeto proby zastosowania lekow ukierunkowanych nie tylko na komoérki MM, ale
rowniez inne skladowe wplywajace na interakcje z podscieliskiem szpiku kostnego
(Ryc. 3) [42].

Celem nowych terapii szpiczaka sa rozne elementy wplywajace na rozwdj
nowotworu. Zaliczane sa do nich: czynniki promujace proliferacj¢ nowotworowa czy
wszczepianie si¢ (,,homing”) komorek szpiczaka do szpiku, interakcje z biatkami
macierzy mig¢dzykomorkowej 1 adhezje do komoérek podscieliska szpiku indukujaca
kaskadg substancji przekaznikowych i cytokin (auto- I parakrynnych), ktore wptywaja

na progresj¢ nowotworu [42].
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Nietaksanowy lek stabilizujacy / Inhibitor telomerazy GRN 163 L
mikrotubule ~a Inhibitory deacetylazy
<« histonow
Inhibitory transferazy -
farnezylowej* Inhlk_)ltory Hsp90
(GA i pochodne)*
(Epothilone B) oligonukleotyd Inhibitor kinazy tyrozynowej
antysensownynl?cl-z / \ receptorg VyEGI):/ :
*
(Genasense ™) \ (PTK787/Z2K222584)

Inhibitory proteasomow
(PS-341)*

Talidomid i jego analogi
(IMiDs. S-3APGY*

2-metoksyestradiol (2-ME2)* Inhibitory osi HGF-MET

Inhibitor acylotransferazy/p (Rybozymy, receptory pulapki,
kwasu lizofosfatvdowedh NK4, GA i analogi, PHA-665752, K252a,

przeciwciata przeciw c-Met i HGF)

ojtlenek arsenu* (Trisenox)

Komorka podscieliska szpiku

Inhibitor kinazy IxB (IKK) (PS-1145)  Inhibitor 038 MAPK (VX-745) Neovastat (AE-941)*

* leki w fazie badan klinicznych

Rycina 3. Nowe strategie leczenia szpiczaka mnogiego

Lekami ukierunkowanymi zaré6wno na komorki szpiczaka, jak i ich interakcje z
mikrosrodowiskiem szpiku kostnego, sa takie $rodki jak: talidomid 1 jego analogi
(IMiDs, S-3APG), inhibitory proteasomow (PS-341), trdjtlenck arsenu (Trisenox), 2-
metoksyestradiol (2-ME2), ktore obecnie sa w fazie badan klinicznych [71].

Talidomid i jego pochodne (Revimid) hamuja wytwarzanie czynnika martwicy
nowotworow (TNF-o) oraz blokuja angiogeneze przez inhibicjg czynnika wzrostu
fibroblastow-b (b-FGF) i/lub czynnika wzrostu $§rodbtonka naczyniowego (VEGF) [96].
Leki te blokuja cykl komorkowy w fazie Gl wzrostu lub indukuja apoptozg MM.
Ponadto, hamuja one przyleganie komorek MM do podscieliska szpiku oraz
wydzielanie przez komoérki MM 1 komorki podscieliska cytokin stymulujacych wzrost,
przezycie, oporno$¢ na leki i migracjg komorek szpiczakowych.

Inhibitor proteasoméw PS-341 jest nowym $rodkiem terapeutycznym
prawdopodobnie zdolnym do pokonania opornosci na leki w komorkach MM. Indukuje
on apoptozg komoérek MM poprzez hamowanie aktywacji NF-kB, jak rowniez reguluje
ekspresj¢ bialek adhezyjnych na komoérkach MM 1 podscieliska szpiku, blokujac
przyleganie komérek MM 1 wydzielanie cytokin w podscielisku szpiku. Jest takze

inhibitorem angiogenezy [97].
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42  OSs HGF-MET

421 MET

MET jest przezblonowa glikoproteing, o wielkosci 190 kDa. Czes¢
zewnatrzkomérkowa zawiera domeng semaforynowa, ktora jest odpowiedzialna za
interakcje z ligandem oraz region bogaty w cysteing. Czgs¢ wewnatrzkomorkowa
sktada si¢ z trzech domen: przybtonowej (funkcje regulatorowe), kinazowej oraz C-
koncowej, zawierajacej miejsca przytaczania biatek sygnatowych i adaptorowych (Ryc.

4) [147].

Domena semaforynowa

MES Dotena

zewnattzkomarkowa

Domena
immunoglobulinowa

} Diomena przezhlonowa

Diomena proyhionowa

Dotena kinazowa

Dotena
zewnattzkomarkowa

P
P

MET

Domena C-koficowa

(9
e e e ! e e —

Rycina 4. Schemat struktury receptora MET
MRS — sekwencja pokrewna do sekwencji MET (ang. MET related sequence) Opracowano ha
podstawie Trusolino i wsp.[147]

Fosforylacja reszt tyrozynowych C-koncowej czeSci receptora MET nastepuje
po zwiazaniu z HGF oraz powoduje rekrutacj¢ bialek adaptorowych i sygnatowych, a
na dalszym etapie aktywacj¢ wielu szlakow przekazywania sygnatu [113].

W warunkach patologicznych, dysregulacja sygnatowania poprzez receptor

MET zwigzana jest z gorszym rokowaniem. MET jest wspotodpowiedzialny za
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przerzutowanie komoérek nowotworowych poprzez zwigkszenie ich: i) migracji, ii)
sekrecji enzymdéw proteolitycznych, iii) zdolnosci do przezycia w naczyniach

krwionos$nych oraz iv) zdolnosci do zatrzymania ich w tozysku kapilarnym [14].

4.2.2 Czynnik wzrostu hepatocytow

Czynnik wzrostu hepatocytow (ang. Hepatocyte Growth Factor; HGF) zwany
réwniez czynnikiem rozproszenia (ang. Scatter Factor; SF) jest naturalnym ligandem
dla receptora MET. Zbudowany jest z dwdch tancuchow: cigzkiej podjednostki a (ok.
60 kDa) i lekkiej B (ok. 30 kDa), ktore potaczone sa wigzaniem dwusiarczkowym (Ryc.
5).

lancuch a tancuch p
A A
~ VY ™~
N RN AN _J
' N ~
domena N-koncowa domeny preclowe domena homologiczna do

proteinazy serynowej

Rycina 5. Schemat HGF
Opracowano na podstawie Trusolino i wsp.SPH (ang. Serine Proteinase Homology - SPH)[147]

HGF nalezy do rodziny biatek plazminogenu. Cztonkowie tej rodziny
charakteryzuja si¢ obecno$cia domeny proteinazy serynowej, przynajmniej jednej
domeny preclowej (ang. kringle domain) oraz czgsci aktywnej. W przeciwienstwie do
innych przedstawicieli rodziny plazminogenu, HGF nie posiada aktywnosci
enzymatycznej. Zawiera on czg¢$¢ N-koncowa, 4 domeny preclowe (K1-K4) oraz
domeng homologiczna do proteinazy serynowej, ale nie posiadajaca aktywnos$ci
enzymatycznej [87, 147]. W warunkach fizjologicznych HGF moze by¢ produkowany
przez szereg komorek, np. fibroblasty, komodrki nabtonka i S$rodbtonka, komorki

gromadzace thuszcz w watrobie oraz komorki podscieliska szpiku [152].
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4.2.3 Rolaosi HGF-MET w komoérkach prawidtowych

HGF po zwiazaniu do receptora MET powoduje jego fosforylacje i przejsciowa
aktywacje¢ kinazy tyrozynowej, a nast¢pnie aktywacj¢ kaskady przekazywania sygnatu.
Os$ ta dziata przez systemy biatek adaptorowych i sygnatowych [56, 121]. Aktywacja
receptora MET moze odbywaé si¢ na drodze autokrynnej lub parakrynnej, moze
réwniez zachodzi¢ niezaleznie od wiazania HGF, w wyniku jego zwigkszonej ekspresji,
mutacji lub spontanicznej dimeryzacji receptora.

Wsrod wielu funkcji, jakie spetnia o§ HGF-MET, nalezy wymieni¢ jej udziat w:
e Mitogenezie, wzroscie, proliferacji i morfogenezie
e Embriogenezie [148]
e Procesie gojenia ran i regeneracji tkankowej [105]
e Promowaniu inwazyjnosci i przerzutowaniu komoérek nowotworowych
e Formowaniu sieci tubulo-ksztattnych, wzroscie neuronow [121]
e Represji adhezji migdzykomodrkowe;j
e Migracji komorek  migsniowych, kontroli  przemiany  komorkowo-
mezenchymalnej (ang. Epithelial-Mesenchymal Transition; EMT),

e Hamowaniu apoptozy

4.2.4 Rolaosi HGF-MET w komorkach nowotworowych

W komoérkach nowotworowych, MET moze by¢ aktywowany konstytutywnie
bez przytaczenia HGF. Aktywacja osi HGF-MET nastgpuje po stymulacji FGF, IL-1,
lub TGFpB [100], w warunkach indukcji onkogenami Ras, Ret, Ets lub pod wptywem
hipoksji [63]. Szlak HGF-MET pelni funkcj¢ proangiogenna, indukujac produkcje 11-8
oraz VEGF [32,164]. Poprzez fosforylacje kadheryn i ich degradacj¢ powoduje
modyfikacje potaczen miedzykomérkowych [83,161]. Jednoczesnie w komodrkach
nowotworowych, dzigki fosforylacji kinazy kontaktow zogniskowanych (ang. Focal
Adhesion Kinase; FAK), promuje migracj¢ [92], a w skutek aktywacji metaloproteinaz
i aktywatora plazminogenu, przechodzenie przez S$ciang naczynia [83]. Dziatanie

antyapoptotyczne nastepuje poprzez aktywacje kinaz AKT i MAP [158].

16



Wstep

Nadekspresje¢ lub nadmierna aktywacj¢ HGF-MET wykazano w nowotworach
nabtonkowych 1 mezenchymalnych, takich jak: rak piersi, jajnika, przewodu

pokarmowego, phuc i prostaty oraz glejakach, migsakach i szpiczaku mnogim [10].

4.2.4.1 Rola osi HGF-MET w komorkach szpiczakowych

Wsrod wielu czynnikéw aktywujacych komorki szpiczakowe, jednym z
wazniejszych jest HGF, ktory dzialajac poprzez receptor MET stymuluje proliferacjg
oraz hamuje apoptoz¢ komoérek MM [68]. Obecnos¢ receptora MET zostata
potwierdzona w 100% komorek szpiczakowych, na poziomie mRNA i biatka [14]. Z
przeprowadzonych do tej pory badan wynika, iz komdérki MM moga rowniez
produkowa¢ HGF. Poniewaz HGF jest wydzielany takze przez komorki podscieliska
szpiku kostnego, mozliwa jest zaré6wno auto jak i parakrynna stymulacja komorek
nowotworowych. HGF stymuluje wydzielanie szeregu biatek przez komorki
szpiczakowe, w tym IL-11, ktora ma dziatanie osteolityczne [59]. W warunkach
patologicznych dysregulacja sygnatowania poprzez receptor MET zwiazana jest z
gorszym rokowaniem. Rola MET w patogenezie szpiczaka zostata przedstawiona na

rycinie nr 6.

Proliferacja «— Apoptoza
Angiogeneza
Mitogeneza
WydluZenie
Ruchliwos¢ aksonu

Rycina 6. Rola MET w patogenezie szpiczaka

MET jest wspotodpowiedzialny za przerzutowanie komoérek nowotworowych,
poprzez zwigkszenie ich: 1) migracji, ii) sekrecji enzymdw proteolitycznych, iii)
zdolnos$ci do przezycia w naczyniach krwiono$nych oraz iv) zdolnosci do zatrzymania

w tozysku kapilarnym [152]. Razem z innymi czynnikami motogennymi, w tym osia
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SDF-1-CXCR4, bierze udziat w zasiedlaniu odlegtych tkanek przez komorki
nowotworowe i stymuluje ich wzrost w obcym dla nich mikrosrodowisku [42].
Doniesienia dotyczace roli osi HGF-MET zachecaja do badan nad

wykorzystaniem jej inhibitorow w terapii.

4.2.5 Inhibitory osi HGF-MET

Os$ HGF-MET odgrywa istotna rolg¢ w powstawaniu, progresji i przerzutowaniu
nowotwordw, stad tez pojawity si¢ proby blokowania przekazywania sygnatu pomigdzy
HGF, a MET. Do metod tych zaliczamy:

e hamowanie przytaczania HGF do receptora MET,

e zapobieganie dimeryzacji receptora MET,

e hamowanie aktywnosci kinazy tyrozynowej receptora MET,
e hamowanie ekspresji HGF lub MET.

Zablokowanie interakcji pomigdzy receptorem, a jego ligandem moze nastapic
po zastosowaniu kompetycyjnych antagonistow HGF lub przeciwciat skierowanych
przeciwko HGF lub MET. NK4 jest skrocona forma HGF i wspoétzawodniczy z nim o
miejsce wiazania MET, nie powodujac jednak aktywacji receptora [24]. W
przeprowadzonych badaniach wykazano, ze NK4 hamuje zalezna od HGF migracje 1
inwazyjno$¢ komorek nowotworowych in vitro [25]. Inna grupa badaczy
przeprowadzita badania, w ktorych zaobserwowano zahamowanie wzrostu,
inwazyjnosci i przerzutowania nowotwordw w modelu mysim [79]. Kolejnym
sposobem zahamowania receptora MET jest zastosowanie neutralizujacych przeciwciat
przeciw HGF. W badaniach przeprowadzonych na modelu mysim zahamowanie przy
uzyciu takich przeciwcial doprowadzito do regresji ludzkich nowotworow [91].
Zastosowanie przeciwcial do receptora MET stanowi rowniez bardzo dobra strategig
zahamowania wzrostu nowotworéw nabtonkowych [149].

Stosowanie inhibitoréw dimeryzacji jest wazne w przypadku, gdy nowotwory
uniezaleznia si¢ od koniecznosci wiazania HGF, w celu aktywacji receptora MET.
Zwigkszona ekspresja samego receptora MET moze doprowadzi¢ do dimeryzacji i
aktywacji [37]. Domena semaforynowa jest niezbedna dla dimeryzacji receptora MET.
Grupa Kong-Beltran wykazata, ze zrekombinowana, rozpuszczalna domena

semaforynowa blokuje zalezna i niezalezna od HGF fosforylacjg receptora MET [78].
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Aby zahamowaé aktywno$¢ kinazy tyrozynowej MET oraz interakcji z biatkami
sygnalowymi, mozna zastosowa¢ niskoczasteczkowe inhibitory, takie jak:
geldanamycyny, K252a czy zwiazki indolinonu.

Dotychczas przeprowadzone badania dotyczylty gtownie nieszpiczakowych linii
komoérkowych, z zastosowaniem przede wszystkim niskoczasteczkowych inhibitorow
MET, takich jak geldanamycyna i jej analogi (17-AAG, 17-DMAG) [18, 19] oraz
PHA665752 [59].

Do obnizenia ekspresji MET lub HGF uzywane sa rowniez antysensy lub
rybozymy. Antysensy to jednoniciowe czasteczki RNA lub DNA, sktadajace si¢ z 15-25
nukleotydéw, indukuja one degradacj¢ komplementarnej sekwencji mRNA lub blokuja
jej translacje. Po zablokowaniu genu MET, co powoduje spadek ekspresji receptora
MET, dochodzi do zahamowania wzrostu komorek nowotworowych [139]. Abounader i
wsp. wykazali, ze rybozymy, naturalnie wystepujace czasteczki RNA katalizujace
specyficzne cigcie mRNA - redukuja ekspresje MET i HGF i powoduja zahamowanie
aktywacji receptora MET, migracj¢ i formowanie kolonii komorek nowotworowych in
vitro [1].

Technika posttranskrypcyjnego wyciszania gendéw wykorzystujaca zjawisko
interferencji RNA (RNAi) przy pomocy matlych interferujacych czasteczek RNA (ang.
short interfering RNA; siRNA), obejmuje naturalny proces hamowania ekspresji genow
zalezny od dwuniciowego RNA. Ekspresja danego genu jest blokowana poprzez
wprowadzenie siRNA o sekwencji komplementarnej do docelowego RNA. Przy uzyciu
wektora adenowirusowego kodujacego siRNA przeciwko MET, zahamowano jego
ekspresj¢ w liniach komorkowych raka Zotadka, prostaty i glejaka, przez co spadfa ich
aktywno$¢ mitogenna 1 motogenna. Wyciszenie genu MET spowodowato takze

indukcjg apoptozy [12].
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4.3  Bialka szoku cieplnego 90

Biatko szoku cieplnego 90 (ang. heat shock protein; HSP90) stanowi ok.
1-2% wszystkich biatek komérkowych. Proteina ta odgrywa istotna rol¢ w zachowaniu
homeostazy zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i pod wpltywem stresu. HSP90
stabilizuje struktur¢ wielu kluczowych biatek komorkowych takich jak receptory,
kinazy biatkowe czy czynniki transkrypcyjne. HSP90 umozliwia biatkom
zaangazowanym W procesy przekazywania sygnalu utrzymywanie aktywnej
konformacji, podatnej na stymulacj¢ (np. kinazy cytoplazmatyczne) czy wiazanie
liganda (np. receptory hormonow steroidowych), tym samym ulatwiajac szybka
odpowiedzZ na sygnaly zewnatrzkomorkowe [155, 114, 129].

Funkcje HSP90 spetiane sa dzigki aktywnosci ATPazowej, poprzez zalezne od
ATP cykliczne przylaczanie i uwalnianie bialek tworzacych kompleks oraz biatek
docelowych dla HSP90 [115]. Biatko docelowe dla HSP90 wiaze si¢ z kompleksem
biatkowym HSP70/HSP40, a nastgpnie, za posrednictwem kompleksu organizujacego
biatka HSP20 i HSP90 (ang. HSP20-HSP90 organizing protein; HOP) do HSP9O0.
Zmiany konformacyjne HSP90, indukowane wymiana zwiazanego ADP na ATP,
prowadza do oddysocjowania kompleksu HSP70/HSP40 i HOP oraz rekrutacji
kolejnych bialek opiekunczych, takich jak p23, imunofiliny czy Cdc37. Zmiana
repertuaru bialek towarzyszacych HSP90 umozliwia faldowanie, stabilizacjg oraz
przejsciowe utrzymywanie w aktywnej konformacji bialek docelowych. Brak
odpowiedniej stymulacji czy zwiazania liganda przez biatko docelowe, prowadzi do
wymiany zestawu biatek opiekunczych, w wyniku hydrolizy ATP. Przywrocone do
formy nieaktywnej biatko docelowe podlega ubikwitynacji, a nastgpnie degradacji
[136].

4.3.1 Rola HSP90 w komorkach prawidtowych

HSP90 jest konserwatywnym bialkiem odpowiedzialnym za prawidlowe
faldowanie i stabilizacj¢ struktury innych biatek. HSP sa wydzielane w odpowiedzi na
stres (czynniki infekcyjne, temperatura, metale cigzkie, zakwaszenie) i1 biora udziat w
przekazywaniu sygnatu w komorce [47]. HSP90 wspolpracuje z innymi biatkami

opiekunczymi (tworzac z nimi kompleksy) w utrzymaniu aktywnej formy biatek
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docelowych oraz kierowaniu ich na droge degradacji, w przypadku wystgpowania w
nieprawidlowej konformacji. HSP90 wyrdznia si¢ sposrod innych biatek szoku
cieplnego, poniewaz wickszos¢ jego biatek docelowych stanowia kinazy lub czynniki

transkrypcyjne zaangazowane w przekazywanie sygnatow [47].

4.3.2 Rola HSP90 w komoérkach nowotworowych

W komorkach nowotworowych HSP90 najczesciej wystepuje w kompleksach,
ktore prowadza do stabilizacji zmutowanych form biatek, a poprzez silne wiazanie si¢
do biatka opiekunczego, unikaja degradacji [47]. HSP90 produkowane sa w nadmiarze 1
ulegaja mutacjom przybierajac konformacyjnie niestabilne formy. Komorki
nowotworowe wydaja si¢ by¢ zatem szczegdlnie zalezne od dziatalnosci HSP9O.
Przyktadowo, mutacje w obrgbie kinazy tyrozynowej SRC prowadza do powstania
konstytutywnie aktywowanej, konformacyjnie niestabilnej formy v-SRC. Wykazano, ze
zmutowane V-SRC, w poréwnaniu do niezmutowanego c-SRC, wiaze si¢ silniej z
HSP90 [106]. Innym biatkiem jest p53 (odpowiedzialne za kontrole cyklu
komorkowego), ktorego poziom regulowany jest przez interakcje z HSP90. Zmutowane
p53 silnie wiaze si¢ z HSP90, unikajac w ten sposob ubikwitynacji, a nastgpnie
degradacji [11].

Biatka docelowe dla HSP90 reguluja szereg procesow warunkujacych wzrost i
rozsiew komorek nowotworowych, wpltywajac na: (i) stymulowanie procesu
angiogenezy (HIF1a, MET, Src, VEGF), (ii) kontrolg cyklu komoérkowego (cdk4, cdkeo,
cyklina D), (iii) zahamowanie apoptozy (AKT, IGF-1R), (iv) przezywalnos¢ i
inwazyjnos¢ (MMP-2 i urokinaza) [52].

Rola HSP90 w komodrkach nowotworowych jest utrzymanie prawidlowe;j
homeostazy, pomimo niesprzyjajacych warunkéw (niedotlenienie, niedozywienie) oraz
intensywnej produkcji nieprawidtowych biatek [98]. Dlatego uwaza sig, ze poziom
biatek opiekunczych w komorkach nowotworowych moze korelowaé ze stopniem ich
ztosliwosci. Podwyzszona aktywno$s¢ HSP90 zanotowano w wigkszo$ci nowotworow
[54, 160]. Stad tez proba zastosowania inhibitorow HSP w leczeniu chorob

rozrostowych [47, 85].
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4.3.3 Inhibitory HSP90

Najnowsze strategie terapeutyczne oparte sa o wykorzystanie dwdch réznych
podejsé: stworzenia lekow celowanych, majacych za zadanie wybiorcze hamowanie
aktywnos$ci biatek kodowanych przez onkogeny (np. Gleevec hamujacy kinaze
BCR/ABL) oraz lekéw uniwersalnych i kompleksowych, celujacych w cata sie¢
szlakow komoérkowych, bioracych udzial w podtrzymaniu nowotworowego fenotypu.
Inhibitory biatek HSP90 stwarzaja mozliwo$¢ rownoczesnego, kompleksowego
blokowania zmienionych nowotworowo biatek, a tym samym hamowania rozwoju

nowotworu na wielu poziomach jednoczes$nie.

4.3.3.1 Geldanamycyna

Geldanamycyna (GA), zaliczana do antybiotykéw ansamycynowych, po raz
pierwszy zostata wyizolowana w latach 70 z hodowli promieniowca Streptomyces
hygroscopicus. W 1993 roku Whitesell i wsp. stwierdzili, iz GA specyficznie hamuje
powstawanie kompleksow HSP90-v-SRC, sugerujac istotng role HSP90 w procesie
transformacji nowotworowej [154]. Dalsze badania wykazaly, ze GA powoduje
obnizenie ekspresji takze wielu innych bialek zaangazowanych w proces
nowotworzenia, takich jak zmutowane p53, zmutowany B-Raf, Akt, Bcr-Abl czy ErbB2
[101]. Prodromou i wsp., badajac naturg interakcji pomigdzy HSP90 i GA, wykazali, ze
GA wspotzawodniczy z ATP o miejsce wiazania nukleotydow w HSP90 [116].

GA wiaze si¢ do N-koncowej czeSci miejsca wigzania nukleotydow,
uniemozliwiajac tym samym zachodzenie zmian konformacyjnych warunkowanych
przemianami ATP 1 zapobiegajac tym samym oddysocjowaniu bialek docelowych
HSP90. Uwigzione w strukturach kompleksu biatka docelowe HSP90 ulegaja
ubikwitynacji, a nastgpnie degradacji [49, 107].

Przeciwnowotworowe dziatanie GA wynika przede wszystkim z:
e hamowania aktywnosci biatek promujacych proliferacjg, takich jak RAF-1,
e obnizenia ekspresji zmutowanych lub produkowanych w nadmiarze biatek
onkogennych,
e hamowania aktywnos$ci bialek warunkujacych przezywanie komorek, np. AKT,

blokowania cyklu komoérkowego,

22



Wstep

e hamowania angiogenezy

e obnizenia inwazyjnosci i zdolnos$ci do przerzutowania [114].

W przypadku migsaka prazkowanokomoérkowego (ang. rhabdomyosarcoma; RMS)
stwierdzono, iz GA powoduje obnizenie ekspresji biatek komodrkowych takich jak:
AKT, STAT-3 czy MET. W wyniku dzialania GA obserwowano zahamowanie
proliferacji, wynikajace z indukcji apoptozy i zablokowania cyklu komoérkowego oraz
ograniczenie zaleznej od MET inwazyjnosci [85]. Rowniez w przypadku szpiczaka
mnogiego wykazano, iz GA powoduje zmniejszenie ekspresji takich czynnikéw, jak:
IGF-1R i IL-6R, deplecj¢ kinaz wzrostowych (np. AKT, IkB (IKK) i RAF-1) i biatek
przeciwapoptotycznych (FLIP, XIAP, clAP i telomerazy) oraz dziala hamujaco na
indukowana przez cytokiny aktywacj¢ NF-kB [95]. GA indukuje apoptoze linii
komorkowych oraz komodrek pacjentow z MM, opornych na deksametazon,
antracykliny, talidomid, ImiDs oraz PS-341. Przeciwnowotworowe dziatanie GA
wykazano rowniez w przypadku nowotworow takich jak rak: prostaty, okreznicy, piersi

czy czerniaku [129].
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4.4 Mikrosrodowisko szpiku kostnego

Fakt, ze w wigkszosci przypadkow rozwoj szpiczaka nastgpuje w obregbie szpiku
kostnego, sugeruje, ze kluczowa rolg w stymulacji wzrostu i1 przetrwania komorek MM,
odgrywaja sygnaly z mikrosrodowiska szpiku [29, 42]. Jak dotad, sygnaty te oraz
zwiazane z nimi przekazniki wewnatrzkomorkowe, ktore moga stanowi¢ potencjalny

cel interwencji terapeutycznych, nie zostaly catkowicie zbadane.

4.4.1 Mezenchymalne komorki macierzyste

Szpik kostny to zrédto mezenchymalnych komoérek macierzystych (ang.
Mesenchymal Stem Cells; MSC), ktore stanowia niewielka frakcje catkowitej puli
komorek zasiedlajacych nisze szpikowe. MSC to heterogenna populacja somatycznych
komorek macierzystych, ktore wykazuja wysoki potencjat proliferacyjny i zdolnos¢ do
réznicowania.

Friedenstein jako pierwszy wyizolowal i scharakteryzowal MSC oraz wykazal,
ze posiadaja potencjal do réznicowania w mezenchymalne linie komdrkowe, takie jak:
osteocyty, adipocyty i chondrocyty [41].

MSC to komorki trudne do scharakteryzowania pod wzgledem ekspres;ji
antygenow powierzchniowych, przeprowadzone barwienia potwierdzity obecno$é
takich molekut jak: CD44, CD105 (SH2; endoglina), CD106 (ang. Vascular Cell
Adhesion Molecule; VCAM-1), CD166 (ang. Activated Leukocyte Cell Adhesion
Molecule; ALCAM), CD29, CD73 (SH3 i SH4), CD90 (Thy-1), CD117, STRO-1 [13,
21, 27, 48], nie wykazano natomiast ekspresji markerow charakterystycznych dla linii
hematopoetycznej, czyli: CD45, CD34, CD14, CD11, CD31, CD33 [110]. Wykazano,
ze MSC hodowane w niskiej gestosci szybciej proliferuja 1 wydzielaja czynnik Dikkopf
1, ktoéry jest odpowiedzialny za podtrzymanie niezréznicowanego fenotypu MSC.
Jednak, gdy hodowla osiaga maksymalna ggstos¢, ekspresja Wnt-5a znosi efekt
dziatania Dkk1 [46].
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4.4.2 Rola mikrosrodowiska w szpiczaku

Komorki szpiczakowe oddziatuja z mikrosrodowiskiem szpiku kostnego, w
ktorego sktad wchodza: komodrki endotelialne, komorki stromy, komorki
mezenchymalne, osteoklasty, osteoblasty, komorki uktadu immunologicznego, komoérki
thuszczowe 1 macierz zewnatrzkomoérkowa. Oddzialywania te sa odpowiedzialne za
migracj¢ (ang. homing) komorek do specyficznych nisz w szpiku kostnym, proliferacje,
przezycie i opornos¢ komorek MM na chemioterapie [26]. Niekontrolowana
proliferacja  patologicznych  plazmocytéw, produkujacych nadmierne ilosci
monoklonalnych  immunoglobulin  oraz  oddzialywania komérek MM z
mikro$rodowiskiem, sa powodem anemii, uposledzenia uktadu immunologicznego,
nieprawidlowej hematopoezy, zaburzonej funkcji nerek oraz zmian osteolitycznych
kosci. Waznym aspektem wptywajacym na proliferacje i przezywalnos¢ komérek MM
moze by¢ fakt, iz komorki te znajduja si¢ w bezposrednim kontakcie z podscieliskiem,
poprzez receptory integrynowe [42].

Na wzrost komérek MM wptywaja réwniez wydzielane przez podscielisko szpiku
cytokiny czy czynniki wzrostu, takie jak:

e interleukina 6 (IL-6),

e czynnik wzrostu hepatocytow (HGF),

e naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu (ang. Vascular Endothelial Growth

Factor; VEGF),

¢ insulinopodobny czynnik wzrostu 1(ang. Insulinlike Growth Factor; IGF-1)
e transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. Transforming Growth Factor g; TGF

B)

e oraz inne czynniki wptywajace na zmiany w strukturze kosci [111].
Badania nad MM obejmuja ztoZzone procesy zwiazane z destrukcja kosci na drodze
osteoklastogenezy w niszach, w ktorych akumuluja si¢ komorki szpiczakowe,
wydzielajace w nadmiarze czynniki aktywujace osteoklasty, a ich poziom koreluje z

iloscia nieprawidtowo funkcjonujach osteoblastow [131].
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4.4.3 Osteogeneza

Roéznicowanie mezenchymalnych komorek macierzystych w osteoblasty, polega
na traktowaniu ich mieszanina zawierajaca PB-glicerofosforan, kwas askorbinowy i
deksametazon, przez okres 2-3 tygodni [28]. Czynnikami bioracymi udziat w regulacji
osteogenezy, sa biatka morfogenetyczne kosci (ang. Bone Morphogenetic Proteins;
BMP) [15, 82], TGF-, insulino-podobny czynnik wzrostu (ang. Insulin-like Growth
Factor; IGF), FGF-2, leptyna oraz peptyd pokrewny do hormonu przytarczyc (ang.
Parathyroid Hormone related Peptide; PTHrP) [89]. Rola tych bialek polega na
regulacji wydzielania bialek macierzy zewnatrzkomorkowej oraz ekspresji genow
niezbgdnych do przebudowy kosci poprzez aktywacje osteoklastow. Do najbardziej
aktywnych genow w procesie osteogenezy zalicza si¢: Cbfal/Runx2, Osterix, AF0SB,
Fra-1, Aj18 oraz Osfl [163]. MSC podczas osteo-roznicowania wykazuja zwigkszong
aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy i odktadaja ztogi fosforanu wapnia. Ztogi te mozna

uwidoczni¢ stosujac barwnik alizaryn red lub metodg von Kossa [28].

4.4.4 Osteoklastogeneza

Osteoklastogeneza to bardzo wazny proces, odpowiedzialny za destrukcje ko$ci
u pacjentow chorych na MM. Do czynnikéw indukujacych formowanie osteoklastow
naleza: IL1 (ang. Interleukin 1), PTHrP, RANKL (ang. Receptor Activator for Nuclear
Factor « B Ligand ), limfotoksyna, TNFa (ang. Tumor Necrosis Factor «), HGF, IL6,
MMP1, MMP2, MMP9 (ang. Matrix Metalloproteinases 1,2,9) oraz IGF-BP4 (ang.
Insulin-like Growth Factor Bindng Protein 4). MIP-1a (ang. Macrophage Inflammatory
Factor 1a) produkowany jest przez komorki szpiczakowe, a jego poziom koreluje z

zaawansowaniem choroby (Ryc. 7) [17].
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Rycina 7. Oddzialywanie komérek plazmatycznych z mikrosrodowiskiem. Opracowano na
podstawie Silvestris F.i wspotpracownikow [17].

Obecnos¢ IL6 jest wykrywana w osoczu pacjentdow z MM i odgrywa wazna rolg
w szpiczaku mnogim. Czynnik ten jest potencjalnym stymulatorem formowania
osteoklastow i1 indukuje wzrost komorek szpiczakowych u ok. 30% pacjentow [81]. IL6
dziata jako czynnik antyapoptotyczny dla komorek plazmatycznych, a adhezja
pomigdzy komoérkami plazmatycznymi a stroma powoduje wzrost produkcji tego
czynnika przez komorki podscieliska. Oprocz bezposredniego wptywu na proliferacje
osteoklastow, IL6 moze réwniez wzmagac efekt innych czynnikéw wpltywajacych na
osteoklastogenezg, tj. RANKL, PTRrP czy MIP-la. Z drugiej strony Devlin i in.
pokazali, ze IL6 moze posredniczy¢ w wydzielaniu cytokin, ktore stymuluja
formowanie osteoklastow, takich jak: IL1, TNFa [30].

TNFa, zidentyfikowany w nadsaczu hodowli komoérek mononuklearnych,
wyizolowanych ze szpiku pacjendéw z MM, jest stymulatorem osteoklastogenezy
zar6wno in vitro jak i in vivo. Stosujac metode dwukolorowej immunofluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ u pacjentow chorych na MM i MGUS pokazano zaréwno spadek
ekspresji IL1 jak i nadmierna ekspresj¢ TNFa [124]. Limfotoksyna (ang. Tumor
Necrosis Facror p; TNFP) wiaze si¢ z receptorem TNFa i moze indukowaé
osteoblastogenezg¢ in vitro, a po podaniu do myszy, hyperkalcemi¢ [99]. TNFp jest
produkowany przez komoérki wyizolowane z materiatu pacjentdow chorych na szpiczaka
oraz szpiczakowe linie komdérkowe. Obserwowano rowniez niski poziom tego czynnika

W 0soczu szpiku chorych.
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PTHrP moze indukowa¢ formowanie osteoklastow zarowno in vitro jak i in vivo
[99], poprzez stymulacje ekspresji RANKL przez komoérki stromy w szpiku kostnym i
osteoklasty.

Wiele zespolow badawczych wykazato korelacje pomiedzy poziomem HGF,
wydzielanym przez komorki szpiczakowe, a stopniem zaawansowania MM. Czynnik
ten wplywa rowniez na indukcjg¢ sekrecji IL-11 przez ludzkie osteoblasty, a ta indukuje
tworzenie osteoklastow zaréwno in vitro jak i in vivo [57].

Kolejnym czynnikiem, poprzez ktory dochodzi do lizy kosci w MM, jest
RANKL, nalezacy do rodziny czynnikéw martwicy nowotworéw. RANKL wystepuje
jako biatko blonowe na powierzchni osteoblastow, osteocytow i komodrkach stromy w
szpiku kostnym. Czynniki takie: jak IL-1, IL-11, czy prostaglandyna E2, dziatajac
posrednio przez komorki stromy, zwigkszaja produkcje RANKL.

Stosujac metodg ELISA, zaobserwowano zwigkszony poziom MIP-1a w $wiezo
pobranym szpiku chorych na MM. MIP-1a odgrywa znaczaca rolg we wzroScie i
zagniezdzaniu komorek szpiczakowych w szpiku kostnym. Ponadto, czynnik ten bedac
chemoatraktantem dla osteoklastow, powoduje ich migracje do miejsca zagniezdzenia
komorek MM [51].

MMP-9 (ang. martix metalloproteinase — 9) moze niszczy¢ przestrzen kostng
oraz naraza¢ struktur¢ ko$ci na dziatanie osteoklastow. Komorki szpiczakowe oraz

stromy produkuja MMP-9, MMP-1 i MMP-2, co moze prowadzi¢ do destrukcji kosci
[5].

4.4.4.1 Zaburzenia osteoblastogenezy

Oproécz ztozonych procesdOw prowadzacych do nadmiernej osteolizy w szpiczaku
mnogim zaburzeniu ulega réwniez proces osteoblastogenezy.

Komorki szpiczakowe wydzielaja ligandy sprzyjajace apoptozie osteoblastow,
takie jak: Fas-L czy TRAIL (ang. TNF-related apoptoss inducing ligand) oraz biatko
Dikkopf 1. W procesie osteoblastogenezy, u chorych na szpiczaka mnogiego dochodzi
do zaburzenia bardzo waznego szlaku sygnatowania Wnt-B-katenina. Wydzielane przez
komorki plazmatyczne biatko Dkk1 hamuje dojrzewanie prawidlowych osteoblastow.
Dzieje si¢ tak, poniewaz Dkk1 dzialajac przez biatko Kremens wewnatrz cytoplazmy,

wptywa na receptory LRP, powodujac ich internalizacj¢ do cytoplazmy, przez co
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przestaja one by¢ koreceptorem dla receptora Frizzled 7 razy przebijajacego przez
blong, ktory to z kolei nie moze przylaczy¢ Wnt. Zaburzenie szlaku Wnt prowadzi do
zahamowania tworzenia cytoplazmatycznej B-kateniny, ktora odgrywa wazna role w
dojrzewaniu osteoblastow budujacych kosci [153].

Do inhibitoréw dojrzewania osteoblastow wydzielanych przez komorki
plazmatyczne zaliczamy roéwniez: SFRPs (ang. Frizzeld Proteins), Noggin, Gremlin
oraz IL-7. Wplywaja one na dysregulacj¢ gltownych czynnikow transkrypcyjnych
Runx2/Cbfal w komorkach stromy. Zmiany te w istotny sposéb zaburzaja aktywacje

wielu funkcji komorkowych, prowadzacych do dojrzewania komoérek w osteoblasty.

445 Mikrofragmenty

Zaréwno prawidlowe jak i nowotworowe komorki zluszczaja btony komorkowe
i wydzielaja koliste fragmenty bton, ktore zostaly nazwane mikrofragmentami (MFB)
[38]. Mikrofragmenty wydzielone z nieuszkodzonych komoérek sa zazwyczaj mniejsze
od ciatek apoptotycznych, wydzielanych z obumierajacych komorek.
[lo$¢ wydzielanych mikrofragmentow rosnie podczas:
e aktywacji komorek,
¢ hipoksji i napromieniania,
e uszkodzenia spowodowanego produkcja wolnych form tlenu,
e ckspozycji na biatka pochodzace z aktywowanej kaskady komplementu [60].
Mikrofragmenty moga petni¢ rézne funkcje:
e stymulowa¢ inne komorki przez ekspresj¢ na ich powierzchni ligandow
bedacych ,,kompleksem sygnatowania”,
e przenosi¢ receptory powierzchniowe z jednej komorki na druga,
e dostarcza¢ biatka, mRNA 1 bioaktywne tluszcze do komorek docelowych,
e przenosi¢ czastki infekcyjne (np. HIV, priony),
e prawdopodobnie rowniez przenosi¢ cate organella (np. mitochondria) do innych

komorek [118].

Wykorzystujac cytometri¢ przeptywowa do analizy linii komorek prawidtowych i
nowotworowych, obserwuje si¢ male struktury, ktore byly uwazane za fragmenty

komorek, ,,$mieci” czy gruz komoérkowy. Ilo§¢ tych niewielkich fragmentow jest
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zalezna od linii komodrkowej [7]. Badania z uzyciem mikroskopu elektronowego
wykazaty, ze te ,,$mieci” sa wzbogacone w mikrofragmenty btonowe.

Podobne procesy, jak podczas hodowli komoérkowych in vitro, zachodza w
srodowisku in vivo i mikrofragmenty wydzielane przez komorki nowotworowe obecne
sa zarowno w mikrosrodowisku danego nowotworu jak i w krazacej krwi obwodowej
[75, 45, 142, 94, 94, 74].

Rola mikrofragmantéw produkowanych przez komorki raka phluc zostala zbadana,
migdzy innymi, w rozwoju guza nowotworowego oraz powstawaniu przerzutow.
Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze MFB moga przyczynia¢ si¢ do progresji tego
nowotworu i tworzenia odlegtych przerzutow [67].

Mikrofragmenty sa waznymi czasteczkami uczestniczacymi w przekazywaniu
sygnatu do wnetrza komorek, modulujac ich funkcje. Aktywuja kaskade przekazywania
sygnatu do wnetrza komorki, poprzez czasteczki MAPK p42/44, AKT i biatko STAT,
co skutkuje proliferacja i zahamowaniem apoptozy [118]. Ponadto mikrofragmenty
nowotworowe aktywuja wydzielanie przez komorki podscieliska czynnikow
stymulujacych rozwo6j naczyn krwiono$nych oraz wzrost proliferacji komorek
srodbtonka.

Dane literaturowe opisuja rowniez rolg mikrofragmentdow w przenoszeniu
receptorow pomigdzy komoérkami. Waznym odkryciem dokonanym na ptytkach krwi,
bylto przeniesienie prezentowanych przez komorki ptytek krwi czasteczek adhezyjnych
na komorki hematopoetyczne, a przez to zwigkszenie ich adhezji do fibrynogenu i
endotelium [4, 66]. Badania te poparte zostaly obserwacja, ze mikrofragmenty moga
przenosi¢ antygen CD41 (oypPs integryna) z plytek krwi na komoérki endotelialne [6].
Podobne mechanizmy posrednicza w przypadku przeniesionych na komorki
nowotworowe mikrofragmentow pochodzacych ze zaktywowanych ptytek krwi, przez
co zwigkszaty adhezj¢ komorek raka ptuca do endotelium oraz zdolnosci do przerzutow
w doswiadczeniach in vivo po przeszczepie do myszy syngenicznych [67]. Komorki
nowotworowe oplaszczone mikrofragmentami przeszczepione do myszy wykazywaty
wigksza liczbg ognisk przerzutowych, niz komorki bez optaszczenia.

Wiele z krazacych mikrofragmentdéw, ktorych poziom byt podwyzszony w krwi
obwodowej pacjentow chorych na nowotwory zotadka, korelowat ze zwigkszona liczba
przerzutdow oraz gorsza prognoza [75]. Mikrofragmenty produkowane przez komorki
nowotworowe stymuluja wydzielanie réznych czynnikow proangiopoetycznych przez

fibroblasty, dziataja jako chemoatraktanty i1 zwigkszaja proliferacj¢ komorek
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endotelialnych oraz promuja proces angiogenezy [67]. W praktycznym zastosowaniu,
mikrofragmenty moga stuzy¢ jako czynnik diagnostyczny, poziom MFB moze
korelowaé oraz by¢ miara stanu zapalnego. MFB moga rowniez stuzy¢ jako rodzaj
fizjologicznego narzedzia do dostarczania roéznych molekut do komorek, a po
optaszczeniu powierzchni komoérek mikrofragmentami wykazujacymi ekspresje
pozadanych receptorow, mozna zwigkszy¢ zasiedlanie komorek po przeszczepach.
Mikrofragmanty dostarczone przez komorki norotworowe moglyby stuzy¢ w
szczegblnych sytuacjach jako narzedzie w budowaniu odpowiedzi immunologicznej na
komorki nowotworowe, albo przeciwnie, indukowac tolerancj¢ dla przeszczepianych

organéw [60].
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5 CELE PRACY

Brak skutecznych sposoboéw leczenia Szpiczaka mnogiego rodzi potrzebe
poszukiwania nowych rozwiazan terapeutycznych. W prezentowanej pracy
postanowiono oceni¢ przydatnosé, dla potencjalnej terapii MM, nastgpujacych strategii:
uzycia siRNA do blokowania receptora MET, odpowiedzialnego migdzy innymi za
inwazyjno$¢ 1 przerzutowanie komodrek nowotworowych oraz uzycia inhibitorow
HSP90 (geldanamycyny i jej pochodnych) celujacych w sie¢ szlakoéw komodrkowych
bioracych udziat w podtrzymywaniu nowotworowego fenotypu. Waznym elementem w
poznaniu mechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj MM jest mikrosrodowisko szpiku
kostnego oraz czynniki wptywajace na jego modyfikacje¢. Dlatego kolejnym krokiem w
celu lepszego poznania biologii szpiczaka mnogiego byta charakterystyka
mikro$rodowiska szpiku kostnego pacjentow chorych na MM oraz zbadanie roli
mikrofragmentéw btonowych.

Podsumowujac powyzsze stwierdzenia, sformutowano nastgpujace cele pracy:

1. Ocena efektéow zablokowania sygnalowania receptora MET poprzez siRNA w

komorkach linii szpiczaka mnogiego in vitro i in vivo.

2. Ocena wplywu geldanamycyny i jej pochodnych na wzrost 1 inwazyjno$¢
komorek linii szpiczakowych oraz komorki CD138+ uzyskane ze szpiku
kostnego pacjentéw chorych na MM.

3. Ocena wplywu mikrosrodowiska szpiku na komorki szpiczakowe.

4. Okreslenie wptywu mikrofragmentéw blonowych wytwarzanych przez komorki

szpiczakowe na mikrosrodowisko szpiku kostnego.

32



Materialy i metody

6 MATERIALY Il METODY

6.1 Hodowle komérkowe

6.1.1 Hodowla szpiczakowych linii komérkowych

Hodowle komoérkowe linii szpiczaka mnogiego prowadzono w medium RPMI
1640 (Gibco BRL, Grand Island NY, USA) z dodatkiem surowicy bydlecej (ang. Fetal
Bovine Serum; FBS) (PAA Labolatories, Pasching, Austria), 2 mM L-glutaminy i
antybiotykow: 100 IU/ml penicyliny 1 10 pg/ml streptomycyny (Gibco BRL, Grand
Island, NY, USA) w 37°C, w atmosferze 5% CO, i 95% wilgotnosci. Linie komorkowe
pasazowano 2 razy w tygodniu.

Nazwy i warunki hodowli linii szpiczakowych przedstawiono w Tabeli 1

linia | % FBS | IL-6 (ng/ml)
U266 15 -
RPMI 20 -
INAG 10 2
ANBL 10 4
CAG 10 -

Tabela 1 Modyfikacje warunkow hodowli w zaleznosci od linii szpiczakowej

6.1.2 Materiat kliniczny

Probki szpiku kostnego zostaty pobrane od chorych na MM po wyrazeniu
pisemnej zgody przez pacjentow. Szpik kostny byt pobierany droga biopsji aspiracyjne;j
z tylnego kolca talerza ko$ci biodrowej do jalowych probowek typu Vacutainer (Becton
Dickinson) na antykoagulant (EDTA lub heparyna). Zgoda komisji bioetycznej na
pobranie 1 wykorzystanie aspiratow szpiku kosnego od chorych na szpiczaka mnogiego
nr KBET/408/B/2003.
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6.1.2.1 Izolacja i hodowla pierwotnych komorek szpiczakowych

Pierwotne komorki szpiczakowe izolowano ze S$wiezych aspiratow szpiku
kostnego pacjentow chorych na MM, ktore uzyskano z Kliniki Hematologii UJCM.
Frakcje komorek jednojadrzastych szpiku kostnego, uzyskano poprzez wirowanie
catkowitego szpiku na gradiencie fikolu (1000 x g, 30 min), a nast¢pnie po inkubacji
(15min 4°C) z przeciwciatami anty CD138+ sprzezonymi z kulkami magnetycznymi i
izolowano przy pomocy systemu MiniMacs (Miltenyi, Biotec, Auburn, CA, USA). W
ten sposob wyizolowane komorki hodowano w obecnosci 10% FBS oraz 2 ng/ml IL6.

Czystos¢  otrzymanych ~w  wyniku  izolacji  komodrek  oceniano
cytofluorymetrycznie (FACS Canto, Becton Dickinson, Niemcy), z zastosowaniem
przeciwciat monoklonalnych —anty-CD138"  znakowanych fikoerytryna  (ang.
Phycoerythrin; PE) (BD PharMingen, San Diego, USA).

6.1.2.2 1zolacja i hodowla komorek prawidiowych

W  badaniach wykorzystano mezenchymalne komorki macierzyste (ang.
Mesenchymal Stem Cells; MSC) pochodzace ze szpiku kostnego (ang. Bone Marrow-
MSC; BM-MSC) zdrowych dawcow oraz pacjentdw chorych na szpiczaka mnogiego
(MMBM-MSC).

BM-MSC izolowano ze szpiku kostnego zdrowych dawcow, badZ chorych na
szpiczaka wg protokotu opisanego przez Friedensteina i wsp [41] z frakcji komorek
jednojadrzastych szpiku kostnego, uzyskanej poprzez wirowanie catkowitego szpiku na
gradiencie fikolu (1000 x g, 30 min), a nastgpnie selekcjonowanie przez adhezj¢ do
powierzchni plastiku. Komorki jednojadrzaste w liczbie 4 x 10°/cm? wysiewano na
butelki plastikowe (Sarstedt AG & Co., Germany).

Hodowle BM-MSC i MMBM-MSC prowadzono w pozywce DMEM (ang.
Dulbecco's Modified Eagle’s Medium) (Sigma-Aldrich) wzbogaconej 10% FBS,
przeznaczonej do hodowli MSC (Stem Cell Technologies), z dodatkiem antybiotyku
(PAA Laboratories GmbH) w 37°C w atmosferze 5% CO, i wilgotnosci 95%. Po
osiagnigciu 90% gestosci komorki pasazowano z uzyciem 0,05% trypsyny (Trypsyn-
EDTA, PAA Laboratories GmbH) i wysiano w ilosci 1 x 10*/cm?® do nowych butelek

hodowlanych.

34



Materialy i metody

6.2  Transfekcja komérek

W osobnych probowkach przygotowywano roztwoér Lipofectamine2000 w 50 pl
medium OptiMEM 1 (Invitrogen) bez FBS i antybiotykow oraz 1 pg siRNA w 50 ul
medium OptiMEM 1 bez FBS i antybiotykéw, faczono i pozostawiano na 20 min. w
celu sformowania kompleksow siRNA-Lipofectamine2000. Do zawiesiny 0,5x10°
komoérek U266 lub 1x10° komoérek INA-6 w medium hodowlanym bez antybiotykow
dodawano przygotowane wczesniej kompleksy, wysiewano i inkubowano w 37°C, w

atmosferze 5% CO; i 95% wilgotnosci.
6.3  Uzyskanie linii komérkowych pozbawionych receptora MET

Metoda seryjnych rozcienczen ustalono najnizsza toksyczna dawke
blastycydyny (Invivogen) dla komoérek U266 oraz INA-6. Dla linii U266 ustalono
dawke 10 pg/ml, a dla linii INA-6 4 pg/ml.

Komorki linii U266 i INA-6 wysiano odpowiednio w stezeniu 3x10* i
przeprowadzono transdukcje konstruktem lentiwirusowym. 10 pl czasteczek wirusa
zawieszono w 1 ml RPMI z 10% FBS i dodano do komodrek, w obecnosci 6 pg/ml
bromku heksadimetryny (Polybrene; Sigma). Po 48 godz. od transdukcji wprowadzono
blastycydyng o odpowiednim st¢zeniu. Medium z blastycydyna wymieniano co 3-4 dni.
Po 12 dniach obserwowano martwe lub apoptotyczne komorki szpiczakowe nie oporne
na blastycydyng.

Ustalono nazewnictwo wyselekcjonowanych linii dodajac do nazwy linii
wyj$ciowej indeks shMET lub shLacZ w zaleznosci od zastosowanego wirusa. Dla
tatwiejszego odroznienia, liniom wyj$ciowym dodano indeks WT (ang. Wild Type; typ
dziki).

6.4 Ocena wyciszenia receptora MET w modelu mysim

Do badan in vivo wykorzystano myszy cukrzycowe bez objawow otylosci z
wrodzonym defektem odpornos$ci typu komorkowego (ang. Non Obese Diabetes Severe
Combined Immunodeficiency; NOD-SCID) zakupione z Jackson Labolatories, Portland,

ME, USA. Na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzgtach uzyskano zgodg Lokalnej
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Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach [Uchwata nr 61/2006 z dnia 6
lipca 2006].

Myszy NOD-SCID byly napromieniane dawka 300 cGy przy uzyciu
GammacCell. Po uptywie 24 godz. do zatoki ocznej podawano komorki linii wtU266,
ShMET-U266 i shLaczZ-U266 w ilosci 5x10°. W trakcie przebiegu doswiadczenia
sporzadzono krzywe przezycia myszy, a po zgonie z badanych myszy izolowano kos$ci
dhugie, ktore utrwalano w paraformaldehydzie, a nastgpnie zatapiono w bloczkach

parafinowych i przygotowano preparaty histochemiczne.

6.5 Geldanamycyny

Geldanamycyna (GA), 17AAG, 17DMAG, 17AEP-GA i 17DMAP-GA
zakupione zostaly w firmie Invivogen (San Diego, CA, USA). GA, 17AAG
rozpuszczane bylty w DMSO (Merck, Darmstadt, Germany), a 17DMAG, 17AEP-GA i
17DMAP-GA w wodzie. Wzory chemiczne oraz pelne nazwy GA i jej pochodnych

zamieszczono na rycinie 8 i w tabeli 2.

Rycina 8. Wzor chemiczny geldanamycyny Gwiazdka oznaczono miejsce wprowadzania
modyfikacji przy weglu 17

36



Materialy i metody

Rodzaj podstawnika prz
Nazwa Skrot P Prey
C17
17-Allylamino- LTAAG ﬁ
. £ T
17-demethoxygeldanamycin - -
17-(Dimethylaminoethylamino)-
( Y yen ) 17DMAG SN
17-demethoxygeldanamycin |
- . H
17-[2-(Pyrrolidin-1-yl)ethyl]Jaminno- N =
[2-(Py yh y] 17AEP-GA LN N
17-demethoxygeldanamycin S
17-(Dimethylaminopropylamino)- | H
_ 17DMAP-GA N o~ _N
17-demethoxygeldanamycin AT T

Tabela 2. Modyfikacje geldanamycyny

6.6  Ocena proliferacji/przezywalnosci za pomoca testu MTS

Oceng  przezywalno$ci  komorek  wykonywano za  pomoca testu
kolorymetrycznego MTS (Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay;
Promega, Madison, WI, USA). Sol tetrazolowa (MTS), w wyniku oksyredukcyjnej
dziatalnosci mitochondriow, ulega redukcji do barwnych formazanéw. Powstajacy
produkt barwny, odzwierciedlajacy liczbg aktywnych metabolicznie komoérek, oceniano

przy pomocy czytnika EL800 (BIO-TEK Instruments, USA) przy dtugosci fali 490 nm.

6.7  Wykrywanie apoptozy

Apoptozg oceniano za pomoca testu wigzania Aneksyny V z rownoczesnym
wykorzystaniem jodku propidyny (ang. Propidium lodide; PI). Aneksyna V wiaze si¢ z
fosfatydyloseryna, obecna na powierzchni komorek apoptotycznych. Jodek propidyny
wchodzi do wnetrza komorek dzigki utracie integralnosci bton i barwi komorki

nekrotyczne lub w pdznych stadiach apoptozy. Komoérki ptukano roztworem zimnego
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buforowanego roztworu soli fizjologicznej (ang. Phosphate Buffered Saline; PBS).
Osady komorkowe zawieszano w 100 upl buforu wiazacego (Becton Dickinson
Pharmingen, San Diego, CA, USA) i dodawano 5 pl znakowanej fikoerytryna
Aneksyny V i 10 pl PI (Becton Dickinson Pharmingen). Po 15 min. inkubacji w
temperaturze pokojowej, dodawano po 400 pl buforu wiazacego i analizowano za
pomoca cytofluorymetru przeptywowego FACSCanto (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA). Analize wynikow wykonywano przy uzyciu programu FASC Diva (Becton

Dickinson).
6.8  Analiza cyklu komérkowego

Dystrybucje liczby komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego
oceniano na podstawie pomiarow zawartosci DNA wyznakowanego fluorescencyjnie
jodkiem propidyny. Probki do analizy w cytometrze przeptywowym przygotowywano
poprzez utrwalanie komoérek w 75% wodnym roztworze etanolu i inkubowano
przynajmniej 12 godz. w 4°C. Nastepnie probki trawiono RNaza [50 pg/ml] (ICN Polfa
Rzeszow, Polska) przez 30 min. w 37°C, a nastepnie inkubowano z PI [50 pg/ml]
(Sigma) rozcienczonym w roztworze cytrynianiu sodu (Sigma), przez 30 min. w
temperaturze pokojowej. Analiz¢ wykonywano przy uzyciu cytometru przeptywowego
FacsCanto (Becton Dickinson). Analiz¢ wynikdw prowadzono za pomoca programu

Facs Diva.

6.9  Ocena ekspresji bialek

W celu oznaczenia ekspresji bialek wykorzystano metod¢ Western Blot oraz

immunohistochemiczne barwienia preparatow histologicznych.

6.9.1 Oznaczanie st¢zenia biatka

Komoérki lizowano na lodzie przez 10 min. buforem M-Per (Pierce, Rockford,
IL, USA) z dodatkiem inhibitorow proteinaz i fosfataz: 10 mg/ml aprotyniny, 1 mg/ml
pepstatyny A, 10 mg/ml leupeptyny, 1 M NaF, 10 mM pirogronianu sodu, 500 mM
EDTA i 10 mg/ml PMSF (Sigma). Pomiaru stezenia dokonywano metoda Bradforda
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przy uzyciu odczynnika Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) i
czytnika EL800. Stgzenie biatka w probkach okreslono w oparciu o krzywa wzorcowa

do ktorej wyznaczenia uzyto albuminy.

6.9.2 Ocena ekspresji biatek metoda Western Blot

Wyizolowane biatka denaturowano w obecnosci Bond-Braker (Pierce) i buforu
obciazajacego (NuPage LDS Sample Buffer; Invitrogen) przez 10 min. w 70°C.

Przygotowane probki zawierajace po 10 pg bialka naktadano i rozdzielano w
zelu poliakrylamidowym z 10% SDS (SDS-PAGE) przy napigciu 150 V przez 100 min.
Kolejnym etapem byt transfer na membrang nitrocelulozowa PVDF (BioRad) przy
napigciu 100 V przez 60 min. Jako markera wielkosci stosowano Precision Protein
Standard (BioRad).

Obecnos¢ biatek MET, AKT, MAP i HSP90 wykrywano z uzyciem kroliczych
przeciwcial monoklonalnych anty-MET (Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA, USA),
anty-AKT, anty-MAP i anty-HSP90 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA). Jako
przeciwcial drugorzedowych uzywano IgG anty kroliczych 1 anty mysich zwigzanych z
peroksydaza chrzanowa (ang. Horse Radish Peroxidase; HRP) (Santa Cruz Biotech.).
[lo§¢ rozdzielanych produktow kontrolowana byta przy uzyciu kroéliczych przeciwciat
anty GAPDH (Santa Cruz Biotech.).

Fosforylacje¢ kinaz MAPK p44/42 (Tyr204/Thr202) i AKT (Ser473) badana byla
przy uzyciu mysich przeciwcial monoklonalnych przeciwko fosforylowanym MAPK
p44/42 oraz kroliczych przeciwciat przeciwko kinazie AKT (Cell Signaling). Jako
przeciwciat drugorzedowych uzywano IgG anty mysich i anty kroliczych zwiazanych z
HRP. Ilo$¢ rozdzielanych produktéw kontrolowana byta przy uzyciu kréliczych
przeciwcial anty GAPDH (Santa Cruz Biotech.). Po wykonaniu standardowych plukan,
membrany winylowe (PVDF) pokrywano chemiluminescencyjnym substratem dla HRP
(ECL Reagent; Amersham Life Sci., Littre Chalfont, Wielka Brytania) i poddawano
ekspozycji klisz¢ fotograficzna (Hyper Film ECL; Amersham Life Sci.).
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6.9.3 Immunohistochemiczna detekcja biatek w preparatach histologicznych

Skrawki trepanobioptatow szpiku kostnego pacjentow z MM uzyskano z
Zaktadu Patomorfologii UJCM. Zostaly przygotowane z bloczkéw parafinowych
pochodzacych od pacjentow leczonych w Klinice Hematologii UJICM w Krakowie.
Preparaty histologiczne z mikronowymi skrawkami parafinowymi trepanobioptatow
poddane zostaty w pierwszym kroku deparafinacji i uwodnieniu. Etap ten obejmowat
inkubacje w ksylenie i alkoholu etylowym. Barwienie przeprowadzono z
wykorzystaniem zestawu: DAKO LSAB2 System + Kit (DakoCytomation).

Preparaty barwiono przy uzyciu monoklonalnych przeciwcial anty MET (w
rozcienczeniu 1:100) (DakoCytomation). W celu wizualizacji reakcji antygen-
przeciwciato natozono krople Streptawidyny, a nastgpnie chromogen activating agent.
Uzyskane preparaty barwiono hematoksylina i zatopiono w glicerolozelu. Oceng

przeprowadzono w mikroskopie §wietlnym Olympus.

6.9.4 Barwienie immunohistochemiczne komorek ustalonych linii szpiczakowych

W celu barwienia immunohistochemicznego komorek linii szpiczaka na
obecno$¢ receptora MET wykonano preparaty cytospinowe. Nastgpnie procedura byla

wspolna z barwieniem skrawkow (6.9.3).
6.10 Indukcja i ocena réznicowania MSC w osteoblasty

BM-MSC réznicowano w osteoblasty po trzecim pasazu. W celu osteo-indukcji,
komoérki wysiewano na plytki 6-dotkowe w ilosci 3-5 x 10%/dotek i hodowano w
medium réznicujacym (DMEM, 10% FBS, 0,1 mM deksametazon, 50 pg/ml fosforan
askorbinowy i 10uM B-glicerofosforan) przez 21 dni, z dwukrotng zmiang medium w
ciagu tygodnia. Aby uwidoczni¢ ztogi fosforanu wapnia odktadane przez osteoblasty,
hodowle, po utrwaleniu w 4% paraformaldehydzie (2 min), wybarwiano za pomoca
alizarynu red S (Sigma) przez 2 min, nastgpnie ptukano 70% alkoholem etylowym.
Wybarwione ztogi fosforanu wapnia uwidaczniano przy uzyciu mikroskopu Olympus i

fotografowano za pomoca kamery Olympus.
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Analogiczne eksperymenty przeprowadzono w obecnosci MM-MFB (20 ng/ml) w

medium roéznicujacym.

6.11 Analiza fenotypu MSC — cytometria przeplywowa

Komérki BM-MSC i MMBM-MSC znajdujace si¢ na trzecim pasazu poddane
byly analizie cytofluorymetrycznej na obecno$¢ antygendw powierzchniowych
typowych dla MSC: CD73, CD166, CD271 oraz charakterystycznych dla linii
hematopoetycznej: CD45 i CD34 oraz CXCR4. Komorki w liczbie 1x10° zawieszono w
100 ul PBS z 2% FBS barwiono z odpowiednim przeciwcialem monoklonalnym
(Becton Dickinson) przez 30 min w 4°C, w ciemnoéci, a nastepnie zbierano za pomoca
cytometru przeptywowego FACS Canto (Becton Dickinson) i analizowano przy uzyciu

oprogramowania FACS Diva (Becton Dickinson).

6.12 lzolacja mikrofragmentow blonowych

Mikrofragmenty (MFB) uwalniane z bton zewnatrzkomoérkowych izolowano
stosujac metod¢ wirowan. W celu wykluczenia wptywu czynnikow dostarczanych z
medium hodowlanego wykonano trzykrotny cykl ptukania i wirowania (I-
25000br/10min, 11-14000g/1godz., 111-14000/1godz.).

6.13 Ocena ekspresji genow metoda PCR w czasie rzeczywistym

Analize ekspresji genéw wykonano w celu porownania genotypow MSC
pochodzacych od zdrowych dawcow oraz pacjentow chorych na szpiczaka mnogiego,
jak rowniez w celu sprawdzenia ekspresji genow w komodrkach poddanych ekspozycji

na mikrofragmenty btonowe.

6.13.1 lzolacja RNA i reakcja odwrotnej transkrypcji

RNA izolowano za pomoca zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA). Stezenie i czysto$¢ otrzymanego RNA oceniano przez pomiar absorbancji przy

dhugosci fali 260 i 280 nm z wykorzystaniem spektrofotometru DU 640B (Beckman
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Coulter, Fullerton, CA, USA). RNA przepisywano na cDNA przy uzyciu odwrotnej
transkryptazy MMLV (Promega) i niespecyficznych starterow (ang. random primers)

(Promega).

6.13.2 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Oceng ekspresji gendw przeprowadzono za pomoca ilosciowej metody PCR w
czasie rzeczywistym (qRT-PCR) w oparciu o specyficzne sondy TagMan (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) w aparacie ABI PRISM 7300 Sequence Detection
System (Applied Biosystems). Mieszanina reakcyjna zawierata sktadniki przedstawione
w Tabeli 3, a wykaz sond uzytych do do$wiadczen w Tabeli 4. Na rycinie nr. 9
przedstawiono schemat rekacji gqRT PCR.

TagMan PCR Master Mix 25 ul

cDNA 100 ng

sonda 20x 2,5 ul

Woda do koncowej objgtosci 50 pl

Tabela 3. Skladniki mieszaniny reakcyjnej uzytej w reakcji qRT-PCR

1% 1% a0 =
o0 il
10 min 15 zec
0
500 o0 C
: 1 min
2 min
KROK 1 EROK 2 EROK 3
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Rycina 9. Warunki reakcji qRT PC

Sonda TagMan Numer (Applied Biosystems)
RUNX2 Hs00231692_mi
PPARy Hs01115513 ml
MET Hs01565589_m1
HGF Hs00300159_m1
aCOL1 Hs01076780_ml
OSTEOCALC Hs01587814 ml
PTHR Hs00896835_ml
MMP2 Hs00234579_m1
MMP9 Hs00234579_m1
TGFpB Hs00998133_m1
IL-8 Hs00174103_m1
IL-11 Hs00899845_ml
IL-1 Hs01055413 ml
VEGF Hs00173626_m1
FGF2/BFGF Hs00266645_m1
HSP90 Hs00743767_m1
GAPDH Hs99999905 m1

Tabela 4. Sondy uzyte do gqRT PCR

Do obliczenia wynikéw wykorzystano metode analizy relatywnej ekspresji genu —

AACt, oparta na porownaniu warto$¢ Ct genu badanego i referencyjnego.

6.14 Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczna uzyskanych wynikéw przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowania Microsoft Excel oraz GraphPad Prism 4.02.. Eksperymenty
wykonywane byly, w co najmniej 3 powtdrzeniach. Do zeprezentowania w pracy
doktorskiej, sposréd danych jakosciowych (Western Blot, zdjgcia mikroskopowe),
wybrano wyniki najbardziej reprezentatywne. Wyniki iloSciowe, przedstawiono na
wykresach lub w tabelach i wyrazono, jako $rednia arytmetyczna z bledem
oznaczajacymi odchylenie standardowe lub blad standardowy. W podpisach pod
wykresami podano ilos¢ powtoérzen, w jakich wykonano eksperymenty i liczebnos¢
proby w pojedynczym eksperymencie. Istotno$¢ statystyczna réznic miedzy grupami
sprawdzano testem t-Studenta lub jednokierunkowa analiza wariancji, na poziomie

istotnos$ci 0,05.
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7 WYNIKI

7.1 Rolaosi HGF-MET w komorkach szpiczakowych

W przeprowadzonych do§wiadczeniach wykazano ekspresj¢ receptora MET na

komorkach linii szpiczaka mnogiego, zardGwno na poziomie mRNA jak i biatka.

7.1.1 Obecnos¢ mRNA dla MET w komorkach linii MM

W celu zbadania obecnosci MRNA dla receptora MET w 5 liniach komorek
szpiczaka mnogiego U266, ANBL, INA6, CAG oraz RPMI wykonano 3 niezalezne
eksperymenty z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym. Za kontrol¢ negatywna
postuzylo mRNA wyizolowane z jednojadrzastych komodrek krwi pgpowinowej (RyC.
10A).

7.1.1.1 Obecnos$¢ receptora MET na powierzchnii komoérek linii MM

Przy uzyciu metody cytospin przygotowano preparaty i przeprowadzono
barwienie immunohistochemiczne komorek linii ludzkiego szpiczaka. Wykazano
ekspresje receptora MET na wszystkich przebadanych liniach. Kontrole negatywna
stanowitly preparaty komorek wszystkich badanych linii, ktore nie byly inkubowane z
pierwszorzedowym przeciwciatem przeciwko MET, ale z odpowiednia kontrola

immunoglobulinowa (Ryc. 10B).
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linia kontrola | U266 | ANBL | INAG6 CAG RPMI

ekspresja MET - + + + + +

Rycina 10. A Obecnos¢ mRNA dla MET w komoérkach linii MM, B Barwienie
immunohistochemiczne komdrek linii szpiczaka mnogiego na obecno$¢ receptora MET

a komorki kontrolne b-f komodrki badanych linii odpowiednio: U266, ANBL, INA6, CAG,
RPMLI. Zdjecia reprezentatywne. Powigkszenie mikroskopu 200x.

7.1.2 Izolacja komorek posiadajacych na powierzchni receptor CD138+

Aspiraty szpiku pochodzace od chorych na szpiczaka mnogiego oraz kontrolne
poddano wstepnemu oczyszczeniu na gradiencie wielocukréw do komorek
jednojadrzastych, a nastgpnie komorki CD138+ izolowano przy pomocy systemu
MiniMacs. Przy uzyciu cytometru przeplywowego FACS Canto analizowano czysto$¢

przeprowadzonych izolacji (Ryc. 11).
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Rycina 11. Czystos¢ izolacji komérek CD138+ z aspitaréw szpiku kostnego
Rysunek przedstawia przyktadowa izolacjg komoérek CD138+, czysto$¢ przeprowadzonych
izolacji wynosita 92-99%.

7.1.3 Obecno$¢ mRNA dla MET w komorkach pacjentéw MM

Zbadano ekspresj¢ MET w wyizolowanych od pacjentow komoérkach CD138+
stosujac metodg real time PCR. Eksperyment potwierdzit znaczaco wyzsza ekspresje

MET w przypadku chorych na szpiczaka mnogiego (Ryc. 12).

ekspresja MET [JU]
= = [N)
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Rycina 12. Ekspresja MET w komérkach CD138+ wyizolowanych od zdrowych dawcow i
chorych na szpiczaka

W przypadku komoérek kontrolnych grupa obejmowaty 5 probek (n=5), natomiast w przypadku
komoérek MM grupa liczyta 7 pacjentow (n=7) *p<0,005.
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7.1.3.1 Obecnos¢ receptora MET na komorkach pacjenow MM

Parafinowe skrawki trepanobioptatow pochodzace od pacjentéw chorych na
szpiczaka mnogiego otrzymano dzigki uprzejmosci Kliniki Hematologii CMUJ. Na
podstawie danych klinicznych, a gtownie odpowiedzi klinicznej na leczenie otrzymany
materiat podzielono na dwie grupy. Do pierwszej zaliczono: chorych ze slaba
odpowiedzia kliniczna na leczenie, do drugiej: chorych z dobra odpowiedzia na
zastosowane leczenie. Wykonano barwienia analogicznie jak w przypadku preparatow
cytospinowych linii komorkowych. Po analizie 40 trepanobioptatow — dla kazdego
pacjenta po 2 preparaty (przed i po leczeniu), ekspresj¢ receptora MET stwierdzono u
wszystkich pacjentdow ze $wiezo rozpoznana choroba. W przypadku pacjentéw z
klinicznie zta odpowiedzia na leczenie wszystkie trepanobioptaty (10) prezentowaty
ekspresj¢ receptora MET, natomiast u pacjentow z dobra odpowiedzia na leczenie
komorki z ekspresja receptora MET zaobserwowano tylko u 3 z 10 pacjenow. Wyniki
barwienia i oceny wybarwionych skrawkow przedstawiono w tabeli 5, a przyktadowe

zdjgcia na rycinie nr 13.

Nu_mer Staba odpowiedz Nu_mer Dobra odpowiedz
pacjenta pacjenta
Przed Po Przed Po
leczeniem leczeniu Leczeniem leczeniu
1 + + 1° + -
2 + + 2° + -
3 + + 3 + -
4 + + 4° + _
5 + + 5° + +
6 + + 6’ + +
7 + + 7 + -
8 + + 8’ + +
9 + + o’ + -
10 + + 10° + -

Tabela 5. Ekspresja MET przed i po leczeniu cyklem chemioterapii ze staba i dobra
odpowiedzia kliniczna na zastosowane leczenie.
+ komorki MET pozytywne, - komorki MET negatywne

47



Wyniki

Rycina 13. Nacieki plazmocytéow w preparatach parafinowych trepanobioptatéw
pochodzacych od pacjentéow chorych na szpiczaka mnogiego. Barwienie
immunohistochemiczne na obecno$¢ receptora MET a i ¢ — przed leczeniem, b i d — po leczeniu
podstawowym cyklem chemioterapii. a i b pacjent z dobra odpowiedzia na leczenie, ¢ i d —
pacjent ze staba odpowiedzia kliniczna na zastosowane konwencjonalne leczenie. Zdjgcia
reprezentatywne. Powigkszenie mikroskopu 100x.
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7.1.4 Wykorzystanie interferencji RNA do blokowania osi HGF-MET w komorkach
MM

Za pomoca transdukcji wektorem lentiwirusowym skierowanym przeciwko
MET, mozna spowodowac znaczace zahamowanie ekspresji genu, ktore pozwala na
otrzymanie linii komérkowych na state pozbawionych ekspresji tego receptora.

Wektor lentiwirusowy wykorzystany do doswiadczen oparto o 19 nukleotydowa
sekwencje SIRNA skierowanego przeciw MET 5°- AGU CCG AGA UGA AUG UGA
ATT -3'. Jako wektor kontrolny wykorzystano konstrukt zawierajacy shRNA
skierowane przeciw LacZ (gen kodujacy bakteryjna B-galaktozydazg).

Zbadano czy stosujac konstrukt lentiwirusowy skierowany przeciw mRNA dla
receptora MET, mozna skutecznie obnizy¢ ekspresje¢ receptora MET zar6wno na

poziomie mRNA jak i biatka w komorkach linii szpiczakowe;j.

7.1.4.1 Charakterystyka linii MM z receptorem MET i pozbawionych tego receptora

Linie komoérkowe U266 1 INA6 transdukowano wektorem lentiwirusowym
niosacym shRNA skierowane przeciwko MET 1 LacZ. Wyselekcjonowane pod
wzgledem opornosci na blastycydyne komorki zbadano w celu okreslenia ekspresji
mRNA genu MET i poziomu biatka MET. W liniach transdukowanych wektorem
shMET stwierdzono znaczacy spadek ekspresji mRNA dla genu MET (Ryc. 14 A).
Metoda PCR w czasie rzeczywistym wykazata niska ekspresj¢e MET w stosunku do linii
wyjéciowych. Spadek poziomu mRNA odzwierciedlal si¢ w obnizeniu ekspresji
receptora MET (Ryc. 14 B). Technika Western Blot wykryto znaczacy spadek ilosci
biatka MET w poréwnaniu do linii wyjSciowych. W liniach transdukowanych wektorem
shLacZ nie stwierdzono natomiast obnizenia zarowno ekspresji mRNA jak 1 biatka

MET.
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Rycina 14. Ekspresja MET w transdukowanych liniach U266 i INAG.

Ekspresja mRNA dla MET (panel A) i receptora MET (panel B) w liniach transdukowanych
wektorem lentiwirusowym. Wyniki pochodza z trzech niezaleznych pomiarow. *; p<<0,0001 w
poréwnaniu z komorkami shLacZ iWT.

7.1.4.2 Zablokowanie osi HGF-MET nie wptywa na wzrost komorek U266 i INA6

Sprawdzono czy obnizenie ekspresji receptora MET wplywa na wzrost
transdukowanych komorek U266 i INA6. Komorki typu dzikiego i transdukowane,
wysiewano w kompletnej pozywce RPMI na plytki hodowlane 6-dotkowe w
koncentracji 2x10%/dotek, a nastgpnie liczono w przyjetych odstepach czasowych.
Liczbg komorek po 24 godz. przyjeto jako 100% i do tej wartoSci pordwnywano
kolejno liczbg komorek po 48, 72 1 96 godz. hodowli. Nie stwierdzono rdéznic w tempie

wzrostu pomiedzy komodrkami typu dzikiego, a transdukowanymi wektorem (Ryc. 15).

600 B 1000-

500 A shveET A shvET
750

4004

300 500

% kontroli
% kontroli

2004

2504
1004

24 48 72 96 24 48 72 96
[godz] [godz]

Rycina 15. Poréwnanie tempa wzrostu Kkomoérek typu dzikiego i komorek
transdukowanych wektorem lentiwirusowym.
A — poréwnanie linii U266 i U266°™ET, B — poréwnanie linii INA6™T i INAG*™ET.
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7.1.4.3 Zablokowanie osi HGF-MET zwigksza przezycie myszy NOD-SCID

HGF, wydzielany miedzy innymi przez komorki podscieliska szpiku kostnego,
jest silnym chemoatraktantem komodrek nowotworowych. Uposledzenie mozliwoS$ci
odpowiedzi na gradient HGF, uzyskane przez obnizenie ekspresji receptora MET, moze
wptywa¢ na zdolno$¢ komodrek nowotworowych do migracji 1 zasiedlania szpiku
kostnego. Zbadano zatem, czy wyciszenie receptora MET wptywa na przezycie myszy
NOD-SCID.

Przeprowadzono 3 niezalezne doswiadczenia z losowo przydzielonymi do 3
grup myszami: WT, MET 1 LacZ (5 myszy na grupg). Komodrki U266 typu dzikiego,
komorki o obnizonej ekspresji receptora MET oraz transdukowane wektorem
lentiwirusowym LacZ podawano w ilosci 5x10° napromienionym myszom do
unaczynienia oka.

Obnizona ekspresja MET w komodrkach szpiczakowych prowadzita do
zwigkszenia przezywalnosci zwierzat. Roznice te jednak nie byly istotne statystycznie.
Mediany przezywalnosci wynosity odpowiednio WT — 40 dni, MET — 62 dni, LacZ —
43 dni (Ryc. 16).
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Rycina 16. Wplyw obnizenia ekspresji MET w komoérkach U266 na przezywalno$¢ myszy
NOD - SCID.
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7.2  Wplyw GA na wzrost komoérek

W pierwszym cyklu doswiadczen sprawdzono jak blokowanie biatka HSP90

moze wptywac na wzrost komorek szpiczakowych.

7.2.1 GA ijej pochodne hamuja wzrost komorek linii szpiczakowych

Blokowanie biatka HSP90 moze wptywaé na wiele procesow komoérkowych,
migdzy innymi na wzrost. Aby okresli¢ efekt dziatania geldanamycyny na wzrost
komorek szpiczakowych linie U266, RPMI, CAG wysiewano w kompletnej pozywce
RPMI na ptytki hodowlane 96-dotkowe (1X103 /dotek), a nastepnie dodawano GA w
stezeniach 1, 10, 100, 500 i 1000 nM, po 24, 48, 72 i 96 godz. ekspozycji na inhibitor
przeprowadzono test MTS. Wyniki przedstawiono, jako % kontroli, gdzie, jako kontrolg
przyjeto komorki niepoddane dziataniu GA. Przeprowadzono trzy niezalezne
eksperymenty.

Stwierdzono, ze GA i analogi wptywaja negatywnie na komorki MM hamujac
ich wzrost w sposob zalezny od czasu i dawki (Ryc. 17). Zaobserwowano rowniez, ze W
zaleznosci od uzytej linii MM efekt dziatania GA oraz analogow jest rozny (Ryc. 18).

Komorki linii szpiczakowych odpowiadaty zahamowaniem proliferacji po
zastosowaniu 10 nM GA i 100 nM analogéw. Zbadano rowniez czy wptyw GA i
analogobw na komodrki MM jest zalezny od czasu ekspozycji. Stwierdzono, ze
zahamowanie wzrostu MM postepuje wraz z dlugoscia inkubacji z inhibitorem.
Pierwsze znaczace efekty dziatania GA na komorki U266 obserwowano juz po 24 godz.
inkubacji dla dawki 10 nM, natomiast w przypadku analogéw dla dawki 100 nM.
Zahamowanie wzrostu U266 postgpowalo wraz z dtugoscia inkubacji z inhibitorem.
Podobne efekty dzialania GA i analogow zaobserwowano stosujac inne Szpiczakowe
linie komorkowe (RPMI i CAG). Do dalszych doswiadczen wybrano linig¢ U266 i
dawke 100 nM.
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Rycina 17. Wplyw GA i analogéw na lini¢ U266 po 24, 48, 72 i 96 godz. inkubacji.
Komorki linii szpiczakowej U266 hodowano w 37°C w obecnosci roznych stezen (1-1000 nM)
GA i analogow. W kolejnych punktach czasowych uzyto metode MTS do zbadania wzrostu
komorek U266. Wyniki przedstawiono, jako % kontroli, gdzie, jako kontrolg przyjeto komorki
niepodddane dziataniu GA. Wykonano trzy niezalezne eksperymenty. Przeprowadzono rowniez
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analogiczne eksperymenty na liniach RPMI oraz CAG. p<0,001w poréwnaniu z kontrolg dla
GA 1 analogéw oraz wszystkich punktow czasowych dla stezen 100, 500 i 100nM.
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Rycina 18. Wplyw GA i analogow na linie linie RPMI (A), U266 (B) i CAG (C) po 96 godz.
inkubacji. Komorki linii szpiczakowych RPMI U266 oraz CAG poddane 96godz. ekspozycji
na dziatanie GA i analogéw poddano analizie metoda MTS. Stezenie GA i analogow uzytych w
doswiadczeniach wynosito (1-1000 nM) Wyniki przedstawiono, jako % kontroli, gdzie, jako
kontrole przyjeto komorki niepodddane dziataniu GA. Wykonano trzy niezalezne eksperymenty
* p<0,005.
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7.2.1.1 GA i jej pochodne wywotuja apoptozg komorek szpiczakowych

Zahamowanie wzrostu komorek moze wynika¢ m. in. z indukcji apoptozy oraz
zahamowania cyklu komorkowego.

Poprzez barwienie Ancksyna V i jodkiem propidyny zbadano, czy
geldanamycyny wywoluja apoptoze komorek szpiczakowych. 24 godzinna inkubacja
komorek U266 z 100nM GA powodowala pojawienie si¢ populacji komoérek zarowno
na wczesnych (komoérki wiazace Aneksyne V i negatywne pod wzgledem inkorporacji
jodku propidyny) jak i poznych etapach apoptozy (komoérki wiazace Aneksyne V i
gromadzace jodek propidyny) (Ryc. 19).
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Rycina 19. Wplyw GA i analogéw na apoptoze komorek MM.
Wplyw 24 godz. inkubacji z 100 nM GA i analogow na apoptoze linii U266. Przyktadowe
wykresy wybrane sposrod trzech niezaleznych eksperymentow.
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48 godz. ekspozycja na 100 nM GA i analogi poglgbiata proces apoptozy,
zwigkszajac odsetek komorek wiazacych Aneksyng V. W celu poréwnania wrazliwosci
szpiczakowych linii komérkowych zaleznych i niezaleznych od IL6 przeprowadzono

analogiczne eksperymenty na liniach U266 i INA6. Wyniki przedstawiono w Tabeli 6.

U266 INAG
24godz. 48godz. 24godz. 48.godz
GA + ++ + +++
17AEP-GA + ++ + +++
17DMAP-GA + + + ++
17AAG + + + ++
17DMAG + ++ + +++

Zastosowano nastepujace oznaczenia:

»T do 30% komorek apoptotycznych,

»T17 do 50% komorek apoptotycznych

»T++7 powyzej 50% komorek apoptotycznych

Tabela 6. Wplyw GA na apoptoze¢ komérek MM — wigzanie Aneksyny V.

Wzrost ilosci komoérek wiazacych Aneksyne V w stosunku do kontroli po 24 i 48 godz.
ekspozycji na 100 nM dawki GA i jej pochodnych. Wyniki pochodza z trzech niezaleznych
eksperymentow.

17AEP-GA i 17DMAG powodowaly apoptoze o zblizonym nasileniu do
dziatania GA. Linia U266 okazata sie by¢ mniej wrazliwa na dziatanie analogow GA,
niz INA6 zalezna od IL6. 17DMAP-GA i 17AAG zaréwno w przypadku U266 jak i

INAG6 charakteryzowaly si¢ najstabszym dziataniem proapoptotycznym.

Proces programowanej $mierci komorki realizowany jest poprzez aktywacjg
enzymow proteolitycznych — Kaspaz, ktore trawia nieodwracalnie wiele bialek
cytoplazmatycznych i jadrowych. W przeprowadzonych doswiadczeniach zbadano czy
GA 1 jej pochodne powoduja aktywacje Kaspazy-3.

Zaobserwowano, ze w wyniku dziatania GA i jej pochodnych dochodzi do
aktywacji Kaspazy-3 (Ryc. 20). Najwigkszy odsetek komorek przejawiajacych badane
cechy apoptozy, zaobserwowano po inkubacji 48 godz. z GA, 17AEP-GA i 17DMAG.
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Rycina 20. Wplyw GA i jej pochodnych na aktywnos$é¢ Kaspazy-3 w komérkach U266.
Wazrost ilosci komoérek o zaktywowanej Kaspazie-3 w stosunku do kontroli po 48 godz.
ekspozycji na 100 nM dawki GA 1 jej pochodnych. Wyniki pochodza z dwdch niezaleznych
eksperymentow.

7.2.1.2 GA 1 jej pochodne wywotuja apoptoze komorek szpiczakowych pochodzacych

od pacjentéw

Wyizolowane komoérki CD138+ ze szpiku pacjentow chorych na szpiczaka poddano

analizie apoptozy. Przeprowadzono 3 niezalezne eksperymenty (Ryc. 21).

Eksperyment 1

40 A
35 A

30 A
25 A
20 A
15 4
10 4
5
0

17AEP-GA 17DMAP-GA 17AAG 17DMAG

odsetek komorek Aneksyna V+

Eksperyment 2
35 -
30 A

25 A

20 A
15 4
10 4
5
0

17AEP-GA 17DMAP-GA 17AAG 17DMAG

odsetek komoérek Anexyna V +

57



Wyniki

Eksperyment 3
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Rycina 21. Wplyw GA na apoptoze komorek MM — wiazanie Aneksyny V.

Wzrost ilosci komorek wiazacych Aneksyng V w stosunku do kontroli po 48 godz. ekspozycji
na 100 nM dawki GA i jej pochodnych. Wyniki przedstawiaja analiz¢ 3 niezaleznych
pacjentow.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wykazuja najwigkszy odsetek komorek

przejawiajacych cechy apoptozy po inkubacji 48 godz. z GA i 17DMAG.

7.2.1.3 GA ijej pochodne obnizaja ekspresje biatka AKT

Wsrod wielu biatek komorkowych bardzo duze znaczenie odgrywaja biatka
zaangazowane w regulacjg procesu kontrolowanej $mierci.

Przeprowadzono 3 niezalezne eksperymenty badajace poziom kinazy AKT
jednego z najwazniejszych biatek kontrolujacych proces apoptozy oraz MAP 42/44
majacego wplyw na wplyw na ekspresj¢ genow, podzialy, réznicowanie, ruch i
apoptoz¢ komorek.

Analizg aktywnosci kinaz AKT i MAP 42/44 wykonano wykorzystujac komorki
U266 inkubujac je 24 i 48 godz. z 100 nM GA i jej pochodnymi. Przy pomocy metody
Western Blot zbadano ekspresje bialek. Po 24 godz. inkubacji nie zaobserwowano
znaczacych zmian w ekspresji biatek (dane nie prezentowane w pracy), natomiast po 48
godz. najsilniejsze efekty widoczne byty dla biatka AKT po zastosowaniu GA i 17AEP-
GA (Ryc. 22). Najsilniejsze efekty obserwowano po zastosowaniu GA, 17AEP-GA i
17DMAG.
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Rycina 22. Wplyw GA i jej pochodnych na ekspresje biatka AKT i MAP.
1-kontrola, 2-GA, 3-17AEP-GA, 4-17DMAP-GA, 5-17AAG, 6-17DMAG. GAPDH- kontrolne
konstytutywne biatko

7214 GA 1 jej pochodne powoduja blokade cyklu komoérkowego komorek

szpiczakowych

Zahamowanie wzrostu komorek, moze by¢ roéwniez spowodowane
zahamowaniem cyklu komodrkowego. Przy uzyciu barwienia jodkiem propidyny
dokonano analizy cyklu komoérkowego po 48 godz. inkubacji z GA i jej pochodnymi.
Wykonano trzy niezalezne eksperymenty.

Stwierdzono, ze 100 nM 17AEP-GA i 17-DMAP-GA powoduje zaburzenia
cyklu komoérkowego. W komodrkach U266 zaobserwowano blokade w fazie G1
manifestujaca si¢ prawie 2-krotnym wzrostem odsetka komorek w tej fazie cyklu i
rownoczesnym spadkiem odsetka komorek w fazie G2/M (Ryc. 23 A). W przypadku
linii INA6 blokada dotyczyta zaréwno fazy Gl jak i G2/M. Inkubacja z GA
powodowata zwigkszenie odsetka komorek w fazie G1 o okoto 15%, podobnie jak w
fazie G2/M, natomiast ilos¢ komorek w fazie S spadata (Ryc. 23 B). Podobny
mechanizm zaobserwowano w przypadku pochodnych GA, przy czym efekt dzialania

17AEP-GA i 17DMAG byt najsilniejszy.
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Rycina 23. Wplyw GA i jej pochodnych na cykl komérkowy MM.
Panel A — linia U266, panel B — linia INA6 (wybrane eksperymenty reprezentacyjne).

7.2.1.5 Ekspresja  HSP90 w komorkach MM jest wyzsza niz w komorkach
prawidtowych

Biorac pod uwage, i1z komodrki prawidtowe 1 nowotworowe wykazuja

zroznicowana wrazliwosé na dziatanie GA i jej pochodnych, zbadano czy zjawisko to
moze wynikac¢ z roznic w poziomie ekspresji HSP9O0.
Z komoérek MSC oraz komérek MM pozyskanych z materialu pochodzacego od
pacjentow wyizolowano mRNA i bialka. Nastepnie, metoda PCR w czasie
rzeczywistym zbadano poziom ekspresji mMRNA dla HSP90. llo§¢ biatka HSP90 w
komorkach prawidlowych i nowotworowych porownano przy pomocy techniki Western
Blot. Zaobserwowano, ze komoérki nowotworowe maja Wyzsza ekspresje HSP90 w
stosunku do komorek prawidtowych zarowno na poziomie mRNA jak i biatka (Ryc. 24
AiB).
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Rycina 24. Ekspresja HSP90 w komérkach prawidlowych i nowotworowych.

A — ekspresja mRNA dla HSP90, B — ekspresja biatka HSP90. *; p<0,05 w poréwnaniu z
poziomem HSP90 w komorkach prawidlowych. W przypadku komoérek prawidtowych
obejmowaty one 4 probki (n=4), natomiast w przypadku komoérek MM, grupa liczyla 7
pacjentow (n=7).

7.2.2 GA ijej pochodne zmniejszaja ekspresje receptora MET w komorkach MM

Receptor MET wchodzi w interakcje z biatkiem HSP90. Zbadano zatem, czy
inhibitory HSP90 wptywaja na ekspresje receptora MET w komoérkach MM. Po 48
godz. inkubacji z GA i analogami, metoda Western Blot, okreslono poziom biatka
MET. Stwierdzono, ze geldanamycyny obnizaja ekspresje receptora MET w linii
szpiczakowej U266 (Ryc. 25).

Rycina 25. Wplyw GA i jej pochodnych na ekpresje biatka MET w komérkach MM
1-kontrola, 2-GA, 3-17DMAP-GA, 4-17DMAG, 5-17AAG, 6-17AEP-GA.

7.3  Wplyw mikrosrodowiska szpiku kostnego na rozwoj szpiczaka mnogiego
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Badania dotyczace roli mikrosrodowiska szpiku kostnego przeprowadzono na
populacji komoérek mezenchymalnych, ktére posiadaja potencjal roéznicowania w
komorki kosciotworcze zdolne do tworzenia prawidtowej struktury tkanki kostne;.

W tej czesci projektu badawczego porownano wtasciwosci MSC izolowanych ze
szpiku kostnego pacjentéw chorych na szpiczaka mnogiego z grupa kontrolng zdrowych
dawcow. Analize oparto na potencjale do wzrostu komoérek mezenchymalnych oraz

ocenie ekspresji genow.

7.3.1 Charakterystyka komérek MSCs

Przeprowadzono izolacj¢ komorek jednojadrzastych z aspiratow szpiku
kostnego. Wyizolowane komorki wysiano w medium réznicujacym DMEM w celu
hodowli komoérek MSCs. Taka sama procedur¢ zastosowano dla materialu
pochodzacego od pacjentow chorych na szpiczaka oraz probek kontrolnych.
Selekcjonowano komorki adherentne 0 fenotypie MSCs.

Podczas przeprowadzanych hodowli zaobserwowano mniejsza liczbe komorek
przyklejajacych si¢ do podtoza w przypadku komoérek mezenchymalnych pochodzacych
od chorych na szpiczaka (MM MSC). Komorki MM-MSC proliferowaty wolniej, niz
MSC kontrolne.

7.3.1.1 Analiza fenotypowa komorek MSCs

W celu sprawdzenia profilu antygenowego MSC wyizolowanych z aspiratow
szpiku chorych na szpiczaka oraz zdrowych dawcow dokonano analizy
cytofluorymentrycznej. Komorki scharakteryzowano pod wzglegdem obecnosci
antygenow typowych dla MSC: CD166, CD73 1 CD271 oraz antygendw typowych dla
linii hematopoetycznej: CD45, CD34 oraz CXCR4.

W tym celu komorki inkubowano z odpowiednim przeciwciatem i analizowano
za pomoca cytometru przeplywowego FACS Canto. Aby zweryfikowac¢ fenotyp
wyizolowanych komorek przeprowadzono analize dla 5 pacjentow w kazdej z grup. Jak
wskazuja wyniki, MM-MSC wykazywaty zblizony fenotyp wzgledem takich
antygendw powierzchniowych jak CD271 i CD73. Roéznice istotne statystycznie
stwierdzono w przypadku CD166 i CXCRA4.
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Jednocze$nie stwierdzono, ze komorki te posiadaty markery typowe dla
komorek krwiotworczych, gdyz ekspresja antygenow: CD45 i CD34 wystepowata na

do$¢ wysokim poziomie.
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Rycina 27. Por6wnanie profilu antygenowego MSC kontrolnych oraz MM MSC.
Komorki barwiono za pomoca odpowiednich przeciwciat i analizowano metoda FACS.
Uzyskano réznice statystycznie istotne dla antygenu CD166 oraz CXCR4; N=5, *p<0,05

7.3.1.2 Analiza genotypu

MSC po 3 pasazu poddano analizie genotypowej wykorzystujac metod¢ PCR w
czasie rzeczywistym. Sprawdzono poziom ekspresji genéw zaangazowanych w
roznicowanie w osteocyty, w tym, dla genoéw aktywnych we wczesnych etapach
roznicowania, czyli Runx2 i PPAR-y oraz charakterystycznych dla p6znych etapow, w
tym dla osteokalcyny czy kolagenu-a (Ryc. 26 C), genéw metaloproteinaz 2 i 9, ktore
degraduja zdenaturowany kolagen i sktadniki blony komoérkowej (Ryc. 26 D).
Przeprowadzono rowniez analiz¢ IL11 bedacej cytoking produkowana przez
osteoblasty, eozynofile i komorki podscieliska szpiku kostnego, IL1 — cytokiny
prozapalnej i transformujacego czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor f§ —

TGF-B) bioracego udzial w regulacji proliferacji i roznicowania komorek osteogennych
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(Ryc. 26 B), oraz panelu genéw zwiazanych z angiogeneza (IL8, HGF, VEGF i bFGF)
(Ryc. 26 A). Uzyskane wartosci przeliczano wzgledem kontroli endogennej GADPH i

przedstawiono na wykresach w jednostkach umownych.
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Rycina 26. Analiza poziomu ekspresji genow MM MSC i MSC po 3 pasazu.

Komorki hodowano na ptytkach 6-dotkowych w pozywce DMEM z 10% FBS dla MSC, 2 mM
L-glutaming i antybiotykami. Po 3 pasazu komorki lizowano za pomoca buforu RLT i
izolowano z nich RNA zestawem RNeasy Mini Kit (Qiagen), ktore przepisywano na cDNA i
wykorzystywano do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki normalizowano wzglgdem
kontroli wewngtrznej GAPDH.

Wykresy przedstawiaja poziom mRNA dla genéw: A - IL8, HGF, VEGF ; B — TGF-p, IL-1, IL-
11 ; C - RUNX2, alcol, osteocal, PPAR-y, PTHR; D — MMP-2, MMP-9

Stupki na wykresach przedstawiaja zakres wynikow od 25% do 75% percentyla, a linia pozioma
symbolizuje mediane. Linia pozioma wskazuje zakres wartosci od minimum do maksimum.
N=10; JU- jednostki umowne, * p<0,05.

Analizujac poziomy ekspresji poszczegdlnych gendow zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost dla IL-8 i MMP-9 w MM MSC. Pozostate zauwazalne wzrosty w
ekspresji genéw TGF-B, IL-1, VEGF czy PPAR-y nie wykazywaly istotno$ci
statystycznej.

Z kolei poziom ekspresji genow RUNX2 i alcol spadt znaczaco w poréwnaniu

do poziomu w kontrolnych komorkach mezenchymalnych.
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7.3.2 Charakterystyka mikrofragmentéw blonowych

W celu wyizolowania mikrofragmentéw blonowych (MFB) z nadsaczy
hodowanej linii szpiczakowe] U266 =zastosowano metode trzykrotnych wirowan.
Wyizolowane w ten sposob mikrofragmenty przygotowano do analizy przy pomocy
natywnej metody Western Blot w i liacie biatkowym potwierdzono ekspresj¢ biatka
Dikkopf-1 zaangazowanego w szlak sygnatowania WNT, a przez to procesy osteolizy
kosci (Rycina 28).

DKK1

Rycina 28. Ekspresja DKK1 w lizatach MFB

7.3.2.1 Wptyw stymulacji komorek MSCs przez mikrofragmeny blonowe na réznicg w

ekspresji genow

W celu zbadania wptywu szpiczakowych mikrofragmentow btonowych na
komorki mezenchymalne przeprowadzono 3 niezalezne eksperymenty. Stymulacja MM
MFB o stgzeniu 20 pg/ml zostata przeprowadzona na komérkach mezenchymalnych po
3 pasazu. Analizg¢ genotypowa przeprowadzono wykorzystujac metod¢ PCR w czasie
rzeczywistym dla 3 punktow czasowych 8, 24 i 48 godz. Na rycinie nr 29
przedstawiono wykresy dla poszczegdlnych paneli gendw (zastosowano analogiczny

zestaw sond jak w poréwnaniu genotypu MM MSC i MSC).
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ekspresja genu [JU]
?

N ontrola 8 gode. =324 qodz. B 48 godz.

Rycina 29. Analiza poziomu ekspresji genow MSC i MSC po 8, 24 i 48 godz. stymulacji
MM MFB.

Komorki hodowano na ptytkach 6-dotkowych w pozywce DMEM z 10% FBS dla MSC, 2 mM
L-glutaming i antybiotykami. Po 3 pasazu komorki poddano stymulacji MM MFB w stgzeniu
20 pg/ml. Po zakonczeniu stymulacji komorki lizowano za pomoca buforu RLT i izolowano z
nich RNA zestawem RNeasy Mini Kit (Qiagen), ktore przepisywano na cDNA i
wykorzystywano do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki normalizowano wzgledem
kontroli wewngtrznej GAPDH

Wykresy przedstawiaja poziom mRNA dla genow: A — IL-8, HGF, VEGF ; B - TGF §3, IL-1,
IL-11 ; C - RUNX2, alcol, osteocal, PPAR-y, PTHR; D — MMP-2, MMP-9, *p<0.05

Najwigksze wzrosty w ekspresji genow zaobserwowano po 48 godzinnej stymulacji.

Dla IL-8, HGF, VEGF i BFGF byly to roznice istotne statystycznie

7.3.3 Roznicowanie MSC W obecnosci lub braku obecnosci mikrofragmentéw

btonowych

Aby poréwnaé potencjat MSC do r6znicowania w osteoblasty komoérki bedace
na 3 pasazu poddano osteoindukc;ji.

W tym celu 3-5 x10* komérek wysiewano na plytki 6-dotkowe i prowadzono
hodowle przez 7, 14 i 21 dni w medium réznicujacym, zawierajacym deksametazon, 3-
glicerofosforan oraz kwas askorbinowy. Pozywke zmieniano raz w tygodniu. Po tym

czasie, wydzielone przez komorki zlogi fosforanu wapnia wybarwiono za pomoca
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alizarynu red S. Proces osteoindukcji prowadzony byt rowniez w obecnosci MM MFB
(Ryc. 30).

7 dzien

14 dzien

kontrola

21 dzien

Rycina 30. Osteoindukcja MSC w obecnosci MM MFB.

Komorki hodowano przez 7, 14 i 21 dni w medium réznicujacym (DMEM z 10% FBS,
deksametazon, B-glicerofosforan oraz kwas askorbinowy). Nastgpnie komorki utrwalono w 4%
paraformaldehydzie i ztogi fosforanu wapnia wybarwiono za pomoca alizarynu red S.
Doswiadczenie przeprowadzono przy 3 pasazu komorek. Oznaczenia: + MFB- réznicowanie
przeprowadzone w obecnosci 20 pl/ml szpiczakowych mikrofragmentéw btonowych, -MFB-
réznicowanie bez udziatu dodatkowych czynnikéw Kontrola — komoérki nie zréznicowane.
Zdjecia wykonano przy powigkszeniu mikroskopu 100X (A)oraz powigkszeniu mikroskopu
200X (B). Przedstawiono zdjgcia reprezentatywne.
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Otrzymane rezultaty pokazuja, ze komorki MSC poddane réznicowaniu w
obecnosci MM MFB obumieraja i nie jest mozliwe ich réznicowanie w osteoblasty i

obserwacja ztogow fosforanowych.
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8 DYSKUSJA

8.1 Komorki linii szpiczakowych i wyizolowane od pacjentéw chorych na MM

wykazuja ekspresj¢ MET na poziomie mRNA i bialka

W przedstawionej pracy wykazano ekspresj¢ mRNA i biatka MET we wszystkich
szpiczakowych liniach komoérkowych (Ryc. 10 i 14).

Eksperyment potwierdzajacy obecnos¢ receptora MET na materiale pochodzacym
od 20 pacjentéw chorych na MM przeprowadzono na 40 skrawkach trepanobioptatow
szpiku kostnego pacjentow chorych na MM (20 przed leczeniem i 20 po leczeniu).
Wszystkie preparaty zdiagnozowanych pacjentéw przed rozpoczg¢tym leczeniem
wykazywaty obecno$¢ receptora MET na powierzchni. Barwienia terpanobioptatow
pochodzacych od tych samych pacjentow wykonano powtornie po odbytym leczeniu i
w zaleznosci od odpowiedzi na zastosowang terapi¢ przydzielono do 2 grup: z dobra
oraz zta odpowiedzia. Wszystkie skrawki pacjentow zaliczonych do grupy ze zia
odpowiedzia prezentowaly receptor MET na swojej powierzchni, natomiast w grupie z
dobra odpowiedzia jedynie 3 z 10 pacjentow wykazywato ekspresje receptora MET.
Badania przeprowadzono metoda barwien immunohistochemicznych (Tabela 5, Ryc. 9).

Ze $wiezo pobranych aspiratow szpiku chorych na szpiczaka wyizolowano
komorki CD138 i dokonano analizy poziomu mRNA dla genu MET, jako grupa
kontrolna postuzyty komorki wyizolowane ze szpiku zdrowych dawcoéw. Zaobserowano
podwyzszony poziom MET u chorych na MM, réznice w poziomie ekspresji genu byty
istotne statystycznie.

Badania te potwierdzaja obecno$¢ MET zardwno na poziomie mRNA i biatka we
wszystkich ustalonych liniach komorkowych jak i materiale klinicznym chorych na
szpiczaka mnogiego. W preparatach pacjentow z dobra odpowiedzia na leczenie poziom
receptora MET byl niewykrywalny, co sugeruje celowos¢ dalszych badan zwiazanych z

wyciszeniem tego biatka.
8.2 Interferencja RNA pozwala na skuteczne zablokowanie osi HGF-MET
Wiele grup badawczych prowadzi badania nad specyficznym wyciszeniem

receptora MET. Hov i1 wspotpracownicy testowali PHA-665752 mala czasteczke

dziatajaca bezposrednio na receptor MET. Badania przeprowadzono na linii
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szpiczakowej ANBLG6. Zaobserwowali oni zahamowanie proliferacji, migracji i adhezji
po zastosowaniu tego inhibitora i jego potencjalne wykorzystanie w terapiach
celowanych w leczeniu szpiczaka mnogiego [59]. Poszukiwanie nowych metod
zablokowania receptora MET byto roéwniez celem niniejszej pracy.

Wykorzystanie zjawiska interferencji RNA pozwala na specyficzne obnizenie
ekspresji danego genu. W warunkach in vitro siRNA mozna dostarcza¢ do komorki
bezposrednio [35] lub w postaci wektorow ekspresyjnych zawierajacych shRNA [126].
Zastosowanie systemoOw wirusowych pozwala na osiagniecie dtugotrwatych efektow
wyciszenia oraz zapewnia wysoka powtarzalnos¢ uzyskiwanych wynikow.

W przeprowadzonych badaniach w celu zmniejszenia ekspresji mMRNA dla MET
uzyto systemu lentiwirusowego. Stwierdzono, ze transdukcja komorek U266 oraz INAG
przygotowanym na bazie uprzednio testowanego siRNA wektorem pozwala skutecznie
wyciszy¢ ekspresj¢ MET zarowno na poziomie mRNA jak i biatka (Ryc. 14). W
wyniku dalszych analiz stwierdzono, ze transdukowane linie komorkowe U266 1 INAG
nie wykazuja r6znic w tempie wzrostu w poréwnaniu z typem dzikim (Ryc. 15). Taulli
badajac komorki migsaka prazkowanokomorkowego transdukowane wektorem
lentiwirusowym zawierajacym SshRNA skierowane przeciwko receptorowi MET,
obserwowal nie tylko zahamowanie migracji, ale i proliferacji komoérek [143].
Zaistniale roznice wynikaja prawdopodobnie z zastosowania réznych ukladow
eksperymentalnych oraz réznych typoéw nowotwordéw. Taulli i wsp. wykorzystali
wektor indukowany obecnoscia doksocykliny oceniajac wptyw zahamowania receptora
MET na przestrzeni 5 dni od indukcji RNAI. W niniejszej pracy natomiast zastosowano
linie o konstytutywnie obnizonej ekspresji receptora MET, a doswiadczenia
prowadzono po uptywie co najmniej 3 tygodni od wprowadzenia wektora.
Prawdopodobnie wydtuzenie czasu ekspozycji na shRNA pozwolito komérkom na
wypracowanie mechanizmu pozwalajacego na uniknigcie apoptozy, jednak hipoteza ta
nie zostata doswiadczalnie potwierdzona.

W prezentowanej pracy postawiono pytanie, czy zablokowanie osi HGF — MET
przy pomocy wektoréow lentiwirusowych moze stanowi¢ potencjalng terapi¢ leczenia
szpiczaka mnogiego.

Celem przeprowadzonych badan byto sprawdzenie, czy zablokowanie osi HGF-
MET wptywa na przezywalnos¢ myszy NOD - SCID. Podzielone na 3 grupy myszy po
zaszczepieniu linia U266 typu dzikiego (WT) oraz transdukowanych (MET 1 LacZ)

obserwowano 1 odnotowywano dzien $mierci po przeszczepie.
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Komorki podscieliska szpiku kostnego myszy w wyniku napromienienia silnie
zwigkszaja produkcj¢ HGF, ktory jest chemoatraktantem dla komorek z ekspresja
receptora MET na powierzchnii [65]. Wskutek wzrastajacego gradientu HGF, podane
do krwioobiegu komorki MM osiedlaja si¢ w szpiku kostnym. W prezentowanej pracy
wykazano, ze zablokowanie osi HGF-MET w komorkach MM powoduje utratg
zdolnosci zasiedlania szpiku kostnego myszy NOD-SCID.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow wykazuja, ze w przypadku grupy z
wyciszona ekspresja receptora MET myszy przezywaly najdtuzej (Ryc. 16), natomiast
w barwieniach histochemicznych potwierdzono infiltracj¢ szpiku kostnego kosci
dhugich przez atypowe komorki jedynie w przypadku myszy zaszczepionych linig U266
typu dzikiego. Obnizenie ekspresji receptora MET w komorkach szpiczakowych
powoduje prawdopodobnie utrate¢ zdolnosci do ukierunkowanej migracji w Kierunku
HGF. W przeprowadzonych doswiadczeniach nie zaobserwowano zmian w morfologii

komorek szpiczakowych z obnizona ekspresja receptora MET.

8.3 Geldanamycyna hamuje wzrost komorek MM.

Przeciwnowotworowe dziatanie GA wynika przede wszystkim z i) hamowania
aktywnosci biatek promujacych proliferacjg, takich jak RAF-1, ii) obnizenia ekspresji
zmutowanych lub produkowanych w nadmiarze bialek onkogennych, iii) hamowania
aktywnosci biatek warunkujacych przezywanie komorek, np. AKT, iv) blokowania
cyklu komoérkowego, v) hamowania angiogenezy oraz vi) obnizenia inwazyjnosci i
zdolnosci do przerzutowania [152, 123, 76, 12, 8]. W prezentowanej pracy sprawdzono
wplyw GA na niektdre z wyzej wymienionych proceséw, m.in. proliferacj¢ komorek
MM, apoptozg, cykl komoérkowy, ekspresje kinazy AKT oraz ekspresjg¢ biatka
onkogennego MET.

W dotychczasowych publikacjach wykazano zroznicowana wrazliwo$¢ na
dziatanie GA w badaniach in vitro w réznych nowotworach. Dla linii komérkowych
glejaka 1C50 (50% zahamowania wzrostu) oszacowano na 0,4 — 3 nM, linii raka piersi
na 2 — 20 nM, linii drobnokomdrkowego raka ptuc na 50-100 nM, linii raka jajnika
2000 nM, a w przypadku linii biataczki limfocytarnej pomigdzy 10, a 700 nM [53, 69,
93, 159]. Efekt biologiczny, jaki wywotuje GA dotyczy szerokiego spektrum szlakow

wewnatrzkomoérkowych nadzorowanych przez HSP90. Komorki nowotworowe
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wykazuja zréznicowana zmienno$¢ genetyczna, co w efekcie wiaze si¢ z réznym
profilem biatkowm, a to moze wptywac na podatno$¢ komorek na dziatanie GA [90].

W  wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze GA powoduje
zahamowanie proliferacji komorek MM (Ryc. 17). Wykazano, ze badane linie
komoérkowe MM charakteryzuja si¢ zroznicowana wrazliwo$cia (Rycina 18). Wybrane
stezenie 100 nM dla linii U266 nie odbiega od zakresu wartosci dawek geldanamycyny
wyznaczonych dla innych linii komorkowych.

Zmienno$¢ genetyczna komorek nowotworowych moze prowadzi¢ nie tylko do
zrdznicowanej wrazliwo$ci na dziatanie GA, ale takze powodowa¢ odmienne efekty
biologiczne [90]. Wykazano, iz GA moze indukowaé¢ zahamowanie cyklu
komoérkowego na roznych jego etapach [8], wywolywaé apoptozg czy roznicowanie sig¢
komorek [103].

W komoérkach MM wykazano, ze juz 24 godz. inkubacja z GA powoduje
pojawienie si¢ wczesnych oznak apoptozy, takich jak zaburzenie symetrii blony
komorkowej. Uruchomienie programu apoptozy zwiazane jest z aktywacja kaspaz,
wewnatrzkomorkowych enzymoéw proteolitycznych. Stwierdzono, ze w wyniku
dziatania GA, w komoérkach MM dochodzi do aktywacji kaspazy-3. Zalezna od GA
aktywacje kaspazy-3 prowadzaca do apoptotycznej $mierci, wykazano wczesniej takze
w przypadku linii komorkowych komoérek biataczkowych [76].

GA, wchodzac w interakcje z biatkiem HSP90, inicjuje zalezna od ubikwityny
degradacj¢ wielu biatek komoérkowych, takich jak AKT, RAF-1 czy CDK-4 [23].
Podobnie jak w przypadku linii komorkowych kostniakomigsaka czy nerwiaka [3, 76],
wykazano, iz GA znaczaco obniza ekspresj¢ biatka AKT w linii komoérkowej U266
(Rycina 22). Kinaza AKT nalezy do biatek kontrolujacych proces programowane;j
$mierci komorki. Aktywacja kinazy AKT prowadzi rownoczesnie do indukcji
czynnikOw antyapoptotycznych, takich jak NFkB oraz hamowania czynnikéw
proapoptotycznych, np. BAD [16]. Obnizenie ekspresji AKT zaburza réwnowage
sygnatow kontrolujacych przezywalnos¢ komorki, a w konsekwencji moze prowadzi¢
do apoptozy. Wydaje sig¢ wigc, ze jedna z przyczyn zaleznej od GA apoptozy komorek
MM, moze by¢ obnizenie ekspresji biatka AKT.

Innym z przejawow dzialalnosci GA jest zahamowanie cyklu komoérkowego,
przy czym mechanizm tej blokady zalezy od typu nowotworu, a bardzo czg¢sto nawet od
typu linii komorkowej. Najczgéciej obserwuje si¢ blokade fazy G/M powodujaca

akumulacje komorek w tej fazie spowodowana niemoznoscia zakonczenia petnego
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podziatu mitotycznego [73, 108]. Rzadziej odnotowuje si¢ blokade w fazie G; [138].
Srethapakdi 1 wsp. wykazali, ze w liniach komorkowych raka piersi wystapienie
blokady w fazie G;, wywotane zahamowaniem biatka HSP90, koreluje z obecnoscia
funkcjonalnego biatka RB [138].

Roéwniez w przypadku MM, GA powoduje zahamowanie cyklu komoérkowego,
przy czym mechanizm tego zjawiska wydaje si¢ by¢ odmienny dla r6znych komoérek. W
przypadku linii U266 zaobserwowano akumulacj¢ komoérek w fazie G, podczas gdy w
przypadku linii INA6 odnotowano takze blokade w fazie G,/M. Mozliwe, ze przyczyna
tego zjawiska sa roznice genetyczne pomig¢dzy tymi komorkami.

Receptor MET jest jednym z biatek docelowych dla HSP90 [23]. Webb i wsp.
zademonstrowali, ze GA powoduje obnizenie ekspresji receptora MET w komorkach
nowotworowych, powodujac tym samym zahamowanie zaleznej od HGF aktywacji
plazminogenu typu urokinazowego [152]. Zaburzenia aktywacji plazminy moga
prowadzi¢ do uposledzenia procesu trawienia macierzy zewnatrzkomorkowej, a co za
tym idzie ograniczenia zdolno$ci do przerzutowania komorek nowotworowych.
Obnizenie ekspresji receptora MET moze réwniez wplywa¢ na zahamowanie
aktywno$ci migracyjnej komorek nowotworowych, jak wykazano na przyktadzie
drobnokomorkowego raka ptuc [93].

W przeprowadzonych badaniach 100 nM GA powoduje obnizenie ekspresji
biatka MET w komorkach U266.

8.4 Pochodne geldanamycyny wplywaja w podobny sposéb na komorki

szpiczakowe jak GA

Mimo zachgcajacych rezultatdw, jakie uzyskano w badaniach in vitro, GA w
modelach zwierzecych okazata si¢ by¢ toksyczna, szczegodlnie dla komoérek watroby
[140]. Jedna z przyczyn tego zjawiska moze by¢ obecnos¢ grupy metoksy przy 17
atomie wegla w pier§cieniu benzochinonowym GA. Poniewaz grupa ta nie wchodzi w
interakcje z biatkiem HSP90, dokonano szeregu modyfikacji w obrgbie tego
podstawnika [145]. 17AAG, jeden z pierwszych analogéw GA, okazato si¢ mieé
znacznie zmniejszone dziatanie toksyczne przy zachowanych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych i obecnie jest w trakcie wielu badan klinicznych [125].
Entuzjazm zwiazany z potencjalnym zastosowaniem 17AAG w klinice zostal ostabiony

z powodu nierozpuszczalno$ci tego zwiazku w roztworach wodnych. Kolejnym,
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intensywnie badany analogiem GA jest 17DMAG, ktory wydaje si¢ mie¢ wszystkie
zalety 17AAG oraz dodatkowo doskonata rozpuszczalno$¢ w wodzie.

W przeprowadzonych doswiadczeniach poréwnano dziatanie GA oraz jej
pochodnych: 17AAG i 17DMAG, objetych juz badaniami klinicznymi zaréwno fazy I
jak 1 1l oraz 17AEP-GA i 17DMAP-GA, na temat ktorych nie ma jeszcze doniesien
literaturowych.

Sprawdzono czy pochodne GA, mimo wprowadzonych modyfikacji, zachowuja
przeciwnowotworowe wtasciwosci w stosunku do komorek MM.

Stwierdzono, ze badane pochodne GA hamuja wzrost komorek MM, a efekt ich
dziatania nasila si¢ wraz z dlugoscia ekspozycji. Podobnie jak w przypadku GA, analogi
inicjuja proces apoptozy, wywolujac m.in. aktywacj¢ kaspazy-3. Zaobserwowano
rowniez spadek ekspresji antyapoptotycznego biatka AKT. Ponadto, pochodne GA
powoduja blokade cyklu komorkowego. Analogiczne dziatanie pochodnych
potwierdzono rowniez badajac ekspresj¢ biatka MET. Na podstawie wymienionych
wyzej obserwacji wywnioskowano, ze mechanizm dziatania GA 1 jej pochodnych jest
podobny.

Zblizone wilasciwosci biologiczne GA 1 17AAG wynikajace z wiazania si¢ do
biatka HSP90 wykazano takze na przyktadzie linii komoérkowych raka piersi [125].

Shulte 1 wsp. pokazali, ze GA 1 17AAG maja nie tylko podobne wilasciwosci
biologiczne, ale charakteryzuja si¢ takze poréwnywalna  aktywnoscia
przeciwnowotworowa [125]. Z kolei Smith i wsp. dowiedli, ze 17DMAG $rednio 3-
krotnie silniej niz 17AAG hamuje proliferacj¢ réznych typow komorek
nowotworowych, wlaczajac czerniaka, raka pecherza moczowego, jelita grubego,
trzustki, pluc, prostaty czy sutka [136].

W przypadku komoérek U266 wykazano istotne rdznice we wrazliwo$ci tych
komorek na dziatanie GA i jej pochodnych. Na podstawie testu MTS, wywnioskowano,
ze 17DMAG, 17AEP-GA i 17DMAP-GA maja podobne do GA wlasciwosci
przeciwnowotworowe. Mimo, iz stwierdzono, ze pochodne GA wiaza si¢ do HSP90 z
réznym powinowactwem, nie wykazano jak dotad korelacji pomigdzy tym faktem, a
zdolno$cia do hamowania wzrostu komorek nowotworowych. Mozliwe, iz
niejednakowe efekty dziatania badanych inhibitorow wynikaja np. ze zdolnosci do
przenikania do wngtrza komorki [145]. Réznice w zahamowaniu wzrostu komorek

MM, w zalezno$ci od uzytego inhibitora, znalazly takze odzwierciedlenie w nasileniu
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zjawisk takich jak apoptoza i blokada cyklu komoérkowego. Odnotowano roéwniez
réznice w dziataniu inhibitoro6w na ekspresj¢ biatka AKT oraz MET.

Na podstawie badan przeprowadzonych w warunkach in vitro mozna stwierdzic,
ze 17AEP-GA i 17DMAG, sa skutecznymi inhibitorami HSP90 o wilasciwosciach
porownywalnych z GA. Natomiast 17AAG okazuje si¢ by¢ najmniej skutecznym
inhibitorem wzrostu komérek MM.

Przeprowadzono réwniez badania apotozy na komodrkach pochodzacych od
pacjentow chorych na szpiczaka i po 48 godzinach inkubacji najwigkszy odsetek
komorek apoptotycznych zaobserwowano po zastosowaniu GA i 17DMAG.

Aby wyeliminowa¢ niepozadane dzialanie na komorki prawidlowe poréwnano
rowniez poziom biatek docelowych dla GA i analogéw w komorkach prawidtowych
oraz nowotworowych pochodzacych od pacjentéw chorych na szpiczaka mnogiego.
Roéznica w poziomie mRNA oraz biatka HSP90 potwierdzila réznice w odpowiedzi

komorek prawidtowych i nowotworowych na dziatanie GA.

8.5 Rola mikroS$rodowiska

W przedstawionej pracy wykorzystano szpik kostny jako zrodto MSC. Istotne
znaczenie dla terapii szpiczaka mnogiego ma poznanie mechanizmow rzadzacych
rozwojem mikrosrodowiska szpiku kostnego w tym schorzeniu, stad jako cel wybrano
komorki mezenchymalne.

Mezenchymalne komorki macierzyste izolowane ze szpiku kostnego chorych na
szpiczaka mnogiego wykazuja réznice w poréwnaniu do charakterystyki fenotypowej
MSC zdrowych dawcoéw. Badajac profil antygenowy komorek na 3 pasazu wykazano,
ze zarowno MM MSC jak i MSC posiadaja markery CD270 i CD73 na do$¢ niskim
poziomie, co bylo zgodne z wynikami dostgpnymi w literaturze [72, 84, 119, 151].
Jedynie dla antygenu CD166 zaobserwowano spadek ekspresji na powierzchnii MM
MSC. Wykazano rowniez, ze MSC, bez wzgledu na Zrédlo izolacji, posiadaja antygen
CD45, co moze wynika¢ z zanieczyszczenia MSC komodrkami hematopoetycznymi. W
przypadku ekspresji receptora CXCR4, wykazano, ze wystgpuje on na MSC w bardzo
wysokim odsetku. Podobne wyniki uzyskali Son i wsp. pokazali, ze CXCR4 jest obecny
na 21,5% populacji BM-MSC [137]. Z kolei Wynn i wsp. [157] oraz Honczarenko i
wsp. [58] pokazuja obecno$¢ tego receptora na bardzo niskim poziomie. Istnieja tez

prace wykazujace zupelny brak tego receptora na MSC [150]. Taka rozbiezno$¢
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wynikéw réznych grup badaczy, wskazuje na duza zmienno$¢ pomigdzy komoérkami
izolowanymi od roznych dawcow oraz na istotny wplyw warunkéw hodowli na
ekspresje biatek powierzchniowych na MSC, w tym receptora CXCR4. Dane innych
badaczy wykazuja, ze w warunkach hipoksji lub pod wptywem dziatania okreslonych
cytokin, mozna zwigkszy¢ ekspresje CXCR4 na MSC [61, 130]. Stwierdzono rowniez,
ze poziom ekspresji CXCR4 maleje podczas hodowli [58].

W niniejszej pracy porownano réowniez tempo proliferacji MM MSC i MSC.
Zaobserwowano znacznie szybsze tempo wzrostu MSC, w poréwnaniu do MM-MSC.
Ponadto MSC pochodzace od zdrowych dawcoéw mozna dtuzej utrzyma¢ w hodowli, a
populacja ta posiada zdolnos¢ do odktadania ztogow fosforanu wapnia. Natomiast MM
MSC po 4 pasazu zaprzestawaty proliferowac i obumieraty.

Dane literaturowe wykazuja, ze w przypadku MSC izolowanych ze szpiku
kostnego obserowano wysoka aktywno$¢ genow nalezacych do Sciezki sygnatowania
Wnt oraz regulujacych réznicowanie [104]. Zbadano, ze MSC, bez wzgledu na zrédio
izolacji, wykazuja ekspresj¢ genéw Oct4, UTF-1, Nodal oraz Snail2, ktore sa typowe
dla embrionalnych komoérek macierzystych (ang. Embrionic Stem Cells —ESC) [109].
Geny te biora udzial w migracji ESC podczas rozwoju embrionalnego i sa niezbgdne dla
podtrzymania niezréoznicowanego fenotypu tych komorek.

W przeprowadzonych do$wiadczeniach, stwierdzono istotne réznice w profilu
genetycznym MSC pochodzacych ze szpiku kostnego chorych na szpiczaka mnogiego
oraz zdrowych dawcow (Rycina 26). Wykazano, ze MM MSC wykazywaty znaczaco
wyzszy poziom transkryptu dla IL8 i MMP9, natomiast istotnie nizszy poziom dla
RUNX2 i alcol. Nasze dane sa zgodne z wynikami badanian przeprowadzonych przez
grupe Todoerti wskazujaca na roézny profil genetyczny mikrosrodowiska chorych na
szpiczaka mnogiego i zdrowych dawcow [146].

Metaloproteinazy odgrywaja glowna role¢ w degradacji bialek macierzy
zewnatrzkomoérkowej, a MMP-2 i MMP-9 preferencyjnie trawia sktadniki blony
podstawnej. Naukowcy zbadali rowniez, ze gldéwna rolg w stymulacji ekspresji MMPs i
TIMPs przez MSC odgrywaja cytokiny pozapalne, w tym TGFB1, IL-1B oraz
TNFo.[120]. Metaloproteinaza 9 w zdrowych tkankach wraz z innymi enzymami
wptywa na prawidlowa przemiane kolagenu typu IV, V, elastyny i zdenaturowanego
kolagenu. W przebiegu procesow zapalnych wykazano, ze w wyniku stymulacji cytokin

prozapalnych dochodzi do nadmiernego wydzielania metaloproteinaz, w tym MMP9, w

77



Dyskusja

komorkach nacieku zapalnego. Badania dos$wiadczalne przeprowadzone na myszach
wykazaty takze, ze MMP9 odgrywa rolg w przebiegu angiogenezy [77].

Interleukina 8 to molekuta zwigzana z angiogeneza i jej podniesiony poziom w
osoczu wykazaty badania grupy Negaard 1 wspdlpracownikow, ktorzy badali rowniez
inne czynniki takie jak IL-6 i VEGF w nowotworach hematologicznych i ich korelacjg z
rozwojem mikronaczyn [81].

W prezentowanej pracy wykazano, ze poziom ekspresji genéw zaangazowanych
W osteogenezg, w tym dla genu aktywnego we wczesnych etapach réznicowania, czyli
Runx2 byt znaczaco nizszy w komoérkach mezenchymalych pochodzenia
szpiczakowego. Zaobserowoano réwniez spadek charakterystycznego dla pdznych
etapow réznicowania kolagenu-o.

Prawidlowe komorki MSC wykazywaty zasadniczo wyzszy poziom transkryptu
dla Runx2, osteokalcyny PPAR-y i kolagenu co bylo zgodne z wynikami Noél i wsp.,
ktorzy rowniez badali geny zaangazowane w osteogenezg [104].

W badaniach dotyczacych mikrofragmentéw blonowych stwierdzono obecnosé
DKK-1 w lizatach biatkowych mikrofragmentow wyizolowanych z nadsaczy
szpiczakowej linii U266. Podwyzszony poziom DKK-1 w 0soczu towarzyszy zmianom
osteolitycznym chorych na szpiczaka mnogiego [128].

W  publikacji Tian i wspotpracownikow wykazano, ze DKK-1 jest
zaangazowany w zahamowanie aktywnosci osteoblastow w szpiczaku mnogim. DKK-1
jako bardzo wazna skladowa szlaku sygnalowania Wnt i odgrywa istotng role w
osteoroznicowaniu. Autorzy pokazali, ze DKK-1 wydzielany przez komorki
plazmatyczne w stgzeniu powyzej 12 ng/ml hamowaty osteor6znicowanie mysich
komorek mezenchymalnych in vitro. Ekspresja transkryptu dla genu DKK-1 byla silnie
skorelowana ze zmianami osteolitycznymi u chorych na szpiczaka [144]. Inna grupa
naukowcow wykazala natomiast, ze DKK-1 nie jest prezentowany przez komorki
szpiczakowe sugerujac, ze bialko to nie jest powszechnie eksponowane na komoérkach
szpiczakowych [34, 162]. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze komorki
szpiczakowe wydzielaja MFB zawierajace czynniki hamujace szlak Wnt, ktorego
aktywacja jest niezbedna do prawidlowego rozwoju i modelowania tkanki kostne;.

Wykazane roznice w espresji genow zwiazanych z procesem angiogenezy w
komodrkach mezenchymalnych inkubowanych w obecnosci szpiczakowych MFB
sugeruja wazna rol¢ mikrofragmentow btonowych w przekazywaniu sygnatéw

pomigdzy komoérkami. Podobnie jak w doswiadczeniach porownujacych szpiczakowe
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MSC do MSC zdrowych dawcow zaobserwowano znaczacy wzrost ekspresji genow |IL-
8, HGF, VEGF i BFGF po 48 godz. inkubacji ze szpiczakowymi MFB, efekt ten
wzmacniat si¢ w czasie. Réznica w ekspresji pozostalych genow nie byla istotna
statystycznie, jednakze dalo si¢ zauwazy¢ trend podobny jak w analizie MSC
szpiczakowych i MSC prawidlowych. Prawdopodobnie wydluzenie czasu ekspozycji
komorek mezenchymalnych na szpiczakowe mikrofragmenty btonowe uwidocznitoby
wpltyw na ekspresj¢ gendw zwiazanych z osteogeneza.

W badaniach dotyczacych osteor6znicowania stwierdzono, ze modyfikacja
protokotu réznicowania w dodatkowy sktadnik jakim byly MFB wplywa na ich
potencjal osteordéznicowania. Zostalo to sprawdzone poprzez barwienie zlogow
fosforanu wapnia w 7, 14 i 21 dniu rdéznicowania. Komorki w obecno$ci MFB nie
proliferowaty i po 3 tygodniach catkowicie obumieraty. Barwienie von Kossa ztogow
fosforanu wapnia wykazato potencjat osteordznicujacy w kontrolnych komoérkach
mezenchymalnych. Przeprowadzone do$wiadczenia wskazuja na negatywny wplyw
szpiczakowych MFB na uktad kostny, poprzez przenoszenie biatkowych inhibitorow

szlaku Wnt. Badania te dowodza odkrycie nowej roli mikrofragmentéw btonowych.
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Podsumowanie

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze komorki szpiczaka
mnogiego zaré6wno linii komoérkowych jak i materiat kliniczny potwierdzaja obecnos¢
receptora MET na powierzchni, oraz wykazuja podwyzszony poziom mRNA i bialka.
Stosujac konstrukt lentiwirusowym przygotowano stabilnie stransdukowane liniie z
obnizona ekspresja receptora MET. Wplyw zahamowania osi HGF-MET zaobserwowano w
badaniach in vivo gdzie podanie komoérek szpiczakowych z wyciszonym receptorem
MET powodowato wydtuzenie czasu przezycia myszy NOD-SCID oraz nie
zaobserwowano naciekow z atypowymi komorkami plazmatycznymi w szpiku myszy.

Uzywajac geldanamycyny i analogéw zaobserwowano zahamowanie wzrostu
komoérek MM wynikajace przede wszystkim z indukcji apoptozy i blokady cyklu
komorkowego. Badane pochodne GA mimo wprowadzonych modyfikacji zahowuja
silne przeciwnowotworowe wilasciwosci. Mozliwe, ze dwa analogi GA, 17AEP-GA i
17DMAG ze wzgledu na swoje wiasciwosci moga okazaé Si¢ skuteczniejszymi i
bezpieczniejszymi chemioterapeutykami, niz dotychczas stosowane 17AAG opisywane
w literaturze.

Wykorzytujac komorki mezenchymalne izolowane od zdrowych dawcow i
chorych na szpiczaka wykazano roznice w profilu genetycznym i fenotypie
porownywanych populacji komoérek. Prezentowane wyniki wskazuja na wazna role
mikro$rodowiska szpiku kostnego w rozwoju szpiczaka mnogiego oraz ich istotny
wplyw na zmiany osteolityczne towarzyszace temu nowotworowi.

Stosujac mikrofragmenty btonowe wykazano zaburzenia w osteordznicowaniu
komorek mezenchymalnych oraz ich zaangazowanie w szlak Wnt przez prezentowane
biatko DKK-1.

Podsumowujac, projekt ten stanowi nowa propozycje¢ terapii szpiczaka
mnogiego z zastosowaniem inhibitorow MET, oraz wykazuje znaczaca rolg
mikro$rodowiska szpiku kostnego 1 wpltyw szpiczakowych mikrofragmentow

btonowych na zaburzenia osteoblastogenezy.
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9 WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan nad wplywem czynnika wzrostu

hepatocytéw 1 jego receptora MET oraz komorek podscieliska szpiku kostnego na

biologi¢ szpiczaka mnogiego w modelu eksperymentalnym, wyprowadzono nastepujace

whnioski:

1.

Komoérki ustalonych linii szpiczakowych oraz komorki z materiatu klinicznego
chorych na szpiczaka wykazuja obecnos¢ receptora MET na poziomie mRNA i
biatka.

Wykorzystanie interferencji RNA pozwala na zahamowanie receptora MET w
komorkach szpiczakowych in vitro oraz wptywa na wydtuzenie przezycia
myszy.

GA poprzez indukcj¢ apoptozy i blokadg cyklu komérkowego hamuje wzrost
komorek szpiczakowych, oraz wplywa na obnizenie ekspresji receptora MET.
Pochodne GA maja zblizone do GA wlasciwosci przeciwnowotworowe.
MM-MSC wykazuja réznice w pordwnaniu z charakterystyka BM-MSC, w
odniesieniu do profilu genetycznego, potencjalu do osteo-réznicowania i
ekspresji antygenow powierzchniowych.

MFB wptywaja na zmiany w profilu genetycznym komorek MSC oraz zaburzaja

ich potencjat do osteordznicowania.
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