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STRESZCZENIE
Przewlekla biataczka limfocytowa (PBL) jest najczgstsza biataczka w Europie. Obecnie najskuteczniejsza metoda
leczenia, zardwno u wczes$niej nieleczonych chorych, jak i w przypadkach opornych na terapi¢ pierwszoliniowa, jest
faczne stosowanie analogéw puryn z cyklofosfamidem oraz przeciwciatem monoklonalnym anty-CD20, rytuksyma-
bem (RIT). Istotne znaczenie w leczeniu tej choroby ma rdwniez inne przeciwcialo monoklonalne — alemtuzumab
(ALT).
W badaniach wtasnych dokonano oceny cytotoksycznosci nowych analogéw etodolaku: SDX-101 oraz SDX-308
w skojarzeniu z analogami nukleozydow purynowych (ANP) (kladrybina, 2-CdA i fludarabina, FA) oraz przeciwcia-
fami monoklonalnymi (RIT i ALT).
Wszystkie badania przeprowadzono w oparciu o techniki cytometrii przeptywowej na komoérkach wyizolowanych od
99 nieleczonych wczesniej chorych na PBL. W badaniach wlasnych wykazano duza skuteczno$¢ potaczenia SDX-
101 z ANP, przy czym efekt ten byl mniej zaznaczony przy potaczeniu SDX-101 z FA. Podobne dziatanie przeciw-
biataczkowe wykazywata kombinacja SDX-101 i RIT. Natomiast potaczenie SDX-101 i ALT bylo znacznie skutecz-
niejsze jedynie w odniesieniu do samego ALT. SDX-308 okazat si¢ by¢ bardzo aktywny wobec komorek PBL za-
rowno w skojarzeniu z ANP, jak i z przeciwcialami monoklonalnymi. Zaréwno SDX-101, jak i SDX-308
w skojarzeniu ze wszystkimi kojarzonymi lekami aktywnie indukowaly apoptoze komorek PBL zalezna od aktywacji
kaspaz. Najwigkszy wzrost kaspazy 3 w przypadku obu analogéw etodolaku obserwowano w potaczeniu z 2-CdA.

SLOWA KLUCZOWE: SDX-101 — SDX-308 — Etodolak — Niesteroidowe leki przeciwzapalne — Przewlekla biataczka
limfocytowa — Analogi nukleozydow purynowych — Przeciwciata monoklonalne

SUMMARY
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common adult leukemia in Europe and North America. Currently,
the best treatment consists of the purine nucleoside analogues (fludarabine and cladribine), cyclophosphamide and the
monoclonal antibody anti-CD20 (rituximab). There is also another clinically significant agent, an anti-CD52
monoclonal antibody, alemtuzumab.
The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity of new analogues of etodolac: SDX-101 and SDX-308,
combined with the purine nucleoside analogues, fludarabine and cladribine and the monoclonal antibodies,
alemtuzumab and rituximab. All combinations of SDX-101 and SDX-308 proved to provide either synergistic or
additive cytotoxic effects.
The cytotoxicity and specific pro-apoptotic effects of the study drugs on B-CLL cells were assessed ex vivo in
samples obtained from 99 untreated CLL patients.
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In this study we proved the efficcacy of the combination of SDX-101 with PNA, especially with 2-CdA. The
combination of SDX-101 and RIT was more effective than with ALT. SDX-308 was very active with all combined
agents.
Both analogues of etodolac with all combinations induced the kaspase dependent apoptosis of CLL cells.

KEY WORDS: SDX-101 — SDX-308 — Etodolak — Non-steroidal anti inflammatory drugs — B-cell chronic
lymphocytic leukemia — Monoclonal antibodies

WSTEP

Przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) jest najczgstsza biataczka w Europie. Mimo istotnych po-
stgpow w biologii i terapii, choroba ta pozostaje niculeczalna, a czas przezycia pacjentow tylko nie-
znacznie si¢ wydhuzyt.

Najwigkszy postep w leczeniu PBL uzyskano dzigki wprowadzeniu do leczenia analogéw nukle-
ozydow purynowych (ANP). Ich mechanizm dziatania polega na zahamowaniu reduktazy rybonukle-
ozydowej i polimerazy DNA, zahamowaniu syntezy DNA i w dalszej kolejnosci indukcji apoptozy [1,
2]. Zastosowanie ANP pozwala uzyska¢ wigkszy odsetek odpowiedzi, w tym réwniez catkowitych re-
misji (complete remission, CR) oraz dtuzszy czas wolny od progresji choroby (progression free su-
rvival, PFS) w porownaniu z leczeniem chlorambucylem, lekiem stosowanym do niedawna standardo-
wo w pierwszej linii leczenia u chorych z PBL [3-6].

Obecnie najskuteczniejsza metoda leczenia, zard6wno u wczesniej nieleczonych chorych, jak i w
przypadkach opornych na terapi¢ pierwszoliniowa, jest taczne stosowanie ANP z rytuksymabem (RIT)
(przeciwciato monoklonalne anty-CD20). RIT sktada si¢ z ludzkiej sekwencji statej [gG1k oraz z my-
sich sekwencji zmiennych [7]. Za posrednictwem fragmentu Fab laczy si¢ z czasteczka CD20, ktorej
ekspresje stwierdza si¢ na zdrowych i biataczkowych limfocytach B. Poprzez domeng Fc RIT urucha-
mia mechanizmy uktadu odporno$ciowego, prowadzace do lizy komoérek B [8]. Mechanizmami odpo-
wiedzialnymi za efekt cytotoksyczny dziatania RIT jest cytoliza zalezna od uktadu dopetiacza (com-
plement-dependent cytotoxicity, CDC) oraz cytotoksycznos¢ komoérkowa zalezna od przeciwciat (anti-
body-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) [9-12, 14]. Wykazano rowniez, ze RIT powoduje
zalezng od kaspaz apoptozg komorek PBL [13].

Istotne znaczenie w leczeniu tej choroby ma réwniez inne przeciwcialo monoklonalne — alemtuzu-
mab (ALT), skierowane przeciw antygenowi CD52 [14]. Antygen CD52 jest glikoproteina wystepujaca
na prawidtowych, ale rowniez zmienionych nowotworowo limfocytach, monocytach i komorkach NK
[15, 16, 17]. Wyniki badan przedklinicznych wskazuja, ze przeciwciato to dziata synergistycznie z in-
nymi lekami stosowanymi w PBL, jak kladrybina (2-CdA) czy fludarabina (FA) [18]. Przeciwciala
monoklonalne sa skuteczne rowniez u pacjentdw z delecja lub mutacja genu P53, identyfikowana po-
przez stwierdzenie delecji w ramionach krotkich chromosomu 17 (17p).

Niektore doswiadczenia i obserwacje kliniczne wskazuja, ze dziatanie przeciwnowotworowe wyka-
zuja takze nowe pochodne etodolaku — SDX-101 oraz SDX-308. SDX-101 jest prawo-skretna forma
izomeryczna etodolaku, leku z grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ), powszechnie
stosowanego w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawdw, natomiast SDX-308 jest nowym analo-
giem SDX-101. Uzyskano go przez podstawienie grupy bromkowej do pierscienia aromatycznego R-
etodolaku oraz redukcj¢ grupy ketonowej [19]. Wedlug najnowszych badan, dzigki tym modyfikacjom
cechuje si¢ on silniejszym dzialaniem przeciwko komoérkom PBL. W badaniach wtasnych podje¢to pro-
bg oceny dziatania obu analogéw etodolaku w skojarzeniu z lekami juz uznanymi w leczeniu PBL:
analogami puryn (ANP) i przeciwcialami monoklonalnymi .
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na komoérkach jednojadrowych, wyizolowanych od 99, wczesniej niele-
czonych, chorych na PBL. Charakterystyke kliniczng badanych chorych przedstawiono w tabeli 1. Ma-
terial do badan stanowita krew obwodowa chorych, pobierana przy okazji rutynowych badan diagno-
stycznych. Grupg kontrolna stanowito 9 zdrowych ochotnikow. Badanie uzyskato zgode Komisji Bio-
etycznej przu UM w Lodzi, a wszyscy chorzy wyrazili pisemna zgodg na udziat w badaniu.

Tabela 1. Charakterystyka chorych
Table 1. Characteristics of the patients

Wiek (lata) Mediana — 70

Zakres — 37-100
Pte¢ Kobiety — 49 (%)

Megzezyzni — 51(%)
Leukocytoza (1x10°/1) Mediana - 33

Zakres — 6,9+300
Ste¢zenie hemoglobiny (g%) Mediana - 12,9

Zakres — 5,2=17
Liczba ptytek krwi (1x10°/1) Mediana — 152

Zakres — 2+453

0 - 44
Okres kliniczny wg Rai I - 20

nm - 4

nr - 8

v - 23
Ekspresja antygenu CD38 (%) Mediana - 8,25

Zakres - 0,21+98
Ekspresja biatka ZAP-70 (%) Mediana - 6,53

Zakres - 0,02+99,14

Izolacja komorek jednojadrowych

W celu izolacji komérek jednojadrowych krew heparynizowana nanoszono na warstwe Histopaque-
1077 1 wirowano w gradiencie ggstosci (Sigma Diagnostics, Inc. ST.Louis, Mo, USA) stosujac 3600
obrotéw na minute przez 20 minut. Nastepnie, komoérki odptukiwano przez wirowanie w ptynie Hanksa
(Biomed, Lublin, Polska), a nastgpnie w medium hodowlanym RPMI-1640 (BioWhitaker, Lonza, Ve-
rviers, Belgia).

Limfocyty z petnej krwi obwodowej znakowano za pomoca standardowego panelu przeciwcial mo-
noklonalnych rozpoznajacych antygeny CD19, CD20, CD23, CDS5, CD3, CD4, CDS§, CD56. W celu
oceny immunofenotypowej 50 pl krwi inkubowano przez okres 15 minut z odpowiednimi przeciwcia-
tami (dodawanymi w ilosci zgodnej z zaleceniami producenta). Nast¢pnie materiat poddano 15-
minutowej lizie, bez pdzniejszego ptukania (metoda lyse - no wash). Wszystkich pomiaréw dokonywa-
no przy uzyciu cytometru przeptywowego FACS Calibur (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA).
W trakcie kazdej analizy mierzono fluorescencjg 10 000 komorek.

Hodowle
Zawiesing komoérek dodawano do 24- i 48- dotkowych ptytek (Nunc, Roskilde, Dania) lub do na-

czynka o pojemnosci 1000 ml (Nunc Roskilde, Dania). Stgzenie komorek w hodowlach wynosito 0,5 x
10°/ml. Komérki hodowano w przygotowanym medium RPMI-1640, z dodatkiem 10% surowicy by-
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dlecej, 3 ml L-glutaminy, Sml mieszanki streptomycyny i penicyliny (wszystkie odczynniki — Sigma,
Taufkirchen, Niemcy). Izolacja komorek i zaktadanie hodowli odbywaty si¢ w warunkach jatowych.
Wyizolowane komorki inkubowano przez 24 godziny z dodatkiem SDX-101 lub SDX-308 (Sal-
medix, Inc., San Diego, CA, USA) w skojarzeniach z 2-CdA (Biodribin; Bioton, Warszawa, Polska),
FA (Fludara; Schering AG, Berlin, Niemcy), RIT (Mabthera; Roche, Bazylea, Szwajcaria) lub ALT
(Campath-1H; ILEX Oncology, San Antonio, TX, USA).
W glownej czesci doswiadezen zaktadano nastepujace hodowle komorek jednojadrowych krwi ob-
wodowej z dodatkiem nastepujacych lekow:
1.2-CdA
2. FA
3.RIT
4. ALT
5. SDX-101
6. SDX-308
7. skojarzenia SDX-101+2-CdA lub SDX-308+2-CdA
8. skojarzenia SDX-101+FA lub SDX-308+FA
9. skojarzenia SDX-101+RIT lub SDX-308+RIT *
10. skojarzenia SDX-101+ALT lub SDX-308+ALT

Kontrolg stanowily prowadzone réwnolegle hodowle komorek jednojadrowych krwi obwodowej
bez dodatku lekow.

Do wszystkich hodowli z RIT i ALT, na 30 minut przed podaniem tych lekow — dodawano drugo-
rzedowe przeciwciato klasy IgG (goat anti-human Fcy, Jackson Immuno Research, USA) — w celu spo-
tggowania proapoptotycznego dziatania przeciwcial monoklonalnych, poprzez zjawisko ,,cross-
linking”.

Dawki ANP i przeciwcial monoklonalnych wybrano na podstawie doswiadczen wstgpnych na ko-
morkach pochodzacych od 12 chorych na PBL. Byly to dawki, ktére powodowaty spadek zywotno$ci
komorek o ok. 20% po 24 godzinach inkubacji. W efekcie 2-CdA stosowano w dawce 175nM, FA - 3,5
nM, RIT —-20 pg/ml, ALT — 20 pg/ml, SDX-101 — 800 uM, a SDX-308 w dawce 50 uM.

Stopien cytotoksycznego dziatania lekow oceniano stosujac skompensowany indeks cytotoksyczno-
sci (SIC). Jest to réznica pomigdzy odsetkiem komorek JP+ (indeks cytotoksycznosci, IC) w poszcze-
golnych hodowlach z lekami, a IC w kontrolach. Oceny apoptozy dokonywano na podstawie wykrywa-
nia aktywnej kaspazy 3 oraz za pomoca testu z Aneksyna-V (Ann-V).

Pomiaru aktywnej kaspazy 3 dokonywano przy uzyciu zestawu firmy Becton Dickinson (San Jose,
Ca, USA). Komorki po inkubacji z lekami permabilizowano i utrwalano za pomoca roztworu Cyto-
fix/Cytoperm (czas 20 minut, na lodzie), a nastgpnie dwukrotnie przemywano i wirowano w roztworze
Perm/Wash (BD Pharmingen, San Jose, Ca, USA).

Do komorek przygotowanych w opisany sposob dodawano przeciwciato przeciw aktywnej kaspazie
3 w ilosci 50 pl na 100 pl zawiesiny komorek. Nastepnie otrzymany roztwér inkubowano przez 30
minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji komorki przemywano roztworem Perm/Wash i przy
uzyciu cytometru przeptywowego (FACSCalbur, Becton Dickinson, San Jose, Ca, USA). Dla oceny
nasilenia apoptozy w poszczegdlnych hodowlach obliczano indeks apoptotyczny (IA), czyli odsetek
komorek apoptotycznych, wykazujacych aktywacje kaspazy 3. Roznica pomiedzy IA w hodowlach
z lekami, a IA w rownolegtych kontrolach byta okreslana pojgciem skompensowanego 1A (SIA).

Do pomiaru ekspresji biatek zaangazowanych w proces apoptozy uzyto komorek, ktore po inkubacji
z badanymi zwiazkami zostaty utrwalone w 1% formaldehydzie (10 minut, w temperaturze 0°C), a na-
stepnie w 80% alkoholu etylowym (30 minut, w temperaturze 0°C). Po dwukrotnym przemyciu komo-
rek w PBS dokonano ich znakowania przeciwciatami skierowanymi przeciw poszczegdlnym biatkom
(30 minut, w temperaturze pokojowej, w ciemnosci). Uzyto nastepujacych przeciwciat:
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Przeciwcialo anty-p73 (NeoMarkers, Fremont, CA, USA);
Przeciwcialo anty-Bax (DAKO Cytomation, Glostrup, Dania);
Przeciwcialo anty-Bak (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania);
Przeciwcialo anty-Bcl-2 (DAKO Cytomation, Glostrup, Dania);
Przeciwcialo anty-Mcl-1 (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania).

IS

Analiza statystyczna wynikéw

Analizg statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono przy uzyciu programu STATISTICA
5.0 (Tulsa, USA). Okreslano $rednig arytmetyczna (X), odchylenie standardowe (SD), mediang oraz
zakres warto$ci. Do porownania réznic pomigdzy probkami traktowanymi lekami, a odpowiednimi
kontrolami stosowano test Mann-Whitney’a. Do oceny istnienia zwigzkow statystycznych pomigdzy
wynikami uzywano test korelacji rang R Spearman’a. Za istotne statystycznie uznawane byly réznice,
dla ktérych poziom istotnosci p byl mniejszy od 0,05.

WYNIKI

Po 24 godzinach hodowli in vitro badane leki stosowane pojedynczo wywieraty nastgpujacy efekt
cytotoksyczny w stosunku do komorek PBL: mediana SIC dla 2-CdA — 8,4%, FA — 6,4%, RIT — 0,9%
oraz ALT — 4,0%. Skojarzenie SDX-101 z 2-CdA indukowato znamiennie wyzsza cytotoksyczno$¢ niz
2-CdA stosowany pojedynczo (mediana SIC: 31,4% dla SDX-101+2-CdA vs. 8,4% dla 2-CdA;
p<0,009).

Mediana SIC dla pozostatych kombinacji SDX-101 wynosita: 19,7% dla SDX-101+FA (p<0.05
w porownaniu z pojedynczymi lekami), 23,6% dla SDX-101+RIT (p<0,02 w poréwnaniu z pojedyn-
czymi lekami) oraz 17,7% dla SDX-101+ALT (p=0,004 w poréwnaniu z ALT stosowanym pojedyn-
CZ0).
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Rye. 1. Cytotoksyczno$é¢ SDX-101 stosowanego pojedynczo i w skojarzeniu z ANP i przeciwciatami monoklonalnymi w 24
godzinnych hodowlach komoérek PBL. Na Rycinie przedstawiono warto§ci X+SD
Fig. 1. Cytotoxic effect of SDX-101 alone and in cobination with purine analogues and monolonal antibodies. X+SD values
are shown
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Wyodrebnilismy grupe kilku chorych, u ktérych zaobserwowalismy brak istotnej cytotoksycznosci
2-CdA (n=6) i FA (n=5) w monoterapii (SIC mniejszy od 5%). W probkach tych obserwowano zacho-
wang wrazliwos¢ komorek PBL na cytotoksyczne dziatanie SDX-101 (p<0,05 w poréwnaniu do efek-
tow 2-CdA i FA). W dalszej czgéci badan analizowano cytotoksycznos¢ SDX-308 skojarzonego z le-
kami: 2-CdA, FA, RIT i ALT wobec komorek PBL (Rycina 1). Po 24 godzinach hodowli in vitro leki te
stosowane pojedynczo wywieraly efekt cytotoksyczny na nastepujacym poziomie: mediana SIC dla 2-
CdA - 0,9%, FA — 0,0%, RIT — 0,0% oraz ALT — 2,1%.

Skojarzenie SDX-101 z innymi lekami nasilato apoptoz¢ komorek PBL. Mediana SIA dla SDX-
101+2-CdA wynosita 28,0% (vs. 2-CdA — p=0,017), dla SDX-101+FA — 23,9% (vs. FA — p=0,026), dla
SDX-101+RIT - 19,6% (vs. RIT — p=0,005), natomiast dla SDX-101+ALT — 18,4% (vs. ALT —
p=0,004).
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Rye. 2. Odsetek komorek PBL z aktywna kaspaza 3 w 24 godzinnych hodowlach z SDX-101, stosowanym pojedynczo oraz
w skojarzeniach z ANP i przeciwciatami monoklonalnymi. Na Rycinie przedstawiono warto$ci X+SD
Fig. 2. Caspase 3 activation in the 24 hour cultures of B-CLL cells with SDX-101 alone and in cobination with purine
analogues and monolonal antibodies. X+SD values are shown

SDX-101 zastosowany tacznie z badanymi lekami wywotywal zmiany w ekspresji biatek zaanga-
zowanych w proces apoptozy, jednakze tylko w kilku przypadkach zmiany te byty istotne statystycznie.
Kombinacja SDX-101+2-CdA istotnie zwigkszata stgzenie biatka Bax (p<0,01 w porownaniu do efektu
obydwu lekow stosowanych pojedynczo) oraz istotnie zmniejszata ekspresj¢ biatka Bcl-2 w komorkach
(p<0,05). Ponadto, podczas gdy SDX-101 pojedynczo zwigkszal ekspresj¢ antyapoptotycznego biatka
Mcl-1, w skojarzeniu z RIT powodowat znaczace obnizenie ekspresji tego biatka (p<0,05 w porowna-
niu do efektu obydwu lekow stosowanych pojedynczo). Kombinacje SDX-101+FA i SDX-101+ALT
hamowaty ekspresj¢ biatek Bcl-2 1 Mcl-1, ale réznice w porownaniu do efektu poszczegélnych lekow
stosowanych pojedynczo byly nieistotne statystycznie. Zadne ze skojarzen badanych lekéw nie wply-
waly na ekspresje biatka Bak.

Skojarzenie SDX-308 ze wszystkim lekami indukowalo wigksza cytotoksyczno$¢ niz leki stosowa-
ne pojedynczo. Jednak roznice istotne statystycznie stwierdzono jedynie dla cytotoksycznosci poszcze-
goblnych skojarzen w poréwnaniu do efektow samego 2-CdA, FA, RIT czy ALT.
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Ryec. 3. Ekspresja biatek regulujacych apoptozg w 24 godzinnych hodowlach z SDX-101 stosowanym pojedynczo oraz w skoja-
rzeniu z ANP i przeciwcialami monoklonalnymi. Na osi Y przedstawiono wielokrotno$¢ zmiany ekspresji badanych biatek
Fig. 3. Expression of apoptosis regulating proteins in the 24-hours cultures with SDX-101 and in cobination with purine

analogues and monolonal antibodies. Y-axis showes a grade of change in protein expression

W przypadku SDX-308 zastosowanego tacznie z 2-CdA mediana SIC wynosita 34,4%, w porowna-
niu do 0,9% dla 2-CdA stosowanego pojedynczo (p<0,0001). Mediana SIC dla skojarzenia SDX-
308+FA wynosita 36,3%, podczas gdy dla FA stosowana pojedynczo byla na poziomie 0,0%
(p<0,0001). Skojarzenie SDX-308 z RIT indukowato cytotoksyczno$¢ na poziomie 36,9% (mediana
SIC), natomiast mediana SIC dla RIT zastosowanego pojedynczo wynosita 0,0% dla RIT (p<0,0001).
Mediana SIC dla kombinacji SDX-308 z ALT wynosita 39,8%, podczas gdy dla ALT stosowanego
pojedynczo wynosita 2,1% (p<0,0001).
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Rye. 4. Cytotoksyczno$¢ SDX-308 stosowanego pojedynczo oraz w skojarzeniu z ANP i przeciwcialami monoklonalnymi w
24 godzinnych hodowlach komoérek PBL. Na rycinie przedstawiono warto$ci X+SD
Fig. 4. Cytotoxic effect of SDX-308 alone and in combination with purine analogues and monolonal antibodies. X+SD values
are shown
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Rye. 5. Odsetek komorek PBL z aktywna kaspaza 3 w 24 godzinnych hodowlach z SDX-308 stosowanym pojedynczo
i w skojarzeniach z ANP i przeciwciatami monoklonalnymi. Na rycinie przedstawiono warto$ci X+SD
Fig. 5. Caspase 3 activation in the 24 hour cultures of B-CLL cells with SDX-308 alone and in combination with purine
analogues and monolonal antibodies. X+SD values are shown
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Rye. 6. Ekspresja bialek regulujacych apoptozg w 24 godzinnych hodowlach z SDX-308 stosowanym pojedynczo oraz
w skojarzeniu z ANP i przeciwciatami monoklonalnymi. Na osi Y przedstawiono wielko$¢ zmiany ekspresji bialek w stosunku
do kontroli
Fig. 6. Expression of apoptosis regulating proteins in the 24-hours cultures with SDX-308 and in cobination with purine
analogues and monolonal antibodies. Y-axis showes a grade of change in protein expression
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Skojarzenie SDX-308 z innymi lekami nasilalo apoptoze komoérek PBL, jednak réznice te nie byty
istotne statystycznie w odniesieniu do poszczegolnych lekow stosowanych pojedynczo. Mediana SIA
dla SDX-308 zastosowanego tacznie z 2-CdA wynosita 36,8% (vs. 2-CdA — p>0,05), z FA — 25,3% (vs.
FA — p>0,05), z RIT — 24,3% (vs. RIT — p>0,05) z kolei potaczenie z ALT — 32,0% (vs. ALT —
p>0,05).

Poszczegodlne skojarzenia SDX-308 z ALT charakteryzowal wyrazny wzrost ekspresji biatka Bax.
Ekspresja pozostalych biatek zaangazowanych w proces apoptozy réznita si¢ w poszczegolnych skoja-
rzeniach, jednak tylko w kilku przypadkach réznice wykazywaty istotno$¢ statystyczna. Zaobserwowa-
no istotny statystycznie wzrost ekspresji biatka Bak przy skojarzeniu SDX-308 i ALT (p<0,05 w sto-
sunku do kontroli). Kombinacja SDX-308+2-CdA zmniejszata stezenie biatka Mcl-1 w poréwnaniu do
kontroli (p<0,01). W sposob istotny zmniejszata si¢ rowniez ekspresja biatka Bcl-2 dla skojarzenia
SDX-308 i RIT w poréwnaniu z kontrola (p<0,05).

DYSKUSJA

Przez wiele lat FA 1 2-CdA stosowane byly w monoterapii i byly uwazane za najskuteczniejsze leki
w terapii PBL. W kolejnych latach, w badaniach przedklinicznych i klinicznych udowodniono ich syner-
gistyczne dziatanie z innymi lekami, takimi jak cyklofosfamid czy antybiotyki antracyklinowe [1, 20].

RIT jest pierwszym przeciwciatlem monoklonalnym zaaprobowanym przez amerykanska agencje
FDA (US Food and Drug Administration) do leczenia PBL [21]. Najnowsze randomizowane badania
wieloosrodkowe (REACH, CLL-8) potwierdzity wigksza skuteczno$¢ FA i cyklofosfamidu (FC) koja-
rzonych z RIT (schemat R-FC) w poréwnaniu ze schematem FC [22, 23]. ALT jest kolejnym przeciw-
ciatem o duzej aktywnosci u chorych na PBL, zaréwno w pierwszej linii leczenia jak i u chorych opor-
nych na wczesniejsza terapig [21, 24, 25].

W badaniach wilasnych oceniono wplyw lacznego zastosowania powyzszych lekow o uznanej ak-
tywnosci w PBL z analogami etodolaku. Nakladajace si¢ r6zne mechanizmy dziatania tych zwiazkow
moglyby bowiem zwigkszy¢ ich cytotoksycznos¢ w odniesieniu do komorek PBL.

FA i 2-CdA maja podobna budowg chemiczna oraz mechanizm dziatania i wykazuja dziatanie cyto-
toksyczne zardowno wobec komorek proliferujacych, jak i nieaktywnych, pozostajacych w fazie Go/G;
cyklu komoérkowego [26]. Wsrod komorek proliferujacych, cytotoksycznosé tej grupy lekéw zwiazana
jest gléwnie z zahamowaniem syntezy deoksyrybonukleotyddéw kluczowych w replikacji i naprawie
DNA. Apoptoza wywotywana przez ANP moze by¢ indukowana zaré6wno przez szlak biatka p53 w od-
powiedzi na uszkodzenie DNA jak i bezposrednio przez szlak mitochondrialny aktywacji kaspaz [27].
2-CdA wywiera dodatkowy efekt cytotoksyczny w postaci bezposredniego uszkodzenia mitochon-
driowbb [28].

Przeciwciala monoklonalne ktore zastosowano w badaniach wiasnych, RIT i ALT, dzialaja cytoli-
tycznie na komorki PBL wywotujac podobny efekt immunologiczny poprzez mechanizm cytotoksycz-
no$ci komorkowej zaleznej od przeciwcial (ADCC) oraz cytotoksycznosci zaleznej od uktadu dopetnia-
cza (CDC). Dane z piSmiennictwa wskazuja, ze RIT indukuje ponadto apoptoze komorek PBL zalezna
od aktywacji kaspaz [29, 30, 31]. Mechanizm ten, mimo iz do konca nie wyjasniony, moze by¢ istotny
w kojarzeniu RIT z cytostatykami, ktore w wigkszosci sa lekami przeciwnowotworowymi o dziataniu
proapoptotocznym.

W badaniach wlasnych wykazano duza skutecznos$¢ potaczenia SDX-101 z ANP. Skojarzenie SDX-
101 z 2-CdA nasila efekt cytotoksyczny w poréwnaniu do 2-CdA stosowanego pojedynczo. Potaczenie
SDX-101 z FA rowniez zwigksza indywidualng cytotoksyczno$¢ FA, chociaz efekt ten jest mniej wy-
razny, niz w przypadku kombinacji SDX-101+2-CdA. Uzyskane wyniki moga wskazywac na istnienie
dodatkowego mechanizmu dziatania 2-CdA indukujacego apoptozg, by¢ moze wspomnianego bezpo-
sredniego wptywu na mitochondria [28]. Podobne dziatanie przeciwbiataczkowe wykazywata kombi-
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nacja SDX-101 i RIT. Natomiast potaczenie SDX-101 i ALT bylo znacznie skuteczniejsze jedynie
w odniesieniu do samego ALT.

SDX-308 okazat si¢ by¢ bardzo aktywny wobec komoérek PBL zaréwno w skojarzeniu z ANP, jak
iz przeciwcialami monoklonalnymi, a istotnos¢ statystyczna efektu tych skojarzen obserwowano za-
rowno w poréwnaniu do stosowanych pojedynczo ANP jak i przeciwcial monoklonalnych. Znamien-
no$¢ sity dziatania cytotoksycznego testowanych skojarzen byla natomiast maskowana przez wysoka
cytotoksycznosé samego SDX-308.

Zarowno SDX-101, jak i SDX-308 w skojarzeniu ze wszystkimi kojarzonymi lekami aktywnie sty-
mulowaty apoptoze komorek PBL zalezna od aktywacji kaspaz. Najsilniejszy wzrost aktywacji kaspazy
3 w przypadku obu analogoéw etodolaku obserwowano w polaczeniu z 2-CdA. Kombinacje SDX-101
zFA i z przeciwcialami monoklonalnymi wykazywaty nieco stabszy efekt. Z kolei SDX-308 silnie
aktywowal kaspaze 3 rowniez w pozostatych skojarzeniach, a w kombinacji z ALT poziom aktywacji
kaspazy 3 byt zblizony do skojarzenia z 2-CdA.

W badaniach wlasnych oceniano ekspresj¢ bialek regulujacych procesy apoptozy, zarowno promo-
toréw apoptozy — p73, Bax i Bak, jak i inhibitorow apoptozy — Bcl-2 i Mcl-1. Kombinacja SDX-101+2-
CdA istotnie zwigkszata stgzenie biatka Bax w poréwnaniu do efektu obydwu lekéw stosowanych po-
jedynczo (p<0,01) oraz istotnie zmniejszata ekspresje¢ biatka Bcl-2 w komoérkach (p<0,05). Ponadto,
SDX-101 w skojarzeniu z RIT powodowat znaczace obnizenie ekspresji tego biatka w poréwnaniu do
efektu RIT stosowanego pojedynczo (p<0,05). Skojarzenia SDX-101+FA i SDX-101+ALT hamowaty
ekspresje biatek Bcl-2 i Mcl-1, ale roznice w poréwnaniu do efektu poszczegoélnych lekow stosowanych
pojedynczo byty nieistotne statystycznie. Zadne ze skojarzen badanych lekéw nie wplywato na ekspre-
sj¢ biatka Bak.

Poszczegodlne skojarzenia SDX-308 z badanymi lekami charakteryzowat wyrazny, cho¢ niezna-
mienny wzrost ekspresji biatka Bax. Tylko w kilku przypadkach poziom zmian wykazywal istotnosc¢
statystyczna. Kombinacja SDX-308+2-CdA zmniejszala st¢zenie antyapoptotycznego biatka Mcl-1
(p<0,01 w porownaniu do kontroli). W sposob istotny zmniejszata si¢ rowniez ekspresja antyapopto-
tycznego biatka Bcl-2 dla skojarzenia SDX-308 i RIT (p<0,05 w poréwnaniu z kontrola). Zaobserwo-
wano rowniez istotny statystycznie wzrost ekspresji propaototycznego biatka Bak przy skojarzeniu
SDX-308 i ALT (p<0,05).

Ekpresja badanych biatek byta wigc rézna w zaleznosci od rodzaju stosowanej kombinacji. Badane
biatka z rodziny Bcl-2, oprocz biatka p73, biora udziat w indukcji apoptozy szlakiem wewngtrznym,
czyli mitochondrialnym, zaleznym od aktywacji kaspazy 9 [31]. Mozna przypuszczac, ze zwigkszenie
aktywnosci kaspazy 3 w wyniku dziatania badanych skojarzen lekéw wywotywane jest przy dodatko-
wym udziale zewnatrzpochodnego szlaku apoptozy, zaleznego od kaspazy 8. Potwierdzeniem tego
przypuszczenia moze by¢ m.in. indukowana przez SDX-308 redukcja ekspresji czynnika NFkB w ko-
morkach szpiczaka mnogiego (SzM) [32]. Wyjasnienie tego wymaga jednakze dalszych badan na ko-
morkach PBL.

W chwili rozpoczgcia badan wlasnych nie byto doniesien na temat skutecznosci kojarzenia SDX-
101 czy SDX-308 z ANP czy stosowanymi w PBL przeciwciatami monoklonalnymi. Kilka publikacji
dotyczyto natomiast efektu skojarzenia powyzszych analogéw etodolaku z innymi cytostatykami,
szczegblnie w odniesieniu do komorek SzM. Badania Neri i wsp. [35] wykazaly, ze leczenie SDX-101
w skojarzeniu z deksametazonem nasila indukowang deksametazonem aktywacj¢ kaspaz w komorkach
SzM OPMI1. Potaczenie to wywotato 81,4% cytotoksycznos¢ i wykazato silnie synergistyczny mecha-
nizm dzialania badanych lekow. Autorzy wykazali ponadto, ze skojarzone leczenie tymi lekami induku-
je znaczne zahamowanie aktywnosci przeszczepu ksenograficznego ludzkich komoérek SzM u myszy,
u ktorych przeszczepiono oporne na deksametazon komorki OPM1. Istotne jest, ze w modelu tym le-
czenie SDX-101 lub deksametazonem pojedynczo nie indukowato redukcji wielkosci guza w poréwna-
niu z kontrola [35].
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Lindhagen 1 wsp. [33] zaobserwowali, ze SDX-101 i SDX-308 nasilaja cytotoksyczne dziatanie
chlorambucylu, winkrystyny i doksorubicyny na komorki linii U937-gtb. Wigkszo$¢ kombinacji lekow
wykazywala dziatanie addytywne, jednak 70% synergizm stwierdzono po skojarzeniu SDX-308 i chlo-
rambucylu na linii komorkowej U937-gtb w dwoch trzecich probek.

Co interesujace, w badaniach wlasnych wyodrgbniono grupg pacjentéw pierwotnie opornych na
ANP, u ktorych leki te stosowane pojedynczo wykazywaty indeks SIC ponizej 5%. Wykazano, ze w
grupach tych zarowno SDX-101 jak i SDX-308 wykazywaty niezmiennie silny efekt cytotoksyczny.
Podobne wyniki przedstawili Yasui i wsp. [34] w odniesieniu do komoérek SzM in vitro. Wykazali oni,
ze SDX-308 indukuje cytotoksycznos$¢ komorek SzM zardwno wrazliwych, jak i opornych na leczenie
deksametazonem, doksorubicyna i melfalanem, oraz komorek biataczkowych i chtoniakowych opor-
nych na bortezomib. SDX-308 okazat si¢ skuteczny rowniez w obecnosci IL-6, IGF-1 i komoérek pod-
scieliska szpiku [34]. Z kolei Neri wsp. [35] wykazali, ze SDX-308 przetamuje opornos¢ na deksame-
tazon w populacji komoérek SzM OPM1 opornych na ten lek. Tak wigc badane analogi etodolaku,
w szczegdlnosci SDX-308 moga znalez¢ zastosowanie nawet w przypadku nowotworow krwi opornych
na leczenie pierwszoliniowe, w tym w przypadkach PBL opornych na ANP.

PODSUMOWANIE

Badano efekty skojarzenia SDX-101 i SDX-308 z ANP (2-CdA i FA) oraz przeciwciatami mono-
klonalnymi (RIT i ALT). Skojarzenie SDX-101 z 2-CdA nasilalo efekt cytotoksyczny w poréwnaniu
do obydwu lekow stosowanych pojedynczo. Potaczenie SDX-101 z FA rowniez zwigkszato indywidu-
alng cytotoksycznos¢ SDX-101 czy FA, chociaz efekt ten byt mniej wyrazny niz w przypadku kombi-
nacji SDX-101+2-CdA. Podobne dziatanie przeciwbialaczkowe wykazywata kombinacja SDX-101
i RIT. Natomiast potaczenie SDX-101 i ALT bylo znacznie skuteczniejsze jedynie w odniesieniu do
samego ALT.

SDX-308 okazal si¢ by¢ znacznie bardziej aktywny wobec komorek PBL zarowno w skojarzeniu
z ANP, jak i przeciwciatami monoklonalnymi. Uniemozliwilo to jednak wtasciwa oceng interakcji tych
lekow, gdyz sita dziatania lekéw zastosowanych w skojarzeniach byta maskowana wysoka cytotok-
syczno$cia samego SDX-308.
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