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Nowe cele terapii ukierunkowanej w nowotworach
uktadu chtonnego z perspektywy ostatnich 5 lat badan

New therapeutic targets in lymphoid malignancies
— 5-year research perspective
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Streszczenie

Badania translacyjne nad nowotworami ukladu chionnego w perspektywie ostatnich 5 lat byly
wyjgtkowo fascynujgcym i owocnym okresem. Przyczynily sig do tego nowe mozliwosci technolo-
giczne, rozwoj mocy obliczeniowych i bioinformatyki, a takze wspolpraca osrodkow akademickich
1 przemysitu. Z perspektywy 5 lat i wplywu tych badan na praktyke kliniczng za szczegolnie wazne
nalezy uznac wyniki badan dotyczqcych epigenetycznych mechanizmow regulacyi funkcji genomu,
badan nad rolg receptora B-komorkowego oraz mechanizmow immunomodulacyjnych dotyczgcych
nowotworu. Te obszary badawcze doprowadzily do rejestracji nowych lekow, a ich potencjal trans-
lacyiny bedzie najprawdopodobniej dalej rozwijany w kolejnych latach.

Stowa kluczowe: nowotwory uktadu chtonnego, sygnat BCR, zmiany epigenetyczne,
mikrosrodowisko, immunomodulacja, leczenie celowane
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Abstract

Translational studies on lymphoid malignancies have been, over the last 5 years, particularly
intriguing and productive/fruitful. New discoveries have been fuelled by new technological ve-
search platforms, increasing computational powers, advances in bioinformatics and increasing
academic-biotech/pharmaceutical partnerships. In some cases, this has led to vital advances in
clinical practice where discoveries in epigenetic mechanisms were particularly significant in the
regulation of human genome function, B-cell receptor signalling and tumour-associated immune
escape mechanisms. It is very likely that the translational potential of these findings will thus be
Sfurther developed in the future.
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Wprowadzenie

Badania translacyjne nad nowotworami ukladu
chionnego w perspektywie ostatnich 5 lat byly
wyjatkowo fascynujacym i owocnym okresem.
Przyczynily sie do tego nowe mozliwo$ci tech-
nologiczne umozliwiajace wielkoprzepustowe
sekwencjonowanie genomu i badanie mechani-
zmow epigenetycznych odpowiadajacych za jego
funkcjonowanie, rozwdj mocy obliczeniowych i bio-
informatyki, a takze zacieSniajaca sie wspoOlpraca
osrodkow akademickich i przemystu. Coraz wiek-
sz zlozonoScia charakteryzowaly sie modele eks-
perymentalne pozwalajace na okreslenie wplywu
mikro§rodowiska na wzrost nowotworow uktadu
chionnego. Zmiany te doprowadzily, z jednej strony,
do lawinowej identyfikacji sprawczych zaburzen ge-
netycznych, a z drugiej — do masowego testowania
maloczasteczkowych inhibitorow zmutowanych
bialek 1 badan bioczastek. Z perspektywy ostatnich
lat 1 wplywu tych badan na praktyke kliniczng za
szczegolnie wazne nalezy uznac te, ktore pozwolily
blizej poznac epigenetyczne mechanizmy reguluja-
ce funkcjonowanie genomu i ktérych translacyjny
potencjal bedzie najprawdopodobniej dalej rozwi-
jany w kolejnych latach. Do rejestracji nowych,
skutecznych wedtug pierwszych doniesien, lekow
doprowadzily badania nad rolg sygnatu receptora
B-komorkowego (BCR, B-cell receptor), a badania
nad rolg mikrosrodowiska i mechanizméw immuno-
modulacyjnych dotyczacych nowotworu pozwalajg
wykorzystywac potencjal uktadu odporno$ciowego
do walki z nowotworem.

Mechanizmy epigenetyczne

Opublikowanie pierwszego draftu genomu
czlowieka 15 lat temu otworzylo droge do dalszych
badan, ktorych celem bylo poznanie mechanizmow
jego funkcjonowania. Ostatnie 5 lat przynioslio
znaczny postep w zrozumieniu roli struktury chro-
matyny warunkujacej dostepno§é DNA dla aparatu
transkrypcyjnego. Kluczowa role w tym procesie
odgrywaja modyfikacje epigenetyczne, w tym
modyfikacje kowalencyjne biatek histonowych,
metylacja DNA oraz mechanizmy pozycjonowania
nukleosomow [1]. Mechanizmy te wplywaja na
ekspresje gendow poprzez utrzymanie otwartej,
permisywnej struktury chromatyny dostepne;j
dla czynnikow transkrypcyjnych lub na jej upako-
wanie 1 transkrypcyjne wyciszenie. Modyfikacje
epigenetyczne stanowiagce sygnal dla aktywacji
1 represji moga ze sohg wspolistnieé (chromatyna
,2dwuwarto$ciowa” — bivalent marks), a usuniecie

jednych lub drugich podczas réznicowania komorki
decyduje o wyciszeniu lub aktywacji danego regio-
nu chromatyny i losie komorki [2]. Modyfikacje epi-
genetyczne maja ponadto charakter hierarchiczny
1kooperatywny, ostateczny efekt modyfikacji zalezy
zatem od calego szeregu wspolistniejacych zmian.

Komorki nowotworowe wykazuja wiele podo-
bienstw — zarowno w zakresie aktywno$ci kom-
pleksow enzymatycznych odpowiedzialnych za mo-
dyfikacje epigenetyczne, jak 1 samych modyfikacji
— do komorek macierzystych/progenitorowych [2].
Zaburzona regulacja epigenetyczna w komorkach
nowotworowych moze zatem warunkowac ich po-
dobienstwo do komorek macierzystych (stemness)
1 zwiekszaé potencjat ich odnawialnos$ci. Komorki
nowotworowe wykazuja ponadto roznice w stosun-
ku do prawidlowych, zréznicowanych komorek im
odpowiadajacych, dotyczace modyfikacji epigene-
tycznych wylaczajacych ekspresje nowotworowych
genow supresorowych oraz antygenow zwigzanych
z nowotworem. Deregulacja epigenetyczna tych
gendw sprzyja zatem proliferacji 1 oporno$ci na
apoptoze oraz zmniejsza immunogenno$¢é komo-
rek nowotworowych.

Enzymy warunkujace okre$lone modyfikacje
epigenetyczne moga by¢ rowniez przedmiotem
aberracji strukturalnych zmieniajacych ich ak-
tywno$é. Mutacje w genach acetylotransferaz
histonowych CREBBP (CREB binding protein)
1 EP300 (E1A binding protein p300) sa czestym
zjawiskiem — obserwowanym u 36% chorych
z chioniakiem rozlanym z duzych komorek B
(DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma) 1 40% os6b
z chioniakiem grudkowym (FL, follicular lympho-
ma) [3]. Mutacje te wystepowaly w sposob wzajem-
nie sie wykluczajacy 1 powodowaly utrate funkcji
kodowanych biatek. Mutacje genu innego enzymu,
EZH2 (enhancer of zeste 2, polycomb repressive
complex 2 subunit), wykazujacego katalityczna
aktywno$¢ metylotransferazy lizyny K27 histonu
H3, s czestym zaburzeniem w postaciach germinal
center B-cell-like DLBCL (GCB-DLBCL) [4-7].
Mutacja dotyczaca Tyr641 katalitycznej domeny
SET genu EZHZ2 powoduje zwiekszong aktywno$¢
tego enzymu.

Niektore zaburzenia w regulacji epigenetycz-
nej w nowotworach ukladu chionnego nie majg
przyczyn strukturalnych. Redystrybucja i1 zabu-
rzenia w metylacji DNA s3 typowa cechg chlonia-
kow zwigzanych z centrum germinalnym, w tym
DLBCL. Hipermetylacja i wyciszenie ekspres;ji
geno6w w DLBCL roznicuje ich pochodzenie (GCB
v. ABC [activated B-cell-like]) i stanowi czynnik
prognostyczny [1].
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Deregulowane mechanizmy epigenetyczne
w nowotworach uktadu chtonnego stanowig obiecu-
jacy cel terapeutyczny. Celowana interwencja moze
dotyczy¢ acetylacji chromatyny, metylacji DNA lub
swoiscie deregulowanych enzymoéw, na przyklad
EZH2. Po rejestracji inhibitorow deacetylaz hi-
stonowych (HDAC, histone deacetylase inhibitors)
w leczeniu chorych na T-komoérkowe chioniaki
nie-Hodgkina (T-NHL, non-Hodgkin lymphoma)
leki te trafily do badan klinicznych w B-komor-
kowych NHL (B-NHL). Obecnie trwaja badania
z ich uzyciem w monoterapii lub w polaczeniu
z innymi lekami celowanymi lub konwencjonalna
immunochemioterapia [8-10]. Na podobnym etapie
badan w B-NHL s3 leki demetylujace. W badaniach
przedklinicznych wykazano ponadto aktywnos¢
celowanych inhibitorow EZH2; inhibitor EPZ-6438,
dzialajacy kompetycyjnie w stosunku do donora ak-
tywnych grup metylowych S-adenozylometioniny,
selektywnie hamuje metylacje lizyny 27 histonu
H3 (H3K27) zar6wno w komorkach z mutacja
aktywujaca EZH2 Y641, jak ijego dzika forma. Za-
hamowanie metylacji H3K27 prowadzi selektywnie
do apoptozy komorek z mutacjg aktywujaca EZH2,
co wskazuje na zalezno$¢ komorek chtoniakowych
od tej aberracji [11]. Inhibitor trafit do badan kli-
nicznych 1. fazy w 2013 roku (NCT01897571).

Aby zaburzenia ilo$ci, jakoSci 1 dystrybucji
modyfikacji epigenetycznych DNA i bialek histo-
nowych przelozyly sie na funkcjonowanie aparatu
transkrypcyjnego, niezbedna jest obecno$¢ biatek
zdolnych do ich odczytania (chromatin readers).
Bialka te poprzez obecno$¢ swoistych domen wiaza
sie z modyfikacjami DNA 1 bialek histonowych
1 rekrutujg bialka odpowiadajace za transkrypcje.
Do biatek odczytujacych ten kod histonowych mo-
dyfikacji epigenetycznych naleza bialka zawierajace
bromodomeny [12]. Spo$rod 46 znanych biatek tej
rodziny szczegdlnie interesujaca z punktu widzenia
terapii celowanych jest podrodzina biatek BET
(bromodomain and extra-terminal domain BRD2,
BRD3, BRD4). Bialka te zawieraja dwie bromo-
domeny na N-koncu odpowiedzialne za wigzanie
hiperacetylowanych region6w promotorowych
1 sekwencji wzmacniajacych. Poprzez C-konicowa
domene bialka BET rekrutujg P-TEFb (positive
transcription elongation factor), ktory fosforyluje
polimeraze RNA II, co prowadzi do jej pelnej ak-
tywacji [12]. Biatka BET wigza sie preferencyjnie
z duzymi regionami chromatyny okupowanymi row-
niez przez biatko MEDIATOR, zwanymi superen-
hancerami [13]; odpowiadaja one za wzmocnienie
ekspresji czynnikow transkrypcyjnych kluczowych
dla ukierunkowania ro6znicowania komorek i odpo-

wiadajgcych za ich tozsamo$c, ale rowniez za eks-
presje onkogenow. Zahamowanie wigzania BRD4 do
chromatyny powoduje toksyczno$¢ w modelach in
vitro 11n vivo w wielu nowotworach uktadu chtonne-
g0 [14-17]. W komérkach szpiczaka plazmocytowe-
go (PCM, plasma cell myeloma) i chtoniaka Burkitta
(BL, Burkitt lymphoma) inhibitory bromodomen
powoduja dzialanie cytostatyczne i cytotoksyczne
W mechanizmie przynajmniej cze$ciowo zaleznym
od zmian transkrypcji MYC (v-myc avian myelocy-
tomatosis viral oncogene homolog) [17]. W DLBCL
inhibitory BRD4 wykazywaly cytostatyczny wplyw
na szeroki panel linii komorkowych, niezaleznie od
ich charakterystyki molekularnej (ABC v. GCB)
[14]. Inhibitory BRD4 wptywaly giownie na zaha-
mowanie cyklu komorkowego w DLBCL i istotnie
ograniczaly wzrost komorek ksenotransplantowa-
nych immunoniekompetentnym myszom. Wyka-
zano, ze BRD4 wiaze sie bardzo asymetrycznie do
genomu DLBCL — okoto 33% BRD4 lokalizowato
sie w obszarze 1,6% superehancerow aktywnych
gendw [14]. Do biatek regulowanych przez su-
perenhancery w DLBCL nalezg liczne onkogeny,
miedzy innymi: BCL6 (B-cell CLL/lymphoma 6),
OCA-B (POU2AF1, POU class 2 associating factor
1), PAX5 (paired box 5), IRF8 (interferon regu-
latory protein 8), MYC. Zahamowanie BRD4 ich
swoistymi inhibitorami (JQ1) prowadzito do glo-
balnego zmniejszenia transkrypcji zaleznej od
superenhancerdw, a w szczegolnos§ci zmniejszenia
ekspresji onkogenow zaleznych od tych sekwencji;
BRD4 wiaze sie na przyklad silnie z superenhance-
rami loci immunoglobulinowych, przez co inhibicja
BRD4 zmniejsza ekspresje onkogenow translo-
kowanych w obreb genow kodujacych lancuchy
ciezkie immunoglobulin (IgH, immunoglobulin
heavy chain) Reasumujac, badania te wskazuja, ze
BRD4 stanowi pomost miedzy zaburzeniami epige-
netycznymi a nadekspresjg onkogenow w DLBCL,
zahamowanie aktywno$§ci BRD4 w DLBCL pro-
wadzi natomiast do uniwersalnego zmniejszenia
ich ekspresji. Obserwacje te tltumacza szerokie
spektrum aktywnosci inhibitoréw bromodomen
w nowotworach ukiadow chlonnego 1 krwiotwor-
czego. Wykazano rowniez aktywno$¢ inhibitorow
BRD4 w przedklinicznym modelu przewleklej bia-
taczki limfocytowej (CLL, chronic lymphocytic leu-
kemia) i w ostrej bialaczce limfoblastycznej (ALL,
acute lymphoblastic leukemia). Inhibitory bromo-
domen (JQ1, GSK525762, OTX015, CPI-0610)
sg aktualnie w trakcie badan klinicznych 1./2. fazy
prowadzonych u chorych na r6zne nowotwory
ukladow chlonnego, krwiotworczego i narza-
dow litych.
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Sygnal BCR

Aktywno§¢ BCR wyzwalana przez kontakt
z antygenem jest kluczowym mechanizmem wa-
runkujacym aktywacje limfocytow iich terminalne
roznicowanie [18]. Ponadto BCR transmituje to-
niczne, niezalezne od antygenu, sygnaly dzialajace
antyapoptotycznie, a jego obecno$¢ na powierzchni
naiwnych limfocytow B, limfocytow germinalnych
1 pamieci jest warunkiem podtrzymania ich popu-
lacji [18]. Patogenetyczna role sygnaiu BCR dla
B-NHL udokumentowano w ostatnich 5 latach
w wielu badaniach [19-21]. Komoérkowe sygnaly
zalezne od BCR wykazuja cechy typowe dla ak-
tywacji antygenem (sygnal przewlekle aktywny)
lub moga mieé charakter toniczny (niezalezny
od antygenu). W pierwszym przypadku nasilo-
ny sygnal BCR prowadzi do aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NF«B (nuclear factor of kappa
light polypeptide gene enhancer in B-cells), a wy-
taczenie jego aktywno$ci powoduje toksycznosc
w komoérkach ABC-DLBCL. Do aktywacji syg-
nalu BCR w tych komorkach zwykle prowadza
aberracje strukturalne dotyczace gendéw bialek
odpowiedzialnych za ro6zne etapy przekazywania
sygnaloéw od receptoréw btonowych, a do najczest-
szych naleza mutacje CD79B, bialek adaptorowych
CARD11 (caspase recruitment domain family,
member 11) 1 MYDS8 (myeloid differentiation pri-
mary response 88), bialek przekazujacych sygnaly
TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), TRAFS3,
TRAF5, RANK (TNFRSF11a, tumor necrosis factor
receptor superfamily, member 11a), TAK1 (MAP3K7,
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7)
1 negatywnego regulatora szlaku — TNFAIP3 (tu-
mor necrosis factor, alpha-induced protein 3) [22,
23]. Mechanizm wyzwalania sygnalu ,,tonicznego”
nie jest w pelni jasny; zahamowanie tego sygnalu
hamuje proliferacje komorek DLBCL i indukuje
ich apoptoze. Biochemicznie zahamowanie sygnatu
tonicznego poprzez wylaczenie aktywnosSci kinazy
SYK (spleen tyrosine kinase) prowadzi do zahamo-
wania zaleznych kaskad sygnalowych, skutkujac
obnizeniem stezenia jonOW wapnia w przestrzeni
wewnatrzkomorkowej, spadkiem aktywnosci AKT
(v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1),
ERK (MAPK1, mitogen-activated protein kinase 1)
oraz ograniczeniem syntezy cholesterolu [24, 25].
Inaktywacja kinazy AKT prowadzi do zatrzymania
cyklu komoérkowego i indukcji apoptozy zaleznej
od nadekspres;ji proapoptotycznego biatka rodziny
BCL2, HRK (harakir:) [20].

Aktywnos$¢ sygnalu BCR odgrywa role pato-
genetyczng rowniez w BL [26]. U myszy z rowno-

czesna nadekspresja Myc 1 konstytutywnie aktywna
forma Pi3k (phosphatidylinositol-4,5-bisphospha-
te 3-kinase) chioniaki rozwijaly sie szybciej niz
u zwierzat z nadekspresja tylko Myc lub Pi3k. Co
wiecej, nowotwory powstajace w tych podwojnie
transgenicznych myszach s3 wierna fenokopia ludz-
kiego BL pod wzgledem histologicznym, markerow
powierzchniowych 1 profilu ekspresji biatek [27].
Aktywacja szlaku PI3K jest rowniez obserwowana
w ludzkim BL, szczegolnie w podtypie sporadycz-
nym [26]. Glownym mechanizmem aktywujacym
Sciezke PI3K sa najprawdopodobniej mutacje
aktywujace/zmieniajace funkcje genu TCF3 (trans-
cription factor 3) oraz mutacje utraty funkcji genu
ID3 (inhibitor of DNA binding 3, dominant negative
helix-loop-helix protein) bedacego negatywnym
regulatorem TCF3. Mutacje te s3 obserwowane
w niemal 70% probek pochodzacych z ludzkich spo-
radycznych BL [26]. W komérkach tego nowotworu
TCF3 zwieksza ekspresje komponentéow BCR
oraz hamuje ekspresje fosfatazy SHP-1 (protein
tyrosine phosphatase, non-receptor type 6) bedacej
inhibitorem sygnatu BCR [26]. Obnizenie ekspre-
sji czynnika TCF3 lub nadekspresja ID3 w liniach
komorkowych BL zmniejszala toniczny sygnat BCR
oraz poziom fosforylacji AKT [26].

Ze wzgledu na istotng role patogenetyczng
sygnalu BCR w B-NHL, w tym w okre§lonych
podtypach molekularnych DLBCL, kaskady sygna-
towe, ktore sg aktywowane przez BCR, stanowig
atrakcyjny cel interwencji terapeutycznej. Zaleznie
od strategii interwencji zahamowanie szlaku BCR
moze dotyczy¢ roznych kinaz. W ostatnich latach do
badan przedklinicznych i klinicznych trafity swoiste
inhibitory, miedzy innymi kinazy tyrozyny Bruto-
na (BTK, Bruton tyrosine kinase), PI3K, mTOR
(mechanistic target of rapamycin), AKT 1 MEK
(MAP2K7, mitogen-activated protein kinase kinase 7).
Znaczenie BTK dla rozwoju i funkcjonowania limfo-
cytow B opisano po raz pierwszy w 1993 roku, gdy
zidentyfikowano mutacje inaktywujace BTK jako
przyczyne agammaglobulinemi Brutona [28-31].
Skutki wylaczenia BTK potwierdzono ekspery-
mentalnie na modelach mysich pozbawionych tej
kinazy, w ktorych obserwowano zaburzenie rozwo-
ju limfocytow B [32]. Kinaza BTK jest aktywowana
w chloniakach przez sygnal z BCR i1 odgrywa klu-
czowg role w transdukcji tego sygnalu 1 aktywacji
NFkB. Wytaczenie BTK metodami interferencji
RNA jest toksyczne dla czesci linii komoérkowych
DLBCL z wysoka spoczynkowa aktywnoscig tego
czynnika transkrypcyjnego [33]. Poniewaz mecha-
nizm toksyczno§ci inhibitorow BTK w chioniakach
DLBCL polega w gtéwnej mierze na zahamowaniu
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kanonicznego szlaku aktywacji NFkB, oporno§¢ na
inhibicje BTK moze wynikac z obecno$ci mutacji
uniezalezniajacych aktywno$¢ NFkB od BCR, na
przyktad mutacji aktywujacych CARDI1 lub muta-
¢ji aktywujacych biatko MYD88 (MYD88, myeloid
differentiation primary response gene 88) (uczestni-
czace w alternatywnej aktywacji NF«B) [34].
Selektywny inhibitor BTK — ibrutynib (PCI-
-32765) — zaprojektowano metodg analizy struk-
tury bialek oraz za pomocg narzedzi bioinforma-
tycznych, takich jak SAR (structural-activity rela-
tionship), co umozliwilo opracowanie czasteczek
homologicznych do okre$lonych domen BTK,
sposrod ktorych wyselekcjonowano strukture
chemiczng ibrutynibu [35]. Inhibitor ten wiaze sie
kowalencyjnie z cysteing w pozycji 481 (Cys481)
znajdujaca sie w poblizu centrum aktywnego BTK
[35]. Ibrutynib wykazuje wysoka aktywnoS$¢ w mo-
noterapii u chorych na chioniaka komorek piaszcza
(MCL, mantle cell lymphoma) lub CLL 1 jest obecnie
zarejestrowany do ich leczenia [36—-38]. W badaniu
Kklinicznym 1. fazy z udzialem chorych na DLBCL
[NCT00849654, ibrutynib spowodowal czeSciowa
odpowiedz (PR, partial response) u 2 sposrod 7 le-
czonych osob [36]. Lepsze wyniki raportowano
w odniesieniu do DLBCL w badaniu klinicznym
2. fazy, w ktorym poréwnano odpowiedzi ABC-
-DLBCL w poréwnaniu z GCB-DLBCL. Wsrod
chorych na ABC-DLBCL odpowiedz uzyskano
1 40% leczonych osob, natomiast wsrod chorych na
GCB-DLBCL obiektywne odpowiedzi odnotowano
jedynie u 1 z 19 leczonych [39]. Z powodu zrozni-
cowania odpowiedzi chloniakow typu ABC-DLBCL
1 GCB-DLBCL w trwajacym badaniu klinicznym
3. fazy, dotyczacym kombinacji ibrutynibu ze sche-
matem R-CHOP (rytuksymab, cyklofosfamid,
doksorubicyna, winkrystyna, prednizon), wiaczani
s tylko chorzy na DLBCL z podtypem innym niz
GCB-DLBCL [NCT01855750]. Do innych inhibi-
torow BTK pozostajacych w badaniach klinicznych
[NCT01659255, NCT01351935, NCT02031419]
nalezg ONO-4059 oraz CC-292 (AVL-292) [40, 41].
0§ PIBK-AKT-mTOR kontroluje wiekszos¢
istotnych dla rozwoju nowotworu aspektow: prze-
zywalnoS§¢, proliferacje, metabolizm, migracje
[42]. W wielu nowotworach ta 0§ sygnalowa jest
aktywowana poprzez mutacje gendéw kodujacych
podjednostke katalityczng PI3K (PIK3CA) lub
negatywny regulator aktywnosci PI3K — PTEN
(phosphatase and tensin homolog) [42]. W DLBCL
aktywnos¢ osi PI3BK-AKT-mTOR moze zaleze¢ od
tych mechanizméw strukturalnych albo wigzac sie
z sygnalem BCR lub innych receptorow [43, 44].
Zahamowanie aktywnos$ci PI3K powoduje zmniej-

szenie fosforylacji AKT 1 indukcje apoptozy czeSci
chtoniakowych linii komérkowych [45]: W lipcu
2014 roku amerykanska Agencja ds. ZywnosSci
1 Lekéw (FDA, Food and Drug Administration)
zarejestrowala inhibitor PI3K — idelalisib (CAL-
101, GS-1101), bedacy selektywnym inhibitorem
PI3Ko, do stosowania u chorych na CLL/SLL
(small lymphocytic lymphoma) 1 FL. W badaniach
klinicznych PR na leczenie idelalisibem zaobser-
wowano u 62% pacjentow z indolentnymi B-NHL,
u 62% chorych na MCL 1 u zadnego z 9 leczonych
z powodu DLBCL [46]. Polaczenie idelalisibu
z rytuksymabem u chorych na CLL wiazalo sie
z 81% odpowiedzi, w grupie chorych otrzymujacych
jedynie rytuksymab obserwowano 13% odpowiedzi
[47, 48]; OS u chorych leczonych rytuksymabem
w polaczeniu z idelalisibem po 12 miesigcach w tym
badaniu wynosito 92%, a w grupie otrzymujacej ry-
tuksymab z placebo — 80% [48]. Trwajace badania
kliniczne 2. fazy, miedzy innymi w DLBCL, dotycza
tacznego stosowania inhibitora SYK (GS-9973) oraz
idelalisibu [NCT01796470].

Poza inhibitorami PI3K selektywnymi wobec
podjednostki p110 w badaniach klinicznych pozo-
staje rowniez wiele inhibitorow PI3K hamujacych
wszystkie izoformy pl110. Podstawa zalozenia
o przewadze inhibitorow wszystkich podjednostek
jest funkcjonalna kooperacja kilku podjednostek
w transdukcji onkogennych sygnatow [42, 49].
Reprezentujacy te grupe buparlisib (BKM120)
powodowal apoptoze w liniach komorkowych BL,
ktorych przezywalnoSc zalezy od tonicznego sygna-
tu BCR [26]. Najwiekszym problemem zwigzanym
z pan-inhibitorami PI3K jest ich toksycznosSc¢ [42].

Kinaze SYK zidentyfikowano jako cel terapeu-
tyczny w wyniku prac nad rolg fosfatazy PTPROt
(protein tyrosine phosphatase, receptor type, O, trun-
cated) w biologii komoérek B [25]. Nadekspresja
fosfatazy PTPROt powodowala ograniczenie ak-
tywno$ci kinazy SYK oraz zmniejszong prolife-
racje i indukcje apoptozy w liniach komérkowych
DLBCL [25]. Zgodnie z tymi wynikami genetyczne
lub farmakologiczne zahamowanie SYK w liniach
komorkowych DLBCL zaleznych od BCR prowadzi
do zatrzymania cyklu komorkowego i masywnej
apoptozy [50, 51]. Pierwszym inhibitorem SYK
poddanym badaniom klinicznym byl fostamatynib
(R788) — prolek, ktory po podaniu doustnym jest
metabolizowany do postaci aktywnej, tj. R406 [52].
W badaniach klinicznych 1. 1 2. fazy z zastoso-
waniem R406 najwyzszy odsetek odpowiedzi
uzyskano u chorych na CLL/SLL (catkowity od-
setek odpowiedzi [ORR, overall response rate)
55%), a w przypadku DLBCL odsetek ten wynosit
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22% [53]. Do nowszych inhibitorow SYK naleza
PRT060318, PRT062607 (P505-15) 1 GS-9973;
PRT060318 1 PRT062607 wykazywaly aktyw-
no$¢ w liniach komérkowych DLBCL, natomiast
GS-9973 pozostaje w zaawansowane]j fazie badan
klinicznych [NCT01799889, NCT01796470] w no-
wotworach ukladow krwiotworczego i chtonnego
[51, 54].

Rola mikrosrodowiska i zwigzanych
z nowotworem mechanizmow
immunomodulacyjnych

W badaniach z ostatnich lat wykazano, ze mi-
kro$rodowisko nie jest jedynie biernym ,,podScie-
liskiem” dla komorek nowotworowych, ale stanowi
wazny element struktury nowotworu wspierajacy
proliferacje komorek nowotworowych 1 dzialajacy
antyapoptotycznie. Najbardziej jaskrawym przy-
kladem powiazan miedzy mikroSrodowiskiem
a komorkami nowotworowymi jest klasyczny
chioniak Hodgkina (cHL, classical Hodgkin lympho-
ma). Charakteryzuje sie on obecnos$cig nielicznych
nowotworowych komérek Reed-Sternberga (R-S),
otoczonych przez naciek limfocytow T, B, granu-
locytow, makrofagow, komorek plazmatycznych,
eozynofilow, komoérek tucznych i fibroblastow
[55]. Szczegolnymi cechami tego nacieku sg jego
immunosupresyjny charakter oraz zlozona sieé
bilateralnych powigzan miedzy jej elementami i ko-
morkami R-S. Komorki R-S, poprzez wydzielane
chemokiny 1 cytokiny, indukujg infiltracje innych
komorek nacieku, ktore zwrotnie wspierajg ich
proliferacje. Wydzielane przez komorki R-S biatka
immunomodulujgce bezposrednio wpiywaja na
polaryzacje nacieku T-komérkowego w kierun-
ku immunosupresyjnych limfocytow Th2 i Treg
1 wylgczaja skuteczng odpowiedz immunologiczng
[55]. Do substancji immunomodulujacych wydzie-
lanych przez komorki R-S naleza cytokiny profilu
Th2, w tym interleukiny (IL [IL-4, IL-6, IL-13,
IL-10]), chemokiny, czynnik wzrostu nowotworow
B (TGF-8, tumor grwoth factor ), galektyna 1 oraz
ligandy receptora PD-1 (programmed death), PD-
-L11 PD-L2 [55]. Wskutek wigzania obecnego na
powierzchni limfocyta T receptora PD-1 przez
jeden z jego ligandow receptor PD-1 rekrutuje
fosfataze SHP2 (PTPN11, protein tyrosine phospha-
tase, non-receptor type 11). Fosfataza ta defosfory-
luje biatka kompleksu receptora T-komoérkowego
(CD34d, ZAP70, PKC 0), a w konsekwencji powodu-
je wylaczenie sygnatu przekazywanego do wnetrza
limfocyta przez ten receptor [56]; PD-L1 hamu-
je ponadto kostymulacyjny sygnal z receptora

CD28 limfocyta T poprzez kompetycyjne wigzanie
ligandu CD28, biatka CD80 (B7-1) [56]. W konse-
kwencji tych zjawisk ekspresja PD-L1 prowadzi do
zmniejszone]j proliferacji w odpowiedzi na antygen,
zmniejszonej produkcji interferonu gamma (IFNy),
zaburzen degranulacji i obnizonej cytotoksycznoSci,
okreslanych wspolnie jako zjawisko wyczerpania
limfocytow T (T-cell exhaustion) [56]. Zjawisko
to moze w znacznym stopniu ograniczaé skutecz-
no$¢ odpowiedzi immunologicznej gospodarza na
obecno$¢ nowotworu. Nadekspresja PD-L1 w cHL
wynika ze strukturalnej amplifikacji locus tego genu
W obrebie regionu 9p24, obecnej zaréwno w liniach
komorkowych, jak i pierwotnych komorkach R-S
[57]. Wskutek tej strukturalnej aberracji dochodzi
rowniez do koamplifikacji sasiadujacego z PD-
-L1 genu kinazy JAK2 (Janus kinase 2). Aktywno$¢
tej kinazy dodatkowo wzmaga ekspresje PD-L1 po-
przez fosforylacje czynnikow transkrypcyjnych
rodziny STAT (signal transducer and activator of
transcription), wigzacych sie bezposrednio w obre-
bie regionu promotorowego PD-L1 [57]. Limfocy-
ty T nacieku komorkowego cHL wykazywaly profil
ekspresji genow charakterystyczny dla aktywacji
receptora PD-1, a neutralizujace przeciwciala dla
PD-1 przywracaty prawidiowa produkcje IFNy
w tych komorkach [58]. Z badan tych wynika,
ze blokada interakcji PD-1-PD-L1/PD-L2 moze
stanowi¢ mechanizm wzmacniajacy T-zalezng od-
powiedz immunologiczng u chorych na cHL. Kon-
sekwencja tych obserwacji byly badania kliniczne
1. fazy u chorych na cHL z uzyciem przeciwciat
blokujacych interakcje PD-1 1 jego ligandow [59].

W pracy Ansell i wsp. [59] przedstawiono
wyniki stosowania tego przeciwciala w grupie
23 chorych z opornym na leczenie cHL lub jego
nawrotem. Spoérod badanych chorych, 87% prze-
byto przynajmniej 3 linie leczenia, 78% przebyto
przeszczepienie autologicznych krwiotworczych
komorek macierzystych (auto-HSCT, autologous
hematopoietic stem cell transplantation), a 78%
otrzymywalo wcze$niej brentuksymab vedotin
(BV). Interwencja polegata na podawaniu niwo-
lumabu w dawce 3 mg/kg mc. co 2 tygodnie do
progresji lub wystgpienia objawow toksycznoSci.
W badaniu oceniono bhezpieczenstwo stosowania
niwolumabu, odpowiedz na leczenie 1 ekspresje po-
tencjalnych biomarkerow (PD-L11STAT3). Dziala-
nia niepozadane zwigzane z podawaniem leku wy-
stapily u 78% chorych (wysypka, matoplytkowosc,
biegunka, nudno$ci, $wiad, goraczka); dzialania
niepozadane 3. stopnia odnotowano u 22% chorych.
Obiektywna odpowiedZ na leczenie stwierdzono
u 20 sposrod 23 leczonych chorych (87%), w tym
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u 4 chorych (17%) uzyskano catkowita remisje
(CR), u 16 chorych (70%) — PR, au 3 (13%) — sta-
bilizacje choroby. U 18 chorych, u ktérych doszto
do nawrotu po leczeniu BV, obiektywne odpowiedzi
na leczenie dotyczyly 16 chorych (89%), w tym
jeden chory uzyskat CR (6%), a 15 (83%) — PR;
PFS w 24. tygodniu badania oceniono u 11 chorych
(12 chorych wytaczono z badania z powodu zakwa-
lifikowania do auto-HSCT, objawow toksyczno$ci
lub progresji choroby) 1 wyniost on 86%. Mediana
OS nie zostala osiagnieta. U 10 chorych, u ktorych
byl dostepny material biopsyjny z tkanki guza,
przeprowadzono analize metoda hybrydyzacji
fluorescencyjnej in situ (FISH, fluorescence in situ
hybrydization) locus PD-L1/PD-L2 (9p24), stwier-
dzajac amplifikacje (3—15 kopii) locus. U wszystkich
chorych stwierdzono réwniez wysoka ekspresje
PD-L1/PD-L2 w komoérkach R-S w badaniu im-
munohistochemicznym. W amplifikowanym locus
9p24 lokalizuje sie rowniez gen kinazy JAK2,
ktorej amplifikacje powodujg aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych STAT 1 dodatkowo wplywaja na
zwiekszenie ekspresji PD-L1/PD-L2. Aktywno$¢
STAT3 obserwowano u wszystkich ocenionych
chorych, co dowodzi, ze zjawiska lezace u podloza
nadekspresji PD-L1/2 w cHL moga stanowi¢ kli-
nicznie dostepny biomarker.

Wyniki badan ukierunkowanych na blokade
PD-1 z uzyciem innego przeciwciala, pembroli-
zumabu, u chorych na cHL zaprezentowano na
konferencji ASH (American Society of Hematology)
w 2014 roku [60]. W badaniach tych potwierdzono
rowniez, ze przeciwciala monoklonalne ukierun-
kowane na wylaczenie immunologicznego punktu
kontrolnego PD-1/PD-L1/2 u chorych na cHL sa
stosunkowo dobrze tolerowane i wykazujg aktyw-
no$¢ kliniczna.

Punkt kontrolny PD-1/PD-L1/2 budzi duze
zainteresowanie réwniez w innych nowotwo-
rach ukladu chlonnego. Ekspresja ligandow tego
ukiadu dotyczy miedzy innymi komoérek CLL,
FL i DLBCL o pierwotnej lokalizacji obejmujace;j
jadra i oSrodkowy ukiad nerwowy (OUN). Zwlasz-
cza w przypadku tych ostatnich nowotworow
— dotyczacych tak zwanych miejsc uprzywilejo-
wania immunologicznego (immune privilige sites)
— terapeutyczne strategie immunomodulacyjne
moga by¢ szczegolnie uzasadnione. Wykazano, ze
u ponad 40% chorych z pierwotnym chloniakiem
jadra wystepuja amplifikacje 9p24 (PD-L1/2) [61].
Do nadekspres;ji ligandu PD-L2 moze rowniez
prowadzi¢ opisana po raz pierwszy translokacja
t(3;9) TBL1XR1-PDL2. Skutkiem tej rearanzacji
jest fizyczne zblizenie regionu regulatorowe-

go TBLIXRI (chromosom 3) do 2 eksonu genu
PDCDILG2, w ktorym jest zlokalizowany kodon
start rozpoczynajacy translacje peinego biatka PD-
-L2. Komorki z tg translokacja charakteryzowaly
sie szczegolnie wysoka ekspresja powierzchniowa
PD-L2 [61]. W powyzszych badaniach s3 identyfiko-
wane mechanizmy sprzyjajace immunologicznemu
uprzywilejowaniu komorek chioniakowych zlokalizo-
wanych w o§rodkowym ukliadzie nerwowym 1jadrze,
ktore moga by¢ celem interwencji terapeutyczne;j.

Podsumowanie

Ostatnie lata badan podstawowych i transla-
cyjnych w onkohematologii, a szczegdlnie w nowo-
tworach uktadu chtonnego, przynioslty wymierny,
Kkliniczny 1 praktyczny wynik w postaci nie tylko
nowych obserwacji dotyczacych patogenezy cho-
rob, ale takze rejestracji nowych lekow. Do najwiek-
szych wyzwan stojacych przed badaczami nalezg
dzi$ kwestie opracowania racjonalnych i klinicznie
uzytecznych biomarker6w umozliwiajacych identy-
fikacje chorych, u ktorych zastosowanie leku jest
biologicznie uzasadnione. W odniesieniu do wiek-
szoSci testowanych obecnie celow terapeutycznych
1ich swoistych inhibitor6w nie ma obecnie zadnego
racjonalnego biomarkera, a zwlaszcza brakuje hio-
markera ,,binarnego”, ktory pozwalaltby w sposob
jednoznaczny okre§li¢ wskazania dla tych czastek.
W wiekszo$ci badan pojecia ,,wysokiej” 1 ,,niskiej”
ekspres;ji sg arbitralne 1 niemozliwe do wystanda-
ryzowania i zastosowania w praktyce klinicznej,
a w szczeg6lnoSci w ramach badan klinicznych.
Drugim wyzwaniem jest priorytetyzacja czastek
1logistyka badan klinicznych. Liczba powstajacych
zwigzKkow nie pozwala juz dzi$ na testowanie kazde-
go z nich w warunkach badan klinicznych i zmusza
do wyboru zwiazkow najbardziej obiecujacych.
Ostatnie z wyzwan to opracowanie racjonalnych po-
taczen terapii celowanych, indywidualizacja terapii
1 poznanie interakcji miedzy nowymi zwigzkami.
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