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STRESZCZENIE 

Przewlekła białaczka limfocytowa (PBL) jest najczęstszą białaczką w Europie. Obecnie najskuteczniejszą metodą  
leczenia, zarówno u wcześniej nieleczonych chorych, jak i w przypadkach opornych na terapię pierwszoliniową, jest 
łączne stosowanie analogów puryn z cyklofosfamidem oraz przeciwciałem monoklonalnym anty-CD20, rytuksyma-
bem (RIT). Istotne znaczenie w leczeniu tej choroby ma również inne przeciwciało monoklonalne – alemtuzumab 
(ALT). 
W badaniach własnych dokonano oceny cytotoksyczności nowych analogów etodolaku: SDX-101 oraz SDX-308 
w skojarzeniu z analogami nukleozydów purynowych (ANP) (kladrybiną, 2-CdA i fludarabiną, FA) oraz przeciwcia-
łami monoklonalnymi (RIT i ALT). 
Wszystkie badania przeprowadzono w oparciu o techniki cytometrii przepływowej na komórkach wyizolowanych od 
99 nieleczonych wcześniej chorych na PBL. W badaniach własnych wykazano dużą skuteczność połączenia SDX-
101 z ANP, przy czym efekt ten był mniej zaznaczony przy połączeniu SDX-101 z FA. Podobne działanie przeciw-
białaczkowe wykazywała kombinacja SDX-101 i RIT. Natomiast połączenie SDX-101 i ALT było znacznie skutecz-
niejsze jedynie w odniesieniu do samego ALT. SDX-308 okazał się być bardzo aktywny wobec komórek PBL za-
równo w skojarzeniu z ANP, jak i z przeciwciałami monoklonalnymi. Zarówno SDX-101, jak i SDX-308 
w skojarzeniu ze wszystkimi kojarzonymi lekami aktywnie indukowały apoptozę komórek PBL zależną od aktywacji 
kaspaz. Największy wzrost kaspazy 3 w przypadku obu analogów etodolaku obserwowano w połączeniu z 2-CdA. 

SŁOWA KLUCZOWE: SDX-101 – SDX-308 – Etodolak – Niesteroidowe leki przeciwzapalne – Przewlekła białaczka 
limfocytowa – Analogi nukleozydów purynowych –  Przeciwciała 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 

 

 

WSTĘP 
 
Przewlekła białaczka limfocytowa (PBL) jest najczęstszą białaczką w Europie. Mimo istotnych po-

stępów w biologii i terapii, choroba ta pozostaje nieuleczalna, a czas przeżycia pacjentów tylko nie-
znacznie się wydłużył.  

Największy postęp w leczeniu PBL uzyskano dzięki wprowadzeniu do leczenia analogów nukle-
ozydów purynowych (ANP). Ich mechanizm działania polega na zahamowaniu reduktazy rybonukle-
ozydowej i polimerazy DNA, zahamowaniu syntezy DNA i w dalszej kolejności indukcji apoptozy [1, 
2]. Zastosowanie ANP pozwala uzyskać większy odsetek odpowiedzi, w tym również całkowitych re-
misji (complete remission, CR) oraz dłuższy czas wolny od progresji choroby (progression free su-
rvival, PFS) w porównaniu z leczeniem chlorambucylem, lekiem stosowanym do niedawna standardo-
wo w pierwszej linii leczenia u chorych z PBL  [3–6].  

Obecnie najskuteczniejszą metodą  leczenia, zarówno u wcześniej nieleczonych chorych, jak i w 
przypadkach opornych na terapię pierwszoliniową, jest łączne stosowanie ANP z rytuksymabem (RIT) 
(przeciwciało monoklonalne anty-CD20). RIT składa się z ludzkiej sekwencji stałej IgG1К oraz z my-
sich sekwencji zmiennych [7]. Za pośrednictwem fragmentu Fab łączy się z cząsteczką CD20, której 
ekspresję stwierdza się na zdrowych i białaczkowych limfocytach B. Poprzez domenę Fc RIT urucha-
mia mechanizmy układu odpornościowego, prowadzące do lizy komórek B [8]. Mechanizmami odpo-
wiedzialnymi za efekt cytotoksyczny działania RIT jest cytoliza zależna od układu dopełniacza (com-
plement-dependent cytotoxicity, CDC) oraz cytotoksyczność komórkowa zależna od przeciwciał (anti-
body-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) [9–12, 14]. Wykazano również, że RIT powoduje 
zależną od kaspaz apoptozę komórek PBL [13]. 

Istotne znaczenie w leczeniu tej choroby ma również inne przeciwciało monoklonalne – alemtuzu-
mab (ALT), skierowane przeciw antygenowi CD52 [14]. Antygen CD52 jest glikoproteiną występującą 
na prawidłowych, ale również zmienionych nowotworowo limfocytach, monocytach i komórkach NK 
[15, 16, 17]. Wyniki badań przedklinicznych wskazują, że przeciwciało to działa synergistycznie z in-
nymi lekami stosowanymi w PBL, jak kladrybina (2-CdA) czy fludarabina (FA) [18]. Przeciwciała 
monoklonalne są skuteczne również u pacjentów z delecją lub mutacją genu P53, identyfikowaną po-
przez stwierdzenie delecji w ramionach krótkich chromosomu 17 (17p). 

Niektóre doświadczenia i obserwacje kliniczne wskazują, że działanie przeciwnowotworowe wyka-
zują także nowe pochodne etodolaku – SDX-101 oraz SDX-308. SDX-101 jest prawo-skrętną formą 
izomeryczną etodolaku, leku z grupy niesteroidowych leków przeciwzapalnych (NLPZ), powszechnie 
stosowanego w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawów, natomiast SDX-308 jest nowym analo-
giem SDX-101. Uzyskano go przez podstawienie grupy bromkowej do pierścienia aromatycznego R-
etodolaku oraz redukcję grupy ketonowej [19]. Według najnowszych badań, dzięki tym modyfikacjom 
cechuje się on silniejszym działaniem przeciwko komórkom PBL. W badaniach własnych podjęto pró-
bę oceny działania obu analogów etodolaku w skojarzeniu z lekami już uznanymi  w leczeniu PBL: 
analogami puryn (ANP) i przeciwciałami monoklonalnymi .  
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MATERIAŁ I METODY 
 

Badania przeprowadzono na komórkach jednojądrowych, wyizolowanych od 99, wcześniej niele-
czonych, chorych na PBL. Charakterystykę kliniczną badanych chorych przedstawiono w tabeli 1. Ma-
teriał do badań stanowiła krew obwodowa chorych, pobierana przy okazji rutynowych badań diagno-
stycznych. Grupę kontrolną stanowiło 9 zdrowych ochotników. Badanie uzyskało zgodę Komisji Bio-
etycznej przu UM w Łodzi, a wszyscy chorzy wyrazili pisemną zgodę na udział w badaniu. 
 

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

 
Wiek (lata) Mediana      –          70 

Zakres         –          37–100 
Płeć Kobiety       –         49 (%) 

Mężczyźni  –          51(%) 
Leukocytoza (1x109/l) Mediana      –          33 

Zakres         –          6,9÷300 
Stężenie hemoglobiny (g%) Mediana      –          12,9 

Zakres         –            5,2÷17 
Liczba płytek krwi (1x109/l) Mediana      –          152 

Zakres         –          2÷453 
 
Okres kliniczny wg Rai 

0     –                      44 
I      –                      20 
II    –                       4 
III   –                       8 
IV   –                       23 

Ekspresja antygenu CD38 (%) Mediana    –           8,25 
Zakres       –           0,21÷98 

Ekspresja białka ZAP-70 (%) Mediana    –           6,53 
Zakres       –           0,02÷99,14 

 

 
Izolacja komórek jednojądrowych 

 
W celu izolacji komórek jednojądrowych krew heparynizowaną nanoszono na warstwę Histopaque-

1077 i wirowano w gradiencie gęstości (Sigma Diagnostics, Inc. ST.Louis, Mo, USA) stosując 3600 
obrotów na minutę przez 20 minut. Następnie, komórki odpłukiwano przez wirowanie w płynie Hanksa 
(Biomed, Lublin, Polska), a następnie w medium hodowlanym RPMI-1640 (BioWhitaker, Lonza, Ve-
rviers, Belgia).  

Limfocyty z pełnej krwi obwodowej znakowano za pomocą standardowego panelu przeciwciał mo-
noklonalnych rozpoznających antygeny CD19, CD20, CD23, CD5, CD3, CD4, CD8, CD56. W celu 
oceny immunofenotypowej 50 µl krwi inkubowano przez okres 15 minut z odpowiednimi przeciwcia-
łami (dodawanymi w ilości zgodnej z zaleceniami producenta). Następnie materiał poddano 15-
minutowej lizie, bez późniejszego płukania (metoda lyse - no wash). Wszystkich pomiarów dokonywa-
no przy użyciu cytometru przepływowego FACS Calibur (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA). 
W trakcie każdej analizy mierzono fluorescencję 10 000 komórek.  

 
Hodowle 

 
Zawiesinę komórek dodawano do 24- i 48- dołkowych płytek (Nunc, Roskilde, Dania) lub do na-

czynka o pojemności 1000 ml (Nunc Roskilde, Dania). Stężenie komórek w hodowlach wynosiło 0,5 x 
106/ml. Komórki hodowano w przygotowanym medium RPMI–1640, z dodatkiem 10% surowicy by-
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dlęcej, 3 ml L-glutaminy, 5ml mieszanki streptomycyny i penicyliny (wszystkie odczynniki – Sigma, 
Taufkirchen, Niemcy). Izolacja komórek i zakładanie hodowli odbywały się w warunkach jałowych.  

  Wyizolowane komórki 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 głównej części doświadczeń zakładano następujące hodowle komórek jednojądrowych krwi ob-
wodowej z dodatkiem następujących leków:  

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 
 
Kontrolę stanowiły prowadzone równolegle hodowle komórek jednojądrowych krwi obwodowej 

bez dodatku leków. 
Do wszystkich hodowli z RIT i ALT, na 30 minut przed podaniem tych leków – dodawano drugo-

rzędowe przeciwciało klasy IgG (goat anti-human Fcγ, Jackson Immuno Research, USA) – w celu spo-
tęgowania proapoptotycznego działania przeciwciał monoklonalnych, poprzez zjawisko „cross-
linking”. 

Dawki ANP i przeciwciał monoklonalnych wybrano na podstawie doświadczeń wstępnych na ko-
mórkach pochodzących od 12 chorych na PBL. Były to dawki, które powodowały spadek żywotności 
komórek o ok. 20% po 24 godzinach inkubacji. W efekcie 2-CdA stosowano w dawce 175nM, FA - 3,5 
nM,  RIT – 20 µg/ml, ALT – 20 µg/ml, SDX-101 – 800 µM, a SDX-308 w dawce 50 µM. 

Stopień cytotoksycznego działania leków oceniano stosując skompensowany indeks cytotoksyczno-
ści (SIC). Jest to różnica pomiędzy odsetkiem komórek JP+ (indeks cytotoksyczności, IC) w poszcze-
gólnych hodowlach z lekami, a IC w kontrolach. Oceny apoptozy dokonywano na podstawie wykrywa-
nia aktywnej kaspazy 3 oraz za pomocą testu z Aneksyną-V (Ann-V). 

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

Do komórek przygotowanych w opisany sposób dodawano przeciwciało przeciw aktywnej kaspazie 
3 w ilości 50 µl na 100 µl zawiesiny komórek. Następnie otrzymany roztwór  inkubowano przez 30 
minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji komórki przemywano roztworem Perm/Wash i przy 
użyciu cytometru przepływowego (FACSCalbur, Becton Dickinson, San Jose, Ca, USA). Dla oceny 
nasilenia apoptozy w poszczególnych hodowlach obliczano indeks apoptotyczny (IA), czyli odsetek 
komórek apoptotycznych, wykazujących aktywację kaspazy 3. Różnica pomiędzy IA w hodowlach 
z lekami, a IA w równoległych kontrolach była określana pojęciem skompensowanego IA (SIA).  

Do pomiaru ekspresji białek zaangażowanych w proces apoptozy użyto komórek, które po inkubacji 
z badanymi związkami zostały utrwalone w 1% formaldehydzie (10 minut, w temperaturze 0oC), a na-
stępnie w 80% alkoholu etylowym (30 minut, w temperaturze 0oC). Po dwukrotnym przemyciu komó-
rek w PBS dokonano ich znakowania przeciwciałami skierowanymi przeciw poszczególnym białkom 
(30 minut, w temperaturze pokojowej, w ciemności). Użyto następujących przeciwciał:  
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1.   Przeciwciało anty-p73 (NeoMarkers, Fremont, CA, USA); 
2.   Przeciwciało anty-Bax (DAKO Cytomation, Glostrup, Dania);  
3.   Przeciwciało anty-Bak (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania); 
4.   Przeciwciało anty-Bcl-2  (DAKO Cytomation, Glostrup, Dania); 
5.   Przeciwciało anty-Mcl-1 (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania). 
 

Analiza statystyczna wyników 
 
Analizę statystyczną uzyskanych wyników przeprowadzono przy użyciu programu STATISTICA 

5.0 (Tulsa, USA). Określano średnią arytmetyczną (X), odchylenie standardowe (SD), medianę oraz 
zakres wartości. Do porównania różnic pomiędzy próbkami traktowanymi lekami, a odpowiednimi 
kontrolami stosowano test Mann-Whitney’a. Do oceny istnienia związków statystycznych pomiędzy 
wynikami używano test korelacji rang R Spearman’a. Za istotne statystycznie uznawane były różnice, 
dla których poziom istotności p był mniejszy od 0,05. 

 
WYNIKI 

 
Po 24 godzinach hodowli in vitro badane leki stosowane pojedynczo wywierały następujący efekt 

cytotoksyczny w stosunku do komórek PBL: mediana SIC dla 2-CdA – 8,4%, FA – 6,4%, RIT – 0,9% 
oraz ALT – 4,0%. Skojarzenie SDX-101 z 2-CdA indukowało znamiennie wyższą cytotoksyczność niż 
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 pozostałych kombinacji SDX-101 wynosiła: 19,7% dla SDX-101+FA (p<0.05 
w porównaniu z pojedynczymi lekami), 23,6% dla SDX-101+RIT (p<0,02 w porównaniu z pojedyn-
czymi lekami) oraz 17,7% dla SDX-101+ALT (p=0,004 w porównaniu z ALT stosowanym pojedyn-
czo). 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

K
on

tr
ol

a 

S
D

X
-1

01

2-
C

dA F
A

R
IT

A
LT

S
D

X
-1

01
 +

2-
C

dA

S
D

X
-1

01
 +

F
A

S
D

X
-1

01
 +

R
IT

S
D

X
-1

01
 +

A
LT

C
yt

ot
ok

sy
cz

no
ść

 (
%

ko
m

ór
ek

 +
)

 
 

Ryc. 1. Cytotoksyczność SDX-101 stosowanego pojedynczo i w skojarzeniu z ANP i przeciwciałami monoklonalnymi w 24 
godzinnych hodowlach komórek PBL. Na Rycinie przedstawiono wartości 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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Wyodrębniliśmy grupę kilku chorych, u których zaobserwowaliśmy brak istotnej cytotoksyczności 
2-CdA (n=6) i FA (n=5) w monoterapii (SIC mniejszy od 5%). W próbkach tych obserwowano zacho-
waną wrażliwość komórek PBL na cytotoksyczne działanie SDX-101 (p<0,05 w porównaniu do efek-
tów 2-CdA i FA). W dalszej części badań analizowano cytotoksyczność SDX-308 skojarzonego z le-
kami: 2-CdA, FA, RIT i ALT wobec komórek PBL (Rycina 1). Po 24 godzinach hodowli in vitro leki te 
stosowane pojedynczo wywierały efekt cytotoksyczny na następującym poziomie: mediana SIC dla 2-
CdA – 0,9%, FA – 0,0%, RIT – 0,0% oraz ALT – 2,1%.  

Skojarzenie SDX-101 z innymi lekami nasilało apoptozę komórek PBL. Mediana SIA dla SDX-
101+2-CdA wynosiła 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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Ryc. 2.  Odsetek komórek PBL z aktywną kaspazą 3 w 24 godzinnych hodowlach z SDX-101, stosowanym pojedynczo oraz 

w skojarzeniach z ANP i przeciwciałami monoklonalnymi. Na Rycinie przedstawiono wartości 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 łącznie z badanymi lekami wywoływał zmiany w ekspresji białek zaanga-
żowanych w proces apoptozy, jednakże tylko w kilku przypadkach zmiany te były istotne statystycznie. 
Kombinacja SDX-101+2-CdA istotnie zwiększała stężenie białka Bax (p<0,01 w porównaniu do efektu 
obydwu leków stosowanych pojedynczo) oraz istotnie zmniejszała ekspresję białka Bcl-2 w komórkach 
(p<0,05). Ponadto, podczas gdy SDX-101 pojedynczo zwiększał ekspresję antyapoptotycznego białka 
Mcl-1, w skojarzeniu z RIT powodował znaczące obniżenie ekspresji tego białka (p<0,05 w porówna-
niu do efektu obydwu leków stosowanych pojedynczo). Kombinacje SDX-101+FA i SDX-101+ALT 
hamowały ekspresję białek Bcl-2 i Mcl-1, ale różnice w porównaniu do efektu poszczególnych leków 
stosowanych pojedynczo były nieistotne statystycznie. Żadne ze skojarzeń badanych leków nie wpły-
wały na ekspresję białka Bak.  

Skojarzenie SDX-308 ze wszystkim lekami indukowało większą cytotoksyczność niż leki stosowa-
ne pojedynczo. Jednak różnice istotne statystycznie stwierdzono jedynie dla cytotoksyczności poszcze-
gólnych skojarzeń w porównaniu do efektów samego 2-CdA, FA, RIT czy ALT.  
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Ryc. 3. Ekspresja białek regulujących apoptozę w 24 godzinnych hodowlach z SDX-101 stosowanym pojedynczo oraz w skoja-

rzeniu z ANP i przeciwciałami monoklonalnymi. Na osi Y przedstawiono wielokrotność zmiany ekspresji badanych białek 
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 łącznie z 2-CdA mediana SIC wynosiła 34,4%, w porówna-
niu do 0,9% dla 2-CdA stosowanego pojedynczo (p<0,0001). Mediana SIC dla skojarzenia SDX-
308+FA wynosiła 36,3%, podczas gdy dla FA stosowana pojedynczo była na poziomie 0,0% 
(p<0,0001). Skojarzenie SDX-308 z RIT indukowało cytotoksyczność na poziomie 36,9% (mediana 
SIC), natomiast mediana SIC dla RIT zastosowanego pojedynczo  wynosiła 0,0% dla RIT (p<0,0001). 
Mediana SIC dla kombinacji SDX-308 z ALT wynosiła 39,8%, podczas gdy dla ALT stosowanego 
pojedynczo  wynosiła 2,1% (p<0,0001).  
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Ryc. 4. Cytotoksyczność SDX-308 stosowanego pojedynczo oraz w skojarzeniu z ANP i przeciwciałami monoklonalnymi w 

24 godzinnych hodowlach komórek PBL. Na rycinie przedstawiono wartości 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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Ryc. 5. Odsetek komórek PBL z aktywną kaspazą 3 w 24 godzinnych hodowlach z SDX-308 stosowanym pojedynczo 

i w skojarzeniach z ANP i przeciwciałami monoklonalnymi. Na rycinie przedstawiono wartości 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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Ryc. 6. Ekspresja białek regulujących apoptozę w 24 godzinnych hodowlach z SDX-308 stosowanym pojedynczo oraz 

w skojarzeniu z ANP i przeciwciałami monoklonalnymi. Na osi Y przedstawiono wielkość zmiany ekspresji białek 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 nasilało apoptozę komórek PBL, jednak różnice te nie były 
istotne statystycznie w odniesieniu do poszczególnych leków stosowanych pojedynczo. Mediana SIA 
dla SDX-308 zastosowanego łącznie z 2-CdA wynosiła 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 połączenie z ALT – 32,0% (vs. ALT – 
p>0,05). 

Poszczególne skojarzenia SDX-308 z ALT charakteryzował wyraźny wzrost ekspresji białka Bax. 
Ekspresja pozostałych białek zaangażowanych w proces apoptozy różniła się w poszczególnych skoja-
rzeniach, jednak tylko w kilku przypadkach różnice wykazywały istotność statystyczną. Zaobserwowa-
no istotny statystycznie wzrost ekspresji białka Bak przy skojarzeniu SDX-308 i ALT (p<0,05 w sto-
sunku do kontroli). Kombinacja SDX-308+2-CdA zmniejszała stężenie białka Mcl-1 w porównaniu do 
kontroli (p<0,01). W sposób istotny zmniejszała się również ekspresja białka Bcl-2 dla skojarzenia 
SDX-308 i RIT w porównaniu z kontrolą (p<0,05).  
 

DYSKUSJA 
 
Przez wiele lat FA i 2-CdA stosowane były w monoterapii i były uważane za najskuteczniejsze leki 

w terapii PBL. W kolejnych latach, w badaniach przedklinicznych i klinicznych udowodniono ich syner-
gistyczne działanie z innymi lekami, takimi jak cyklofosfamid czy antybiotyki antracyklinowe [1, 20].  

RIT jest pierwszym przeciwciałem monoklonalnym zaaprobowanym przez amerykańską agencję 
FDA (US Food and Drug Administration) do leczenia PBL [21]. Najnowsze randomizowane badania 
wieloośrodkowe (REACH, CLL-8) potwierdziły większą skuteczność FA i cyklofosfamidu (FC) koja-
rzonych  z RIT (schemat R-FC) w porównaniu ze schematem FC [22, 23]. ALT jest kolejnym przeciw-
ciałem o dużej aktywności u chorych na PBL, zarówno w pierwszej linii leczenia jak i u chorych opor-
nych na wcześniejszą terapię [21, 24, 25].  

W badaniach własnych oceniono wpływ łącznego zastosowania powyższych leków o uznanej ak-
tywności w PBL z analogami etodolaku. Nakładające się różne mechanizmy działania tych związków 
mogłyby bowiem zwiększyć ich cytotoksyczność w odniesieniu do komórek PBL.  

FA i 2-CdA mają podobną budowę chemiczną oraz mechanizm działania i wykazują działanie cyto-
toksyczne zarówno wobec komórek proliferujących, jak i nieaktywnych, pozostających w fazie G0/G1 
cyklu komórkowego [26]. Wśród komórek proliferujących, cytotoksyczność tej grupy leków związana 
jest głównie z zahamowaniem syntezy deoksyrybonukleotydów kluczowych w replikacji i naprawie 
DNA. Apoptoza wywoływana przez ANP może być indukowana zarówno przez szlak białka p53 w od-
powiedzi na uszkodzenie DNA jak i bezpośrednio przez szlak mitochondrialny aktywacji kaspaz [27]. 
2-CdA wywiera dodatkowy efekt cytotoksyczny w postaci bezpośredniego uszkodzenia mitochon-
driówbb [28].  

Przeciwciała monoklonalne które zastosowano w badaniach własnych, RIT i ALT, działają cytoli-
tycznie na komórki PBL wywołując podobny efekt immunologiczny poprzez mechanizm cytotoksycz-
ności komórkowej zależnej od przeciwciał (ADCC) oraz cytotoksyczności zależnej od układu dopełnia-
cza (CDC). Dane z piśmiennictwa wskazują, że RIT indukuje ponadto apoptozę komórek PBL zależną 
od aktywacji kaspaz [29, 30, 31]. Mechanizm ten, mimo iż do końca nie wyjaśniony, może być istotny 
w kojarzeniu RIT z cytostatykami, które w większości są lekami przeciwnowotworowymi o działaniu 
proapoptotocznym.  

W badaniach własnych wykazano dużą skuteczność połączenia SDX-101 z ANP. Skojarzenie SDX-
101 z 2-CdA nasila efekt cytotoksyczny w porównaniu do 2-CdA stosowanego pojedynczo. Połączenie 
SDX-101 z FA również zwiększa indywidualną cytotoksyczność FA, chociaż efekt ten jest mniej wy-
raźny, niż w przypadku kombinacji SDX-101+2-CdA. Uzyskane wyniki mogą wskazywać na istnienie 
dodatkowego mechanizmu działania 2-CdA indukującego apoptozę, być może wspomnianego bezpo-
średniego wpływu na mitochondria [28]. Podobne działanie przeciwbiałaczkowe wykazywała kombi-
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nacja SDX-101 i RIT. Natomiast połączenie SDX-101 i ALT było znacznie skuteczniejsze jedynie 
w odniesieniu do samego ALT. 

SDX-308 okazał się być bardzo aktywny wobec komórek PBL zarówno w skojarzeniu z ANP, jak 
i z przeciwciałami monoklonalnymi, a istotność statystyczną efektu tych skojarzeń obserwowano za-
równo w porównaniu do stosowanych pojedynczo ANP jak i przeciwciał monoklonalnych. Znamien-
ność siły działania cytotoksycznego testowanych skojarzeń była natomiast maskowana przez wysoką 
cytotoksyczność samego SDX-308. 

Zarówno SDX-101, jak i SDX-308 w skojarzeniu ze wszystkimi kojarzonymi lekami aktywnie sty-
mulowały apoptozę komórek PBL zależną od aktywacji kaspaz. Najsilniejszy wzrost aktywacji kaspazy 
3 w przypadku obu analogów etodolaku obserwowano w połączeniu z 2-CdA. Kombinacje SDX-101 
z FA i z przeciwciałami monoklonalnymi wykazywały nieco słabszy efekt. Z kolei SDX-308 silnie 
aktywował kaspazę 3 również w pozostałych skojarzeniach, a w kombinacji z ALT poziom aktywacji 
kaspazy 3 był zbliżony do skojarzenia z 2-CdA. 

W badaniach własnych oceniano ekspresję białek regulujących procesy apoptozy, zarówno promo-
torów apoptozy – p73, Bax i Bak, jak i inhibitorów apoptozy – Bcl-2 i Mcl-1. Kombinacja SDX-101+2-
CdA istotnie zwiększała stężenie białka Bax w porównaniu do efektu obydwu leków stosowanych po-
jedynczo (p<0,01) oraz istotnie zmniejszała ekspresję białka Bcl-2 w komórkach (p<0,05). Ponadto, 
SDX-101 w skojarzeniu z RIT powodował znaczące obniżenie ekspresji tego białka w porównaniu do 
efektu RIT stosowanego pojedynczo (p<0,05). Skojarzenia SDX-101+FA i SDX-101+ALT hamowały 
ekspresję białek Bcl-2 i Mcl-1, ale różnice w porównaniu do efektu poszczególnych leków stosowanych 
pojedynczo były nieistotne statystycznie. Żadne ze skojarzeń badanych leków nie wpływało na ekspre-
sję białka Bak. 

Poszczególne skojarzenia SDX-308 z badanymi lekami charakteryzował wyraźny, choć niezna-
mienny wzrost ekspresji białka Bax. Tylko w kilku przypadkach poziom zmian wykazywał istotność 
statystyczną. Kombinacja SDX-308+2-CdA zmniejszała stężenie antyapoptotycznego białka Mcl-1 
(p<0,01 w porównaniu do kontroli). W sposób istotny zmniejszała się również ekspresja antyapopto-
tycznego białka Bcl-2 dla skojarzenia SDX-308 i RIT (p<0,05 w porównaniu z kontrolą). Zaobserwo-
wano również istotny statystycznie wzrost ekspresji propaototycznego białka Bak przy skojarzeniu 
SDX-308 i ALT (p<0,05).  

Ekpresja badanych białek była więc różna w zależności od rodzaju stosowanej kombinacji. Badane 
białka z rodziny Bcl-2, oprócz białka p73, biorą udział w indukcji apoptozy szlakiem wewnętrznym, 
czyli mitochondrialnym, zależnym od aktywacji kaspazy 9 [31]. Można przypuszczać, że zwiększenie 
aktywności kaspazy 3 w wyniku działania badanych skojarzeń leków wywoływane jest przy dodatko-
wym udziale zewnątrzpochodnego szlaku apoptozy, zależnego od kaspazy 8. Potwierdzeniem tego 
przypuszczenia może być m.in. indukowana przez SDX-308 redukcja ekspresji czynnika NFκB w ko-
mórkach szpiczaka mnogiego (SzM) [32]. Wyjaśnienie tego wymaga jednakże dalszych badań na ko-
mórkach PBL. 

W chwili rozpoczęcia badań własnych nie było doniesień na temat skuteczności kojarzenia SDX-
101 czy SDX-308 z ANP czy stosowanymi w PBL przeciwciałami monoklonalnymi. Kilka publikacji 
dotyczyło natomiast efektu skojarzenia powyższych analogów etodolaku z innymi cytostatykami, 
szczególnie  w odniesieniu do  komórek SzM. Badania Neri i wsp. [35] wykazały, że leczenie SDX-101 
w skojarzeniu z deksametazonem nasila indukowaną deksametazonem aktywację kaspaz w komórkach 
SzM OPM1. Połączenie to wywołało 81,4% cytotoksyczność i wykazało silnie synergistyczny mecha-
nizm działania badanych leków. Autorzy wykazali ponadto, że skojarzone leczenie tymi lekami induku-
je znaczne zahamowanie aktywności przeszczepu ksenograficznego ludzkich komórek SzM u myszy, 
u których przeszczepiono oporne na deksametazon komórki OPM1. Istotne jest, że w modelu tym le-
czenie SDX-101 lub deksametazonem pojedynczo nie indukowało redukcji wielkości guza w porówna-
niu z kontrolą [35]. 
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Lindhagen i wsp. [33] zaobserwowali, że SDX-101 i SDX-308 nasilają cytotoksyczne działanie 
chlorambucylu, winkrystyny i doksorubicyny na komórki linii U937-gtb. Większość kombinacji leków 
wykazywała działanie addytywne, jednak 70% synergizm stwierdzono po skojarzeniu SDX-308 i chlo-
rambucylu na linii komórkowej U937-gtb w dwóch trzecich próbek.  

Co interesujące, w badaniach własnych wyodrębniono grupę pacjentów pierwotnie opornych na 
ANP, u których leki te stosowane pojedynczo wykazywały indeks SIC poniżej 5%. Wykazano, że w 
grupach tych zarówno SDX-101 jak i SDX-308 wykazywały niezmiennie silny efekt cytotoksyczny. 
Podobne wyniki przedstawili Yasui i wsp. [34] w odniesieniu do komórek SzM in vitro. Wykazali oni, 
że SDX-308 indukuje cytotoksyczność komórek SzM zarówno wrażliwych, jak i opornych na leczenie 
deksametazonem, doksorubicyną i melfalanem, oraz komórek białaczkowych i chłoniakowych opor-
nych na bortezomib. SDX-308 okazał się skuteczny również w obecności IL-6, IGF-1 i komórek  pod-
ścieliska szpiku [34].  Z kolei Neri wsp. [35] wykazali, że SDX-308 przełamuje oporność na deksame-
tazon w populacji komórek SzM OPM1 opornych na ten lek. Tak więc badane analogi etodolaku, 
w szczególności SDX-308 mogą znaleźć zastosowanie nawet w przypadku nowotworów 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 przeciwciałami mono-
klonalnymi  (RIT i ALT). Skojarzenie SDX-101 z 2-CdA nasilało efekt cytotoksyczny w porównaniu 
do obydwu leków stosowanych pojedynczo. Połączenie SDX-101 z FA również zwiększało indywidu-
alną cytotoksyczność SDX-101 czy FA, chociaż efekt ten był mniej wyraźny niż w przypadku kombi-
nacji SDX-101+2-CdA. Podobne działanie przeciwbiałaczkowe wykazywała kombinacja SDX-101 
i RIT. Natomiast połączenie SDX-101 i ALT było znacznie skuteczniejsze jedynie w odniesieniu do 
samego ALT.  

SDX-308 okazał się być znacznie bardziej aktywny wobec komórek PBL zarówno w skojarzeniu 
z ANP, jak i przeciwciałami monoklonalnymi.  Uniemożliwiło to jednak właściwą ocenę interakcji tych 
leków, gdyż siła działania leków zastosowanych w skojarzeniach była maskowana wysoką cytotok-
sycznością samego SDX-308. 
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