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POVZETEK

Kljub velikim napredkom na podrocju terapije kroni¢ne limfocitne levkemije (KLL), ki
smo jim bili pri¢a v zadnjem desetletju, KLL Se vedno ostaja neozdravljiva bolezen. Zato
i8¢emo nove ucinkovine in pristope, s katerimi bi lahko dosegli bolj u¢inkovito terapijo.
Proteasom je encimski kompleks, ki ga najdemo v vseh celicah, imunoproteasom pa je
izooblika proteasoma, ki se nahaja predvsem v celicah imunskega sistema. Inhibitorji
imunoproteasoma tako predstavljajo moznost za taréno terapijo bolezni, kjer gre za
prekomerno kopicenje imunskih celic.

V nasem delu smo raziskovali vlogo imunoproteasoma v celicah KLL in ga ovrednotili kot
tar¢o za zdravljenje KLL. V prvem delu smo ovrednotili in vitro citotoksi¢nost inhibitorja
imunoproteasoma ONX-0914. Najprej smo s testom metabolne aktivnosti MTS dolocili
srednjo efektivno koncentracijo (ECsp) ONX-0914 na stabilno transformiranih celicah
KLL, MECI (ECsg, 241 = 301 nM) in MEC2 (ECsg, 241 = 658 nM). Za primerjavo smo na
istih celicah dolocili ECsg inhibitorjev proteasoma bortezomiba in karfilzomiba. Te so bile
nizje v primerjavi z ECsp ONX-0914, kar bi lahko nakazovalo na dejstvo, da je za
citotoksi¢no delovanje inhibitorjev imunoproteasoma potrebno socasno zaviranje vec
katalitskih podenot. Z ovrednotenjem citotoksi¢nosti DPLG-3, ki je visoko selektiven
inhibitor imunoproteasomske podenote B5i, smo to potrdili. K razlikam v ECsg bi lahko
pripomogla tudi potencialno nizja akumulacija inhibitorjev imunoproteasoma v tar¢nih
celicah.

V naslednjem koraku smo dolo¢ili citotoksicnost ONX-0914, bortezomiba in karfilzomiba
na primarnih celicah KLL (test PrestoBlue) in celi¢nih linijah LCL (test MTS), ki izvirajo
iz limfocitov zdravih darovalcev. Celice KLL smo izolirali iz vzorcev polne krvi 8
bolnikov z diagnozo KLL, ki so privolili v sodelovanje v raziskavi §t. 93/12/10. ONX-
0914 je izkazal koncentracijsko in ¢asovno odvisno citotoksi¢no delovanje na celice KLL
ze v nanomolarnih koncentracijah (ECsg, 24 n» = 22 nM, ECsp, 4sn = 9 nM). Bortezomib
(EC50, 24h = 7 IlM, EC50, 48h — 3 IlM) in karfilzomib (EC50, 24h = 4 l’lM, EC50, 48h — 1 l’lM)
sta na celice KLL delovala citotoksi¢no v nizjih koncentracijah kot ONX-0914. Nadalje
smo s pretocno citometrijo pokazali, da je mehanizem celi¢ne smrti, povzrocene z ONX-
0914, apoptoza. S primerjavo citotoksi¢nih u¢inkov na celicah LCL in KLL smo ugotovili,
da je bilo delovanje ONX-0914 selektivno za maligne limfocite B (p = 0,0121).

Nazadnje smo v preiskovanih celicah na nivoju mRNA dolo¢ili izrazanje proteasomske
podenote B5c in imunoproteasomske podenote B5i. V celicah KLL je bilo izrazanje
podenote P51 2-krat visje kot izraZzanje podenote B5c. Obstajala je korelacija med obratno
vrednostjo vsote izrazanja podenot B5c in B5i ter citotoksicnim delovanjem ONX-0914,
kar podpira ugotovitev, da je za citotoksicno delovanje potrebna so€asna inhibicija podenot
B5c in B5i.

Nasa raziskava je bila prva, ki je ovrednotila in vitro delovanje inhibitorja
imunoproteasoma na celicah KLL. Inhibitor imunoproteasoma ONX-0914 se je in vitro
izkazal kot obetavna spojina za doseganje protirakavih u¢inkov na primarnih celicah KLL.
Nasi rezultati spodbujajo k nadaljnemu raziskovanju imunoproteasoma kot tarce v terapiji
KLL.

Kljuéne besede: kroni¢na limfocitna levkemija (KLL), inhibitorji imunoproteasoma,
inhibitorji proteasoma, ONX-0914 (PR-957)



ABSTRACT

Over the last decade there have been major advances in chronic lymphocytic leukemia
(CLL) treatment. Despite that, CLL still remains an incurable disease. For that reason a
great effort is put in exploring new approaches for treating CLL patients. Proteasome is an
enzyme complex that is found in all human cells, while its isoform - immunoproteasome is
present mainly in the cells of the immune system. We reasoned that immunoproteasome
inhibitors could therefore represent a possibility for targeted therapy of diseases where
excessive accumulation of immune-cells occurs.

In this work we evaluated the role of immunoproteasome in CLL cells. We evaluated
immunoproteasome as a potential target for treating CLL. In the first part in vitro
cytotoxicity of immunoproteasome inhibitor ONX-0914 was evaluated. First metabolic
assay MTS was used to determine half maximal effective concentration (ECsy) of ONX-
0914 on CLL cell lines - MECI1 cells (ECsg,24n= 301 nM) and MEC2 cells (ECsg 241 = 658
nM). For comparison, the ECs of proteasome inhibitors bortezomib and carfilzomib were
determined. ECsy for proteasome inhibitors on MEC1 and MEC2 cells were lower in
comparison to the ECso of ONX-0914. That could indicate that inhibition of more catalytic
subunits is needed to achieve cytotoxic effects of (immuno)proteasome inhibitors.
Evaluation of cytotoxicity of highly selective immunoproteasome subunit B5i inhibitor
DPLG-3, supported this possibility. Potentially lower cellular accumulation of
immunoproteasome inhibitors could also contribute to ECs, variations.

In the next step, cytotoxicity of ONX-0914, bortezomib and carfilzomib on primary CLL
cells (PrestoBlue assay) and LCL cell lines (MTS assay), was determined. LCL cell lines
originate from healthy donor lymphocytes. Primary CLL cells were isolated from whole
blood samples of 8 CLL patients, who had agreed to take part in the clinical study (no.
93/12/10). ONX-0914 exhibited concentration- and time-dependent cytotoxic effects on
CLL primary cells in nanomolar concentrations (ECsg, 241 = 22 nM, ECsp, 4gn = 9 nM).
Cytotoxic effects of bortezomib (ECsg, 24n = 7 nM, ECsp, 4sn» = 3 nM) and carfilzomib
(ECs0,24n = 4 nM, ECso,43n = 1 nM) were achieved at lower concentrations compared to
ONX-0914. Using flow cytometry we showed that the cell death mechanism caused by
ONX-0914 was apoptosis. Comparing cytotoxic effects of ONX-0914 on CLL and LCL
cells showed the effects of ONX-0914 were selective for malignant B-cells (p = 0,0121).

In the last part the mRNA expression of constitutive subunit B5¢ and immunoproteasome
subunit $5i was determined. We found that in the CLL cells the expression of subunit 351
was 2-times higher compared to the expression of subunit f5c. There was a statistically
significant correlation between reciprocal values of the sum of the expression of the
subunits B5c and B5i. This correlation supports the possibility, that for the cytotoxic
effects, the simultanious inhibition of both catalytic subunits is needed.

Our study was the first one to evaluate the effects of immunoproteasome inhibitor on CLL
cells in vitro. Immunoproteasome inhibitor ONX-0914 was found to be a promising
substance for achieving antitumor effect in primary CLL cells. Our results encourage
further investigation of immunoproteasome as a therapeutic target in CLL.

Key words: chronic lymphocytic leukemia (CLL), immunoproteasome inhibitor,
proteasome inhibitor, ONX-0914 (PR-957)
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1 UVOD

1.1 KRONICNA LIMFOCITNA LEVKEMIJA

Rakasta ali maligna obolenja so vzrok za skoraj vsako 6. smrt na svetu in tako
predstavljajo 2. najpogostejSi vzrok smrti na svetu. Ta obolenja predstavljajo veliko
skupino bolezni, katerim sta skupna pretirana rast in kopi¢enje nenormalnih celic, ki lahko
vdirajo v sosednja ali migrirajo v oddaljena tkiva. Maligna obolenja lahko prizadenejo

skoraj katerikoli del telesa (1).

Najpogostejse hematolosko maligno obolenje pri odraslih v zahodnem svetu je kroni¢na
limfocitna levkemija (KLL), ki predstavlja 11 % vseh rakavih krvnih bolezni pri odraslih
(2). KLL je bolezen, pri kateri pride do nenadzorovanega pomnoZevanja in kopicenja
zrelih, a nefunkcionalnih limfocitov B (3). Iniciacija kopicenja limfocitov B je bolj kot
posledica nenadzorovanega pomnozevanja posledica podaljSanja prezivetja limfocitov B,
in sicer zaradi nedelovanja signalnih poti, ki vodijo v apoptozo (4, 5). Najveckrat
prizadene starejSo populacijo, 85-90 % bolnikov je ob postavitvi diagnoze starej$ih od 50
let. Maligni limfociti B nastajajo v kostnem mozgu, nato pa preidejo v kri. Ob
napredovanju bolezni se levkemi¢ne celice lahko razsirijo po telesu in se za¢nejo kopiciti
tudi v bezgavkah, vranici in jetrih (6). Znacilni simptomi za KLL so nepojasnjena izguba

teze, povisana telesna temperatura z neznanim vzrokom, nocno potenje in utrujenost (7).

Mehanizmi nastanka in poteki KLL so pri posameznih bolnikih zelo razli¢ni. Bolezen je
lahko Ze od zacetka agresivna in hitro napredujoca. Veckrat pa je potek KLL indolenten,
bolezen se razvija postopoma in je lahko vec let prisotna brez simptomov (8, 9). Z
napredovanjem bolezni so simptomi pogostejsi, kopicenje levkemicnih celic pa lahko vodi
v odpoved kostnega mozga in nepravilno delovanje imunskega sistema. Po postavitvi
diagnoze je pri¢akovana zivljenjska doba od nekaj mesecev do vec deset let. KLL je za
zdaj neozdravljiva bolezen, vendar pa lahko v Stevilnih primerih s terapijo njen potek

upocasnimo (9).
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1.1.1 Diagnoza in prognoza KLL

Kriterij za diagnozo KLL je prisotnost > 5000 monoklonskih limfocitov B v 1 pL periferne
krvi, in sicer vsaj tri zaporedne mesece (9). Kot je prikazno na Sliki 1, so v krvnem
razmazu bolnika s KLL opazni $tevilni limfociti, ki so morfoloSko podobni zrelim
limfocitom. Limfociti KLL so majhni, imajo gosto jedro, ki je obkrozeno s tanko plastjo

citoplazme, v jedru pa je slabo vidno jedrce (10).

. . - . “'
limfocit >® ] X O%" .

& 2®
&
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-8 ® 0009

Slika 1: Razmaz krvi bolnika s KLLL.

V krvi bolnika s KLL so prisotni Stevilni monoklonski limfociti B, ki so morfolosko podbni
zrelim limfocitom. Slika, povzeta po (11).

Da je povecanje limfocitov B posledica KLL, potrdimo z imunofenotipizacijo s preto¢nim
citometrom, s katerim preverimo izrazanje celicnih oznacevalcev in klonalnost limfocitov
B (12). Klonalnost limfocitov pomeni, da vsi izvirajo iz iste celice in so nastali z
nenadzorovanim pomnoZevanjem tocno dolocene populacije limfocitov B (4, 13). Za
diferencialno diagnostiko dolocamo Se izrazanje znacilnih celicnih oznacevalcev (CD,
angl. cluster of differentiation). Celice KLL izrazajo B-celicne oznacevalce CD19, CD20
in CD23. Hkrati pa izrazajo tudi T-celi¢ni oznacevalec CDS5, ki je pomemben marker za
potrditev KLL. Izrazanje povrSinskih imunoglobulinov CD20 in CD79b na celicah KLL je

znacilno nizje v primerjavi z izraZanjem na normalnih limfocitih B (4).

Za opredelitev razSirjenosti bolezni sta v uporabi dva sistema klasifikacije stadijev KLL,
razvrstitev po Binetu in stopnjevanje po Raiju. Oba sistema razvrScata bolezen v razli¢ne
stadije glede na klini¢no sliko, ki temelji na izsledkih krvne slike in klini¢nega pregleda.
Uporabljata se za napovedovanje poteka bolezni in odlo¢anje o zacetku zdravljenja (9,10).

Sistema razvr§¢anja KLL po Binetu in po Raiju sta predstavljena v Preglednici 1.



Magistrska naloga Ana Temeljotov, 2018

Preglednica I: Sistema razvrscanja stadijev bolezni pri bolnikih s KLL.

Stadij Definicija Mediana preZivetja*
Razvrstitev po Binetu

Binet A normalno $tevilo eritrocitov in trombocitov, 13 let
< 3 obmocja s povecanimi bezgavkami

Binet B normalno Stevilo eritrocitov in trombocitov, 8 let
>3 obmocja s povecanimi bezgavkami

Binet C zmanj$ano Stevilo eritrocitov in/ali trombocitov 2 leti

Stopnjevanje po Raiju

Nizko tveganje 13 let

Rai 0 povetano tevilo limfocitov (>15 x 10°/1)

Srednje tveganje 8 let

Rai I povecano §tevilo limfocitov in povecanje bezgavk

Rai II povecano Stevilo limfocitov in povecana jetra in/ali
povecana vranica brez ali s povecanjem bezgavk

Visoko tveganje 2 leti

Rai 111 povecano §t. limfocitov in zmanjSano §t. eritrocitov

brez ali s povecanjem bezgavk

Rai IV
povecano §t. limfocitov in zmanj$ano §t. trombocitov

brez ali s poveanjem bezgavk ali organov

Mediana preZivetja se je skozi zadnjih 30 let spreminjala. V tabeli so navedene prilagojene
vrednosti, ki se nekoliko razlikujejo od prvotnih, ko sta bila sistema zasnovana. Tabela je
povzeta po (10, 14).

Z razvojem molekularne genetike in novih uéinkovin, ki imajo bolj specificno delovanje,
so se poleg razvrs¢anja KLL v stadije uveljavili novi prognosti¢ni dejavniki za napoved
klini¢nega poteka bolezni in izbiro primerne terapije. Prognosti¢ne dejavnike lahko
razdelimo v tri kategorije, in sicer na genetske spremembe, serumske oznacevalce
(biokemijski in celi¢ni povrSinski oznacevalci) in karakteristike bolnika (spol, starost in

fizicno stanje bolnika) (15). V Sloveniji se rutinsko izvajajo citogenetske preiskave (9).

Eden najpomembne;jsih genetskih prognosti¢nih dejavnikov je delecija 17p, s katero pride
do delecije tumor supresorskega gena TP53. Za bolnike z del(17p) sta znacilna agresiven
potek bolezni in rezistenca na kemoimunoterapijo. Za potek in zdravljenje KLL so
pomembne tudi mutacije genskih segmentov variabilnega podro¢ja tezke verige
imunoglobulinov (IGHV, angl. immunoglobulin heavy-chain variable region). Potek
bolezni pri bolniki z mutacijo genov IGHV je manj agresiven in povezan z vecjim
prezivetjem kot pri bolnikih brez mutacije genov IGHV. Ostali pomembni prognosti¢ni

dejavniki so izrazanje ZAP-70, CD38 in CD49d ter serumske koncentracije timidin kinaze
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in Bp-mikroglobulina. Z manjSim prezivetjem bolnikov s KLL so povezane Se mutacije ali

delecije v genth NOTCHI1 in SF3B1 (16).
1.1.2 Terapija KLL

KLL je zelo heterogena bolezen in posledi¢no so raznoliki tudi pristopi za zdravljenje
posameznih bolnikov (10). Mnogokrat je bolezen odkrita v zacetni fazi, ko je povecano
Stevilo monoklonskih limfocitov B, simptomi pa Se niso prisotni (9). V predhodnih
klini¢nih Studijah so ugotovili, da ob odsotnosti simptomov zdravljenje KLL bolnikom ne
prinaSa koristi. Zato se z zdravljenjem pri¢ne pri napredovanih oblikah bolezni (Rai III, IV
ali Binet C) oziroma ob pojavu bolezenskih simptomov, pred tem pa se le redno spremlja

zdravstveno stanje bolnika (8).

Dolga leta je bil zlati standard zdravljenja KLL alkilirajo¢i citostatik klorambucil. Tega
danes zaradi slabe ué¢inkovitosti predpisujejo mnogo manj. Se vedno pa se zaradi redkih
nezelenih ucinkov uporablja pri terapiji starejSih bolnikov, ki imajo pridruZzena druga
bolezenska stanja. Poleg klorambucila so za zdravljenje KLL dalj casa v uporabi tudi
nukleozidni analogi. Najpogosteje predpisan nukleozidni analog za zdravljenje KLL je
fludarabin. Lahko se uporablja v obliki monoterapije, a se veckrat kombinira z drugimi
zdravili. KLL danes najveckrat zdravimo s kombinacijo zdravil, ki imajo razlicne
mehanizme delovanja. S tem lahko povecamo ucinkovitost zdravljenja in zmanjSamo
pojavnost nezelenih ucinkov. Pogosta je kombinacija fludarabina z alkilirajocim

citostatikom ciklofosfamidom, ki znatno poveca ucinkovitost terapije (9, 16).

Med novejse ucinkovine za zdravljenje KLL spadajo monoklonska protitelesa. Izmed teh
se najpogosteje uporabljata rituksimab in ofatumumab, ki oba delujeta proti antigenu
CD20. Kot ucinkovit se je izkazal tudi novejsi obinutuzumab, ki je prav tako monoklonsko
protitelo proti CD20 in se je pred kratkim zacel uporabljati v terapiji KLL. Trenutno je
najpogosteje predpisana terapija za zdravljenje KLL kemoimunoterapija, ki je terapija s
kombinacijo citostatikov in monoklonskih protiteles. Terapija izbora za zacetno
zdravljenje KLL je kombinacija fludarabina, ciklofosfamida in rituksimaba (FCR).
Omenjena kombinacija je prav tako ucinkovita kot zdravljenje drugega reda, se pravi za
bolnike, ki so pred tem Ze prejemali drugacno terapijo. Shema zdravljenja FCR je primerna

za bolnike iz vseh prognosti¢nih skupin, razen za bolnike, ki imajo mutacijo p53.
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Alternativna zacetna terapija za bolnike starejSe od 65 let je kombinacija alkilirajoCega
citostatika bendamustina in rituksimaba. Izkazalo se je, da ima terapija s kombinacijo
bendamustina in rituksimaba manj neZelenih uc¢inkov, a je hkrati manj ucinkovita v

primerjavi s terapijo FCR.

Z uvedbo kinaznih inhibitorjev, ibrutiniba in idelaliziba, v terapijo KLL se je zdravljenje
bolnikov z mutacijo gena TP53 mocno izboljSalo. Ibrutinib zavira delovanje Brutonove
tirozinske kinaze, idelalizib pa je inhibitor fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K). Ibrutinib je
terapija izbora za zacetno zdravljenje vseh bolnikov z mutacijo p53, ¢e ni prisotnih
kontraindikacij. Idelalizib v kombinaciji z rituksimabom ali ofatumumabom pa je
priporo€ljiv za bolnike z mutacijo p53, za katere druge oblike zacetnega zdravljenja niso

sprejemljive (16).

Od leta 2017 je za terapijo KLL registrirana tudi u¢inkovina venetoklaks, ki je zaviralec
proteina Bcl-2 (17). Venetoklaks je registriran za zdravljenje bolnikov z delecijo 17p ali
mutacijo TP53, ki imajo kontraindikacije za zdravljenje s kinaznimi inhibitorji ali pri
katerih zdravljenje s kinaznimi inhibitorji po kemoimunoterapiji ni bilo uspesno (16,18). V
Preglednici II je predstavljen sistemati¢en pregled terapevtskih skupin zdravil in

ucinkovin, ki so v uporabi za zdravljenje KLL (9).

Preglednica I1: Pregled terapevtskih skupin zdravil in ucinkovin, ki so v uporabi za
terapijo KLL.

Terapevtska skupina zdravil Ucdinkovine

alkilirajo¢i citostatiki klorambucil, ciklofosfamid in bendamustin
nukleozidni analogi fludarabin in kladribin

monoklonska protitelesa rituksimab, ofatumumab, obinutuzumab,
kinazni zaviralci idelalizib, ibrutinib

zaviralci receptorja Bcl-2 venetoklaks

Razvoj terapije KLL je zelo dinami¢no podrocje, na katerem je prislo v zadnjih 10 letih do
velikega napredka. Kljub vsem moZnim nacinom zdravljenja pa KLL $e vedno ostaja
neozdravljiva bolezen. Zato iS¢emo nove tarce, mehanizme in kombinacije ucinkovin s

katerimi bi lahko dosegli bolj u¢inkovito in varno terapijo.
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1.2 PROTEASOM IN INHIBITORJI PROTEASOMA
1.2.1 Proteasom

Proteasomi so veliki znotrajceli¢ni encimski kompleksi, ki imajo proteolitsko delovanje in
so konstitutivno prisotni v vseh celicah ter tkivih. Lahko se nahajajo v citoplazmi in v
celicnem jedru, kjer razgrajujejo znotrajceli¢ne proteine (5, 19). Predstavljajo poglavitni
del ubikvitin proteasomskega sistema, ki je najpomembnejSi nelizosomski proteoliti¢ni
sistem za razgradnjo nenormalnih in poskodovanih proteinov v celici. Proteasomi so hkrati
vklju€eni tudi v razgradnjo mnogih proteinov, ki regulirajo celi¢ni cikel, apoptozo in
transkripcijske dejavnike. Napake v delovanju ubikvitin proteasomskega sistema lahko
vodijo v spremenjeno rast celic in tako lahko pripomorejo k nastanku rakavih celic. Zato je
postala inhibicija proteasoma pomembna tar¢a za razvoj novih protirakavih terapij. Rakave
celice so mnogokrat bolj dovzetne za sprozitev apoptoze ob inhibiciji proteasoma kot
zdrave celice, kljub temu pa je delovanje proteasomskih inhibitorjev neselektivno.
Posledica neselektivnega delovanja so Stevilni nezeleni ucinki, ki omejujejo uporabnost

inhibitorjev proteasoma (20, 21).

Proteasom je sestavljen iz katalitske enote, ki predstavlja jedrni del in ene ali dveh 19S
regulatornih enot, ki se veZeta vsaka na eno stran katalitske enote (Slika 2). Regulatorni
enoti omogocata prepoznavanje in razvitje proteinov, ki sta potrebna za vstop proteinov v
katalitski del. Proteasomski kompleks iz jedrnega dela in ene regulatorne enote imenujemo
26S proteasom, kompleks iz jedrnega dela in dveh regulatornih enot imenujemo 30S
proteasom, samo jedrni del pa imenujemo 20S proteasom. Imena izvirajo iz
Svedbergovega sedimentacijskega koeficienta za posamezno enoto oziroma kompleks (22,

23).

Jedrni del oz. 20S proteasom je kompleks v obliki soda, sestavljen iz dveh zunanjih a- in
dveh notranjih B-obro¢ev. Zunanja a-obroca sta sestavljena iz 7 a-podenot in predstavljata
vhodno mesto za proteine, notranja B-obroca pa sta sestavljena iz 7 B-podenot in imata
proteolitsko funkcijo (Slika 2). Katalitsko aktivne podenote so Blc (PSMB6), ki ima
kaspazam podobno delovanje, f2c¢ (PSMB7), ki ima tripsinu podobno delovanje ter B5c
(PSMBS), ki ima kimotripsinu podobno delovanje (20).
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Slika 2: Sestava proteasoma.

Proteasom je proteoliticni kompleks, ki je sestavljen iz katalitske enote (KE) ali 20S
proteasoma in iz ene ali dveh 198 regulatornih enot (RE), ki se vezeta na katalitsko enoto.
208 proteasom je sestavljen iz stirih heptamernih obrocev. Notranja obroca sta sestavljena
iz beta, zunanja pa iz alfa podenot. Slika, povzeta po (24).

1.2.2 Imunoproteasom

Poleg konstitutivnega proteasoma, ki je prisoten v vseh evkariontskih celicah, obstajajo Se
tri tkivno specificne izooblike proteasoma — spermatoproteasom, timoproteasom in
imunoproteasom (25). Spermatoproteasom se nahaja v testisih, timoproteasom najdemo v
kortikalnih epitelijskih celicah prizeljca, imunoproteasom pa najdemo predvsem Vv
monocitih in limfocitih (20). Imunoproteasom je kljucen za delovanje celi¢ne imunosti. S
proteolizo znotrajcelicnih proteinov omogo€a nastajanje antigenskih peptidov s
hidrofobnim C-koncem. Ti lahko tvorijo komplekse z molekulami poglavitnega
histokompatibilnega kompleksa tipa I (MHC 1), ki so odgovorne za predstavitev
citosolskih proteinov na povrsini celic. Kompleksi med MHC I in peptidnimi antigeni se
vezejo na zunanjo stran celicne membrane, tam pa jih prepoznajo citotoksi¢ni limfociti T
(26, 27). Tvorba peptidov za predstavitev antigenov pa ni edina vloga imunoproteasoma.
Novejse Studije so pokazale, da ima delovanje imunoproteasoma pomembno vlogo tudi pri

nastajanju citokinov, regulaciji celi¢nega cikla in apoptozi (19).

Imunoproteasom nastane iz konstitutivnega 20S proteasoma, in sicer ob stimulaciji z
vnetnim mediatorjem interferonom gama (IFN-y). Ob prisotnosti IFN-y se konstitutivno
izrazene podenote Blc, B2c in B5c zamenjajo z inducibilnimi podenotami f1i (LPM?2), B2i
(MECL-1) in B51 (LMP7) (26). Tako nastali 20S imunoproteasom (i20S) predstavlja

katalitsko jedro imunoproteasoma. Inducibilne beta podenote lahko nastanejo tudi pod
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vplivom tumor nekrotizirajocega dejavnika o (TNF-a) in oksidativnega stresa (28, 29).
Podenoti B1i in 51 imata kimotripsinu podobno delovanje, podenota 2i pa ima tripsinu
podobno delovanje (26). Na Sliki 3 je predstavljen shematski prikaz nastanka in sestave

imunoproteasoma.

a-podenote a-podenote
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Slika 3: Nastanek in sestava imunoproteasoma.

Imunoproteasom nastane iz 20S konstitutivnega proteasoma;, sestavljen je iz 2 a-obrocev
in 2 B-obrocev. Ob prisotnosti IFN-y se konstitutivno izrazene podenote flc, p2c in p3c
zamenjajo z inducibilnimi podenotami f1i (LPM2), p2i (MECL-1) in p5i (LMP?7) ter tako
tvorijo imunoproteasom. Slika, povzeta po (30).

Na vrh in/ali na dno katalitske enote se veze Se regulatorni del. Regulatorni del
imunoproteasoma lahko predstavlja 19S (PA700) regulatorna enota ali inducibilna 11S
(PA28) regulatorna enota, ki nastane pod vplivom IFN-y (30). MozZzne so razlicne
kombinacije vezav regulatornih enot, ki vodijo v nastanek razli¢nih imunoproteasomskih
kompleksov, ki imajo posledi¢no tudi razlicne katalitske lastnosti. Imunoproteasom ima
lahko eno ali dve regulatorni enoti, ti dve sta lahko enakega ali razlicnega tipa (19S/11S)
(26, 30). Mozne kombinacije imunoproteasomskega jedra z regulatornimi enotami so

prikazane na Sliki 4.
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Slika 4: MoZne kombinacije imunoproteasomskega jedra z regulatornimi enotami.

Na jedrni del imunoproteasoma, i20S proteasom, se lahko vezeta 11§ in 198 regulatorni
enoti. Lahko se veze le ena regulatorna enota, lahko se vezeta na obe strani enaki, lahko
pa se veze na vsako stran druga regulatorna enota. Tako nastanejo imunoproteasomski
kompleksi z razlicnimi katalitskimi aktivnostmi. Slika, povzeta po (30).

Poleg proteasomov in imunoproteasomov obstajajo tudi t.i. hibridni proteasomi, ki jih
sestavljajo tako proteasomske kot imunoproteasomske podenote. Te so odkrili v razli¢nih
celicah in tkivih, med drugim v hepati¢nih, ¢revesnih in skeletnih ter srénih miSi¢nih
celicah (26). Hibridni proteasomi, ki vsebujejo razlicne kombinacije konstitutivnih in
inducibilnih katalitskih podenot, se med seboj razlikujejo tudi po proteolitski kapaciteti in
specificnosti. Razli€ne proteolitske sposobnosti omogocajo nastanek bolj raznolikih
peptidov za predstavitev antigenov v kompleksu z molekulami MHC 1. Ta raznolikost pa
podpira Sirok odgovor citotoksi¢nih limfocitov T, kar pripomore k uc¢inkovitemu delovanju

celicne imunosti (31, 32).

1.2.3 Inhibitorja proteasoma bortezomib in karfilzomib

Bortezomib (Slika 5) je bil prvi inhibitor proteasoma, ki je bil odobren za klini¢no uporabo
(21). V Sloveniji je trenutno registriran za zdravljenje diseminiranega plazmocitoma in
limfoma plas¢nih celic (33). Bortezomib deluje zaviralno na vse tri katalitske podenote
proteasoma in na vse tri katalitske podenote imunoproteasoma. Na tarCo se veZze
reverzibilno, a je njegova uporaba zaradi neselektivnega delovanja povezana s Stevilnimi
nezelenimi ucinki, med njimi s periferno nevropatijo in srénimi motnjami. Poleg tega se pri
bolnikih, ki se zdravijo z bortezomibom, pogosto razvije rezistenca nanj, kar njegovo
uporabo Se dodatno omejuje (20, 28). Kljub temu pa bortezomib predstavlja moznost za
izboljSanje ali zdravljenje Stevilnih tezko ozdravljivih obolenj. Trenutno poteka mnogo
klini¢nih $tudij z bortezomibom, kjer ga preucujejo kot u€inkovino za zdravljenje malignih

in avtoimunskih obolenj, samostojno ali v kombinaciji z drugimi zdravili (34).
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Karfilzomib (Slika 5) je inhibitor proteasoma druge generacije. Proteasomski inhibitorji
druge generacije so bili zasnovani, da bi zmanjsali pojavnost in resnost nezelenih u¢inkov
ter da bi premagali rezistenco, ki se je pojavljala pri terapiji z bortezomibom. Karfilzomib
je ireverzibilni inhibitor proteasoma, ki v nanomolarnih koncentracijah deluje inhibitorno
na proteasomsko podenoto B5c in imunoproteasomsko podeonoto B5i, z nekoliko vecjo
afiniteto do proteasomske podenote (20, 35). Trenutno je v Sloveniji registriran za terapijo
diseminiranega plazmocitoma (33). Hkrati je vkljuen v Stevilne klini¢ne Studije, za

zdravljenje diseminiranega plazmocitoma in drugih malignih obolenj (36).

N o Ho D H
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Slika 5: Strukturni formuli bortezomiba (levo) in karfilzomiba (desno).

Bortezomib je inhibitor proteasoma 1. generacije, karfilzomib je inhibitor proteasoma 2.
generacije. Oba delujeta nespecificno in inhibirata tako proteasomske kot
imunoproteasomske podenote (20).

Diseminiran plazmocitom je maligno obolenje, pri katerem pride do nenadzorovane
proliferacije in kopi€enja plazmatk, te pa nastanejo ob dozorevanju limfocitov B (37). Na
podlagi ucinkovitosti bortezomiba in karfilzomiba pri zdravljenju bolnikov z
diseminiranim plazmocitomom so v predhodnih Studijah preizkuSali bortezomib in
karfilzomib kot ucinkovini za terapijo KLL. Bortezomib in karfilzomib sta in vitro
inducirala apoptozo celic KLL Ze v nanomolarnih koncentracijah (5, 38). V sledecih

klini¢nih Studijah za zdravljenje KLL pa nista izkazovala zadostnega ucinka (21).

1.2.4 Inhibitorja imunoproteasoma ONX-0914 in DPLG-3

Imunoproteasom se nahaja predvsem v celicah imunskega sistema, zato inhibitorji
imunoproteasoma predstavljajo moznost za tarc¢no terapijo bolezni, za katere je znacilno
prekomerno nastajanje ali kopic¢enje imunskih celic, kot so hematoloska maligna obolenja.
Poleg tega so povecano aktivnost imunoproteasoma opazili tudi pri razli¢nih avtoimunskih
in vnetnih obolenjih. Uporaba inhibitorjev imunoproteasoma tako hkrati predstavlja tudi

obetavne moznosti za razvoj novih strategij zdravljenja teh obolen;j (20).
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ONX-0914 ali PR-957 je epoksiketon, ki je bil prvi identificiran selektivni inhibitor
imunoproteasomske podenote B5i (Slika 6). Njegova afiniteta do imunoproteasomske

podenote B5i je priblizno 10-krat ve¢ja v primerjavi z afintiteto do konstitutivne podenote

B5c (20). ONX-0914 se na tarco veze ireverzibilno (39).

F
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Slika 6: Strukturni formuli ONX-0914 (levo) in DPLG-3 (desno).

ONX-0914 in DPLG-3 sta selektivna inhibitorja imunoproteasoma, ki zavirata delovanje
katalitske podenote p5i. ONX-0914 ima 10-krat niZjo afiniteto za konstitutivno podenoto
p5c. DPLG-3 je vec kot 7000-krat bolj selektiven za podenoto B5i v primerjavi s podenoto

P5c (20).

V nedavni predklini¢ni $tudiji na miskah je ONX-0914 ucinkovito zmanjsal vnetje in zavrl
nastanek ter napredovanje raka debelega ¢revesja in danke (40). Ceprav je bil sprva
zasnovan kot protitumorna uc¢inkovina, se je izkazalo, da ima ONX-0914 dobre moznosti
tudi za uporabo pri zdravljenju avtoimunskih obolenj (41). V predklini¢ih Studijah na
zivalskih modelih je upocasnil napredovanje Stevilnih avtoimunskih bolezni. Izkazal je
ucinkovito delovanje pri zaviranju revmatoidnega artritisa, diabetesa, kolitisa, lupusa,
multiple skleroze, Hashimotovega tiroiditisa in nevritisa (19, 42). ONX-0914 je v
predklini¢nih Studijah na miSkah z induciranim revmatoidnim artritisom zmanjSal vnetje,
izrazanje citokinov in znizal serumske koncentracije protiteles ter se tako izkazal kot

obetavna potencialna u¢inkovina (43).

DPLG-3 je visoko selektiven, nekovalenten inhibitor podenote B5i (Slika 6). Njegovo
delovanje je ve¢ kot 7000-krat bolj selektivno za podenoto B5i v primerjavi s podenoto
BS5Sc. Zaradi izrazito visoke selektivnosti je DPLG-3 lahko pomembno sredstvo za
ugotavljanje vloge imunoproteasomske podenote 51 pri vnetnih in malignih obolenjih ali
drugih stanjih, kjer je klju¢no delovanje imunskega sistema. Do sedaj je bila objavljena ena
raziskava z uporabo DPLG-3, kjer so ugotovili, da je kratkotrajna terapija z njim na

poskusnih miSkah izboljSala uspesnost avtologne presaditve srca (44).

11
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2 NAMEN DELA

Namen dela bo ovrednotiti imunoproteasom kot potencialno tarco za zdravljenje KLL in

na ta nacin doprinesti k razumevanju vloge imunoproteasoma v celicah KLL.

Najprej bomo ovrednotili citotoksi¢en ucinek inhibitorja imunoproteasoma ONX-0914 na
celi¢nih linijah MEC1 in MEC2. Citotoksi¢no delovanje bomo dolo€ili z merjenjem Zivosti
celic s testom metabolne aktivnosti MTS 24 ur in 48 ur po tretiranju celic z naraSajo¢imi
koncentracijami (25 nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM) ONX-0914. Nadalje
bomo na celicnih linijjah MECI in/ali MEC2 za primerjavo dolocili citotoksi¢nost
inhibitorjev proteasoma bortezomiba in karfilzomiba, kinaznih inhibitorjev ibrutiniba in

idelaliziba ter visoko selektivnega inhibitorja imunoproteasomske podenote 51, DPLG-3.

Nato bomo dolodili citotoksi¢ne ucinke ONX-0914, bortezomiba in karfilzomiba na
primarnih celicah KLL. Primarne celice KLL bomo izolirali iz polne krvi bolnikov s KLL,
ki bodo privolili v sodelovanje v raziskavi (odlo¢ba KME, §t. 93/12/10). Citotoksi¢no
delovanje bomo doloc¢ili z merjenjem zivosti celic z metabolnim testom PrestoBlue 24 in
48 ur po tretiranju celic z razlicnimi koncentracijami u€inkovine. Nadalje bomo s preto¢no
citometrijo dolo¢ili mehanizem celi¢ne smrti, povzrocene z inhibitorjem imunoproteasoma

ONX-0914 v celicah KLL.

V naslednjem koraku bomo z namenom dolocitve selektivnosti delovanja ONX-0914,
bortezomiba in karfilzomiba na celice KLL, ovrednotili citotoksi¢ne ucinke le-teh na
celi¢nih linijjah LCL, ki izvirajo iz limfocitov B zdravih darovalcev. Citotoksi¢nost na

celi¢nih linijah LCL bomo primerjali s citotoksi¢nostjo na celicah KLL.

V drugem delu bomo v celicah KLL, LCL in MEC na nivoju mRNA doloc¢ili izrazanje
imunoproteasomske katalitske podenote B5i in proteasomske katalitske podenote B5c, ki
sta tar¢i preiskovanih inhibitorjev (imuno)proteasoma. Najprej bomo iz proucevanih celic
izolirali RNA in jo z obratnim prepisovanjem prepisali v komplementarno DNA. IzraZanje
podenot B5i in B5c bomo nato dolocili s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo
(qPCR). Na koncu bomo ovrednotili potencialno korelacijo med citotoksi¢nimi ucinki

ONX-0914, bortezomiba in karfilzomiba ter izraZzanjem katalitskih podenot 51 in B5c.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Metode dela s celicami, izolacija limfocitov B, dolo¢anje ECsy in preto¢na

citometrija

Preglednica IlI: Seznam materialov in aparatur, potrebnih za delo s celicami.

Material/Aparatura

Proizvajalec

96-jamicne sterilne ¢rne mikrotitrske plosce

NunclonTM Delta Surface, Nem¢ija

6-, 12-, 24- in 96-jamiéne sterilne mikrotitrske plosée za gojenje

celi¢nih kultur

TPP, Svica

avtoklav A-21

Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija

avtomatska multikanalna pipeta

Eppendorf, Nemcija

BD MicrolacneTM 3 igle

Becton Dickinson, Spanija

BD PlastipakTM brizgalke

Becton Dickinson, Spanija

CellTiter 96® AQueous One Solution (MTS)

Promega, ZDA

centrifuga Centrifuge 5430 R

Eppendorf, Nemcija

centrifugirke (15 in 50 mL)

TPP, Svica

centrifugirke za preto¢no citometrijo (Flowtubes)

Invitrogen, ZDA

hemocitometer

Brand Neubauer, Nem¢ija

hladilnik z zamrzovalnikom

Gorenje, Slovenija

inkubator

Heraus Holding GmbH, Nemc¢ija

invertni svetlobni mikroskop (Olympus CK40)

Olympus optical, Nemcija

komora z laminarnim pretokom zraka (LAF komora)

Siemens, ZDA

krioviale

Sarstedt, Nemcija

krovna stekla

Assistent, Nemcija

mikrocentrifugirke (epice)

Eppendorf, Nemcija

volumni: 0,5 mL, 1,5 mL in 2 ml

Eppendorf, Nemcija

mikrotitrski Citalec (BioTek Synergy HT)

Biotek, ZDA

multikanalna pipeta (100 pL)

Eppendorf, Nemcija

pipete 0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Eppendorf, Nemcija

posode T-flask za gojenje celi¢nih kultur

TPP, Svica

pretocni citometer Attune NxT

Invitrogen, ZDA

programska oprema FlowJo®

FlowJo, LLC, Ashland, Oregon, ZDA

programska oprema Gen5

BioTek

programska oprema GraphPad Prism 7

GraphPad Software, CA, ZDA

seroloske pipete za enkratno uporabo (volumni: 5, 10, 25, 50 mL)

TPP, Svica

sterilni nastavki za pipete

Sarstedt, Nemcija

Thermo Scientific™ Mr. Frosty™ zamrzovalna posoda

Thermo Fisher, ZDA

vibracijski mesalnik (Vortex GENIE 2)

Scientific industries, ZDA

zamrzovalnik - 80 'C

Forma scientific, Kanada

zaS$citne rokavice iz lateksa

Kimberly-Clark, ZDA
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Preglednica 1V: Seznam kemikalij, potrebnih za delo s celicami.

Kemikalija Proizvajalec

Annexin V, PE conjugate (R-PE Annexin V) Molecular Probes™, ZDA
avtoklavirana ultra Cista voda FFA

bortezomib Selleck Chemicals, ZDA
DMSO Sigma-Aldrich, ZDA

DPLG-3 FFA

FBS (10% fetalni goveji serum) Gibco, ZDA

Ficoll-Paque® reagent g‘iizlthcare Bio-Sciences AB,
ibrutinib Cayman Chemical, ZDA
idelalizib (CAL-101) Cayman Chemical, ZDA
karfilzomib Selleck Chemicals, ZDA
L-glutamin Sigma-Aldrich, ZDA
ONX-0914 FFA

penicilin, streptomicin Sigma-Aldrich, ZDA
PrestoBlueTM cell viability reagent Invitrogen, ZDA

raztopina tripanskega modrila Sigma-Aldrich, ZDA
RosetteSep® obogatitvena mesanica za humane limfocite B StemCell Technologies, Kanada
RPMI-1640 medjij Sigma-Aldrich, ZDA
SYTOX™ Blue Dead Cell Stain Molecular Probes™, ZDA

3.1.2 Analiza izraZanja genov

Preglednica V: Seznam materialov in aparatur, potrebnih za analizo izraZanja
genov.

Material/ Aparatura Proizvajalec
centrifuga Centric 322A Tehtnica, Zelezniki
centrifuga Centrifuge 5430 R Eppendorf, Nemcija
cikli¢ni termostat peqSTAR Peqlab brand, Nemcija
delovna komora z UV luc¢ko Biosan, Latvija

folija Lightcycler® za zascito Roche, Svica

mikrocentrifugirke (epice)

volumni: 0,5mL, 1,5 mL in 2 ml Invitrogen, ZDA

minicentrifuga Mini Centrifuge MCF-2360 LMS, Japonska

Nanodrop ND-1000 Spektrofotometer NanoDrop Technologies Inc., ZDA
PCR analizator Lightcycler® 480 II Roche, Svica

384-jami¢ne PCR plosce Lightcycler® 480 multiwell Roche, Svica

pipete 0,1 ul-2,5 pl, 0,5 pl-10 pl, 20 ul-200 pl, 100 pl-1000 pl Eppendorf, Nemcija

sterilni nastavki za pipete Sarstedt, Nemcija

vibracijski mesalnik Bio Vortex V1 Biosan, Latvija

za§¢itne rokavice iz lateksa Kimberly-Clark
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Preglednica VI: Seznam kemikalij in kompletov reagentov, potrebnih za analizo
izrazanja genov.

Kemikalija/ Komplet reagentov Proizvajalec

70-% etanol (z avtoklavirano ultracisto vodo razred¢imo 96 % etilni

ECP, d.o.o., Trzin, Slovenija

alkohol)
EvaGreen® qPCR Mix Plus Solis BioDyne, ZDA
kloroform Ph. Eur za analizo

komplet reagentov High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ~ Applied Biosystems, ZDA

komplet reagentov Pure LinkTM RNA Micro-to-Midi Kit Invitrogen, ZDA

oligonukleotidna zacetnika za gen GUSB Sigma-Aldrich, ZDA
oligonukleotidna zacetnika za gen LMP7 (B51) Sigma-Aldrich, ZDA
oligonukleotidna zacetnika za gen PSMBS5 (B5c) Sigma-Aldrich, ZDA
oligonukleotidna zacetnika za gen RPLP0 Sigma-Aldrich, ZDA
SYBR® Select Master Mix Thermo Fisher, ZDA
Trizol® reagent Thermo Fisher, ZDA
voda brez RNAz Sigma-Aldrich, ZDA

3.1.3 Pufri
Preglednica VII: Sestava pufra 10 x PBS in priprava pufra 1x PBS.

10 x PBS Sestava

80 g NaCl

2 gKCl

36,3 g Na,HPO,*12H,0
2,4 ¢ KH,PO,

ultra ¢ista voda; dopolnimo do 1,0 L

1xPBS (pH74)  Priprava

10 x PBS smo red¢ili 1:10 z ultra ¢isto vodo, uravnali pH in avtoklavirali.

3.1.4 Gojisca in sestava

Preglednica VIII: Sestava medijev za gojenje celi¢nih linij in primarnih celic KLL.

Gojisce Sestava
RPMI medij za KLL, MEC1 in MEC2 500 ml RPMI-1640
50 ml HD FBS

5,5 ml meSanice penicilina in streptomicina
5,5 ml L-glutamina

RPMI medij za LCL 500 ml RPMI-1640
50 ml HD FBS

5,5 ml meSanice penicilina in streptomicina

11 ml L-glutamina
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3.2 METODE DELA S CELICAMI

3.2.1 Celi¢ni laboratorij in komora z laminarnim pretokom zraka

Celi¢ni laboratorij je namenjen delu s celicnimi kulturami, za kar so potrebni asepticni
pogoji. V celi¢ni laboratorij vstopamo le v za to namenjeni Cisti laboratorijski halji in
obutvi, na rokah pa moramo vedno nositi zas¢itne rokavice. Pred in po delu s celicnimi
kulturami moramo delovno povrSino, vso uporabljeno opremo, materiale in rokavice
razkuziti s 70-% etanolom. Delo s celi¢nimi kulturami izvajamo v komorah z laminarnim
pretokom zraka (LAF komora), saj tam veliko lazje dosezemo asepticne pogoje. LAF
komora ima vgrajen HEPA (angl. high efficiency particle) filter, skozi katerega je
vzpostavljen konstanten pretok zraka brez delcev, ki bi lahko kontaminirali celi¢ne kulture.
Komora je opremljena z UV-lucko, s katero vsaki¢ pred in po delu steriliziramo delovno

povrsino. Pred pricetkom dela moramo UV-lucko prizgati za vsaj 20 minut (45, 46).

3.2.2 Zbiranje vzorcev

Vzorce krvi bolnikov s potrjeno diagnozo KLL je zbirala asist. Tijana Markovi¢, mag.
farm., v okviru klini¢ne $tudije z dovoljenjem Komisije RS za medicinsko etiko (odloc¢ba
§t. 93/12/10). Bolniki so bili povabljeni k sodelovanju v S§tudiji med pregledom na
Kliniénem oddelku za hematologijo Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana. Pred
podpisom pristanka na sodelovanje so bili podrobno seznanjeni s cilji in potekom
raziskave. Sledil je odvzem majhnega volumna krvi (~ 5 mL). Vzorce smo zaradi varstva

osebnih podatkov oznacili z internimi oznakami.
3.2.3 Celi¢ne kulture

Pri izvajanju poskusov smo uporabljali celi¢ni liniji MEC1 in MEC2, primarne celice KLL
ter celi¢ne linije LCL4, LCL9 in LCL1516. Celi¢ni liniji MEC1 in MEC2 smo pridobili iz
Leibniz-instituta DSMZ v Braunschweigu. Gojili smo ju v RPMI mediju za KLL, MEC1
in MEC2. Primarne celice KLL so primarni limfociti B, ki smo jih izolirali iz vzorcev krvi
bolnikov s potrjeno diagnozo KLL. Celice KLL smo izolirali po postopku, opisanem v
Poglavju 3.3. Gojili smo jih v RPMI mediju za KLL, MEC1 in MEC2. Humane celi¢ne
linije LCL so bile pridobljene v nacionalnem izraelskem genetskem laboratoriju na

Univerzi v Tel Avivu. Gojili smo jih v RPMI mediju za LCL.
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Vse celi¢ne linije smo gojili v inkubatorju pri 37 °C v navlazeni atmosferi in 5 % CO».
Celicne linije smo gojili v lezecih 25- ali 75-mL “T-flaskih”. Celi¢nim gojis¢em smo
trikrat tedensko dodali svez medij, da smo vzdrzevali optimalno koncentracijo za rast celic
(2 x 10° = 2 x 10° celic/mL za MEC1 in MEC2, 1 x 10° — 2 x 10° celic/mL za LCL). Od
tega smo enkrat tedensko celi¢ne suspenzije centrifugirali (1200 rpm, 5 minut), sprali s
PBS-om (resuspendirali celice v PBS-ju, ponovno centrifugirali 5 minut pri 1200 rpm in
odstranili supernatant) in nazadnje resuspendirali v svezem mediju ter prenesli v svez “T-

flask™. Medije, ki smo jih hranili v hladilniku, smo vsaki¢ pred uporabo segreli na 37 °C.

3.2.4 Stetje celic

Koncentracijo celic v gojis¢u smo dolocali z invertnim mikroskopom, s Stetjem celic, ki
smo jim dodali tripansko modrilo. Tripansko modrilo je barvilo, ki mrtve celice obarva
modro. V zive, neposkodovane, celice pa ne vstopa in jih pod mikroskopom vidimo kot

bele lise na modrem ozadju. To omogoca dolocitev deleza zivih in mrtvih celic (47).

Najprej smo s seroloSko pipeto dobro premesali celicno suspenzijo, nato smo 10 pL te
suspenzije prenesli v mikrocentrifugirko. 10 puL celi¢ne suspenzije smo dodali 10 pL
tripanskega modrila in premesali z uporabo vorteksa. 10 pL pripravljene zmesi smo

prenesli na hemocitometer, ki je pripomocek za Stetje celic (Slika 7).

Slika 7: Hemocitometer.
Hemocitometer je pripomocek za dolocanje koncentracije celic z vizualnim Stetjem celic.
Slika, povzeta po (48).
Presteli smo mrtve in Zive celice v 4 mrezastih obmocjih hemocitometra (A, B, C, D), ki so

med seboj razdeljena z gostejSo mrezo. Nato smo po Enacbi / izracunali koncentraciji

mrtvih in Zivih celic v suspenziji (4, 5).

& . . A+B+C+D

Stevilo celic/mL= x DF x 10°* Enacha I
A,B,C,D....... Stevilo zivih/mrtvih celic v posameznem obmoc¢ju hemocitometra
DF.................. faktor red¢enja

Za nadaljnje delo smo uporabili celi¢ne kulture z zivostjo > 90 %.
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3.2.5 Zamrzovanje celi¢nih kultur

Celicne linije in izolirane celice KLL, ki jih nismo takoj porabili za poskuse, smo
shranjevali v kriovialah v zamrzovalniku pri temperaturi —80 °C. Za ¢im boljSo ohranitev
zivosti celic je bistvenega pomena hitrost zamrzovanja. Optimalna hitrost ohlajanja za

ohranjanje nepoSkodovanih celic je ~—1 °C/minuto (50).

V svezo centrifugirko smo odpipetirali alikvot celi¢ne suspenzije, ki je vseboval 5 x 10°
celic celi¢ne linije ali 20 x 10° primarnih celic KLL. Suspenzijo smo 5 minut centrifugirali
pri 1200 rpm. Odstranili smo supernatant in celice resuspendirali v 1 mL svezega medija
za zamrzovanje, ki je poleg RPMI medija vseboval 10 % DMSO-ja in 40 % FBS-ja.
Suspenzijo smo prenesli v kriovialo. Kriovialo smo dali v hladilno posodo Mr. Frosty, ki
omogoca kontrolirano ohlajanje celic s hitrostjo —1 °C/minuto. Hladilno posodo smo nato

postavili v zamrzovalnik na —80 °C.

3.2.6 Odmrzovanje celi¢nih kultur

Ko smo potrebovali celice, smo jih odmrznili na sobni temperaturi. Medij za zamrzovanje
je vseboval 10 % DMSO-ja, ki je deloval kot krioprotektant pri zamrzovanju. DMSO pa na
odmrznjene celice v taks$nih koncentracijah deluje toksi¢no. Da smo znizali koncentracijo
DMSO-ja, smo celi¢no suspenzijo takoj, ko je odmrznila, prenesli v ustrezen svez medij
(glej 3. 1. 4.). Nato smo suspenzijo centrifugirali (1200 rpm, 5 minut), odstranili
supernatant in peleto ponovno resuspendirali v svezem mediju, da smo odstranili ve¢ino
DMSO-ja. Celice KLL smo uporabili za poskuse takoj po odmrznitvi. Celi¢ne linije smo
odmrznili, nato pa smo jih nekaj tednov gojili, da so si opomogle po odmrznitvi. Sele ko so
se celice zaCele normalno razmnozevati in so imele primerno visoko zivost, smo jih

uporabili za izvajanje poskusov.

3.3 IZOLACIJA LIMFOCITOYV B I1Z POLNE KRVI

Limfocite B smo iz polne krvi izolirali z uporabo Rosettesep'™ obogatitvene mesanice za
humane limfocite B (angl. human B cell enrichment cocktail). To je meSanica tetramernih
protiteles, ki navzkrizno med seboj povezejo rdeCe krvnic¢ke in nezelene celice (celice v
vzorcu polne krvi, ki niso limfociti B). Tako nastanejo imunski kompleksi — imunorozete.
Po tvorbi imunorozet meSanici dodamo medij z gradientno gostoto (npr. fikol) in vse

skupaj centrifugiramo. Imunorozete se skupaj z rdecimi krvnickami posedejo na dno.
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Limfociti B, na katere se protitelesa niso vezala, pa ostanejo nad gradientnim medijem in
jih lahko izoliramo iz meSanice (51). Na Sliki 8 je predstavljen shematski prikaz, zraven pa

je opisan natancen postopek izolacije.

Postopek izolacije limfocitov B iz polne krvi

Pred postopkom smo reagente, centrifugo in vzorce ogreli na sobno temperaturo.

1. Vzorcu polne krvi (~ 5 mL) smo dodali

-
I~ ® clenc celice
® nczelenc celice

obogatitveno mesanico. ' # ¢ critrociti

RosetteSep® obogatitveno meSanico za Dodamo RosctteSep® J
humane limfocite B (50 pL meSanice/1 ml

polne krvi) in 20 minut inkubirali na sobni

. NezZelene celice se
temperaturl. s tetramernimi
protitelesi navzkrizno
povezejo z eritrociti
(nastanck imunorozet).

2. Redcili smo z enakim volumnom raztopine 2

& |7

% FBS/PBS in nezno premesali.

Inkubiramo 20 minut
pri sobni temperaturi.

Al

3. Razredcen vzorec smo prenesli v epruveto, v
katero smo ze prej, z brizgo in iglo (zaradi Dodamo fikol.
viskoznosti) dodali ~ 5 mL fikola. Pri tem smo
pazili, da ni pri§lo do meSanja plasti.
4. Centrifugirali smo 20 minut na 200 g pri sobni
temperaturi brez zavore.
5. S pipeto smo previdno odstranili zgornjo plast Connieram

(plazmo) do priblizno 1 cm nad plastjo

limfocitov B. Plast limfocitov B smo previdno

Plazma

krozno pobrali in celice prenesli v epruveto s opogaten limfociti B

g
. .. e Fikol \
~ 13 mL svezega medija. Pazili smo, da smo e

Imunorozete v @

prenesli le celice in ne fikola, ki je toksi¢en za -
Obogateni limfociti B

celice.

6. Centrifugirali smo 7 minut pri 1700 rpm, na Slika 8: Postopek izolacije limfocitov B.

ni temperaturi. . . T
sobni temperatu Limfocite B smo izolirali z uporabo

7. Odstranili smo supernatant, dodali svez Rosettesep™ obogatitvene mesanice za
humane limfocite B.

medij in resuspendirali celi¢no peleto. Slika, povzeta po (51).

8. Presteli smo celice, jih red¢ili na konc.

6
1 x 10 /mL ter jih uporabili za poskuse.
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Celice KLL smo izolirali v sodelovanju z Damjanom Avscem in Veroniko Rotnik, ki sta v

okviru svojih magistrskih nalog prav tako potrebovala primarne celice KLL.

3.4 DOLOCANJE VREDNOSTI ECs,

3.4.1 Izpostavitev celic spojinam

Pripravili smo suspenzijo celic dolo¢ene celi¢ne linije s koncentracijo 3,0 x 10° celic/mL
oz. suspenzijo primarnih celic KLL s koncentracijo 1,0 x 10° celic/mL. Suspenzijo smo
dobro premesali s serolosko pipeto. V vdolbine na mikrotitrskih plos¢icah z 12 vdolbinami
smo napipetirali 1 mL celi¢ne suspenzije. V vsako vdolbino smo dodali dolo¢eno koli¢ino
raztopin preucevanih spojin, da smo dosegli razlicne koncentracije v suspenziji. Imena in
koncentracije spojin, s katerimi smo tretirali posamezne celi¢ne linije oz. celice KLL so

predstavljeni v Preglednici IX.

Preglednica IX: Koncentracije spojin, s katerimi smo tretirali posamezne celicne linije.

Celi¢na linija/Celice Spojina Koncentracija
ONX-0914  25nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM
bortezomib 1 nM, 5 nM, 7,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM

MEC1 karfilzomib 1 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM
ibrutinib 0,01 uM, 0,1 uM, 0,25 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50
uM, 100 uM
idelalizib 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 pM
DPLG-3 0,25 uM, 0,5 uM, 1 pM, 5 pM, 10 pM, 25 uM
ONX-0914 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM
MEC2 bortezomib 1 nM, 5 nM, 7,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM

karfilzomib 1 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM

ONX-0914  25nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM, 5000 nM
bortezomib 1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM

karfilzomib 1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM

ONX-0914 5nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM
celice KLL bortezomib 1 nM, 5 nM, 7,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM

karfilzomib 1 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM

LCL4, LCLY,
LCL1516

V dve vdolbinici nismo dodali spojine. V eno nismo dodali nicesar, ta je predstavljala
netretirano kontrolo. V drugo smo dodali 1 pL. DMSO-ja, ta je predstavljala netretirano
kontrolo topila, saj so bile spojine raztopljene v DMSO-ju. Iz vsake vdolbine smo nato z
multikanalno pipeto prenesli po 100 pL alikvota na dve 96-jami¢ni mikrotitrski ploSci.
Vsak alikvot smo prenesli v trojniku (triplikatu). Alikvote smo prenasali z multikanalno

pipeto. Alikvote v trojniku smo prenesli na 2 mikrotitrski plos¢i, saj smo opazovali
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delovanje uc¢inkovin na celice po 24 in 48 urah. Za poskuse na celicah celi¢nih linij MEC
in LCL smo uporabili prozorne mikrotitrske plos¢e, za poskuse na primarnih celicah KLL
pa smo uporabili ¢rne mirkotitrske plos¢e. Na mikrotitrski plos¢i smo vedno nanesli tudi
medij, v katerem smo gojili posamezne celice (100 pL medija v eno vdolbinico, v
triplikatu). Tako pripravljeni mikrotitrski plo§¢i smo nato postavili v inkubator (37 °C, 5 %

CO,), eno za 24 in drugo za 48 ur.
3.4.2 Test metabolne aktivnosti

Citotoksi¢nost spojin smo dolocali s testom metabolne aktivnosti. Testi metabolne
aktivnosti temeljijo na merjenju presnove substratov. Ko celice umrejo, zelo hitro izgubijo
moznost presnavljanja substratov, zato zmanjSanje metabolne aktivnosti dobro korelira s
Stevilom viabilnih celic (52). Test metabolne aktivnosti smo izvajali z reagentoma MTS in

PrestoBlue.

MTS je tetrazolijeva sol 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol), ki prehaja celicno membrano. V zivih celicah ga nato
encimi reducirajo v formazan (Slika 9), v mrtvih celicah pa do redukcije ne pride. Koli¢ina
nastalega formazana je tako sorazmerna Stevilu zivih celic. Dolo¢amo jo kolorimetri¢no z

merjenjem absorbance pri 490 nm (52, 53).

RuCCO0H s0; OCH,COOH oo
vl
Q\(/ N O\(/N‘N*O/
/ \

3 - H S
XL X
CHs N

CHs

MTS » Formazan

Slika 9: Redukcijska pretvorba reagenta MTS v obarvan produkt formazan.
Slika, povzeta po (53).
Reagent PrestoBlue vsebuje modro barvilo resazurin (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-
oksid), ki se v zivih celicah prav tako reducira. Z redukcijo resazurina nastane resorufin, ki

fluorescira (Slika 10). Ekscitacijska valovna dolzina resorufina je 560 nm, emisijska

valovna dolzina pa 590 nm. Pri testu metabolne aktivnosti z reagentom PrestoBlue je torej
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jakost fluorescence sorazmerna Stevilu presnovno aktivnih zivih celic (45, 47).

HO o o} HO o) o
LT 19994
r]l N

%o
Resazurin - Resorufin

Slika 10: Redukcijska pretvorba resazurina v fluorescenten produkt resorufin.
Slika, povzeta po (55).

Test redukcije resazurina je nekoliko bolj obcutljiv kot test redukcije tetrazola (52).
Primarne celice KLL so metabolno manj aktivne v primerjavi s celicami MEC in LCL.
Zato smo metabolni test na celi¢nih linijah izvajali z reagentom MTS, na primarnih celicah
pa z reagentom PrestoBlue. Po 21 in 45 urah inkubacije celic s spojinami smo v vsako
vdolbinico dodali 10 pL reagenta MTS ali PrestoBlue, nato pa smo po 3 urah z
mikrotitrskim citalcem merili jakost absorbance oz. fluorescence. Po Enacbi 2 smo

izrac¢unali relativno zivost celic.

Relativna Zivost celic (%) = ((J,,orec — Istepa) /T yontrota — JIslepa)) X 100 Enacba 2
Jvzorec..ee.... jakost absorbance ali fluorescence vzorca tretiranih celic

Jkontrola......jakost absorbance ali fluorescence vzorca celic z dodatkom DMSO-ja

Jslepa.-.-...... jakost absorbance ali fluorescence medija

Dolo¢ili smo relativno zivost celic v vsaki vdolbinici. Nato smo s programom GraphPad
Prism izracunali srednjo efektivno koncentracijo (ECsg) posamezne spojine po 24 in po 48

urah.

3.5 PRETOCNA CITOMETRIJA

Preto¢na citometrija je zelo pogosto uporabljena metoda za Stetje in doloCanje lastnosti
posameznih celic v heterogeni celicni suspenziji. Preto¢ni citometer omogoca hkratno
doloc¢anje vecih fizikalnih in kemijskih parametrov. Celice v suspenziji posami¢no potujejo
skozi laserski snop svetlobe. Glede na sipanje svetlobe pretocni citometer doloci velikost
in granuliranost posamezne celice. Na Sliki 11 je prikazan shematski prikaz preto¢nega
citometra. Prednje sipanje, ki ga zaznava detektor, ki je v ravnini snopa svetlobe, je

sorazmerno velikosti celice. Stransko sipanje zaznava detektor, ki je postavljen pravokotno
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na snop svetlobe. To je posledica sipanja svetlobe na celicnih organelih in je tako
sorazmerno granuliranosti celic. S spreminjanjem nastavitev, specificnim markiranjem ali
barvanjem celic lahko s pretocnim citometrom dolo¢amo Se Stevilne druge biokemijske
lastnosti celic. Pogosto celice oznacujemo s fluorokromi. Pravokotno na snop svetlobe so
tako postavljeni Se detektorji, ki zaznavajo fluorescenco razli¢nih valovnih dolzin. Pogosto
pa lahko Ze samo z analizo prednjega in stranskega sipanja razlikujemo med razli¢nimi

populacijami celic (56).

celiéna suspenzija

<— nosilna tekocina

pretocna celica

.. (=]
laserski izvor svetlobe Prednje sipgpi
SPanje

~

o

U0

soritranje celic

2P 0 0 O

Slika 11: Shematski prikaz preto¢nega citometra.

Slika, povzeta po (57).
3.5.1 Doloditev deleza apopti¢nih in mrtvih celic

S pomocjo pretocne citometrije smo s hkratnim oznacevanjem celic z reagentoma R-PE
Annexin V in SYTOX™ Blue dolo¢ili delez mrtvih in apopti¢nih celic KLL po tretiranju z
ONX-0914. Reagent SYTOX™ Blue se veze na nukleinske kisline. SYTOX™ Blue ne
prehaja skozi celicno membrano, zato lahko vstopa le v mrtve celice, ki nimajo intaktne
celicne membrane. Ob vezavi na nukleinske kisline se njegova fluorescenca ojaca za vec
kot 500-krat. To nam omogoca, da s pretocnim citometrom preko fluorescenénih signalov
med seboj lo¢imo populaciji zivih in mrtvih celic (58). Za dolo¢anje deleza apopti¢nih

celic smo celice obarvali z reagentom R-PE Annexin V. To je protein aneksin V,
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konjugiran s fluorokromom R-fikoeritrinom (R-PE). Aneksin V se ob prisotnosti kalcija
veze na fosfatidil serin. To je fosfolipid, ki sestavlja celicno membrano in se pri Zivih
celicah nahaja na intracelularni strani membrane. Ker R-PE Annexin V ne prehaja celi¢ne
membrane, se torej ne more vezati v membrano zivih celic. V zgodnjih fazah apoptoze
pride do sprememb v celiéni membrani, vkljuéno s premestitvijo fosfatidil serina na
ekstracelularno stran membrane. To omogo¢i vezavo aneksina, kar pretocni citometer
zazna kot oranzno fluorescenco z emisijskim maksimumom pri > 575 nm. R-PE Annexin

V tako oznaci zgodnje in pozno apopticne celice (59).
Postopek oznacdevanja celic z reagentoma R-PE Annexin V in SYTOX™ Blue

Pred pripravo celi¢ne suspenzije za indukcijo apoptoze smo celice 2-krat sprali s pufrom
PBS (5 min pri 1000 rpm). Nato smo jih resuspendirali v svezem mediju. Celi¢ne
suspenzije za analizo apoptoze s preto¢nim citometrom smo nato pripravili po sledecem

postopku:

1. Inducirali smo apoptozo na celicah, v negativno kontrolo smo dodali le topilo (0,1
% DMSO v RPMI mediju).

2. Celice smo inkubirali v inkubatorju (37 °C, 5 % CO»).

3. Po 24 urah smo celice sprali s hladnim pufrom PBS.

4. Sprane celice smo centrifugirali (1200 rpm, 5 min), odstranili smo supernatant in
celice resuspendirali v ‘“annexin-binding buffer”. Dolocili smo koncentracijo
pripravljene suspenzije in jo red¢ili z “annexin-binding buffer” na koncentracijo 1,0
x 10° celic/mL.

5. V 100 pL vzorca smo dodali 2,5 pL reagenta R-PE Annexin V in 1 pL 10 x
razredCenega reagenta SYTOX™ Blue in inkubirali 15 minut na sobni temperaturi.

6. Po koncani inkubaciji smo dodali 200 pL “annexin-binding buffer”, rahlo
premesali in postavili vzorce na led.

7. Pripravljene vzorce smo takoj analizirali s preto¢nim citometrom.

Dolocanje deleza mrtvih in apopti¢nih celic je potekalo v sodelovanju s soSolcem

Damjanom Avscem, ki je opravljal podobne raziskave v okviru svoje magistrske naloge.
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3.6 ANALIZA IZRAZANJA GENOV

3.6.1 Izolacija RNA

RNA iz celi¢nih linij in primarnih celic KLL smo izolirali z uporabo trizola in kompleta

reagentov “PureLink™ RNA Micro-to-Midi Kit”. Delo je potekalo v €isti komori RNA, ki

smo jo predhodno o€istili s 3-% hipokloritom in jo izpostavili UV svetlobi za 15 min.

Izolacijo smo izvedli po sledecem postopku (60):

10.

11

13.
14.

15.

16.

5 x 10° celicam smo v digestoriju dodali 1 mL trizola.

Suspenzijo smo dobro premesali s pipeto (pipetiranje gor-dol) in takoj zamrznili na
—80°C.

Vzorec smo odmrznili na sobni temperaturi in inkubirali 5 minut.

V digestoriju smo vzorcu dodali 0,2 mL kloroforma, nato smo epico moc¢no stresali
(ro¢no) vsaj 15 sekund in inkubirali 3 minute na sobni temperaturi.

Centrifugirali smo pri 12 000 x g 15 minut pri 4 °C.

400 pl zgornje vodne faze smo prenesli v svezo epico in dodali enak volumen 70-%
etanola. Vse skupaj smo z vorteksiranjem in obracanjem epice dobro premesali, da so
se dispergirali vsi vidni delci.

Na “RNA Spin Cartridge” smo nanesli 700 uL vzorca, centrifugirali pri 12 000 x g 15
sekund pri sobni temperaturi, zavrgli eluat in kolono ponovno vstavili v epico.

Na kolono smo nanesli $e preostanek vzorca in ponovili korak 7.

Na kolono smo nanesli 700 pl “Wash Buffer I, centrifugirali na 12 000 x g 15 sekund
pri sobni temperaturi in zavrgli eluat.

Kolono smo prenesli v Cisto epico, dodali 500 pL “Wash Buffer II”, centrifugirali na

12 000 x g 15 sekund pri sobni temperaturi, zavrgli eluat in vstavili kolono v epico.

. Ponovili smo korak 10.

12.

Centrifugirali smo na 12 000 x g 1 minuto pri sobni temperaturi, da smo osusili
membrano z RNA.

Zavrgli smo epico in vstavili kolono v “RNA Recovery Tube”.

Na sredino kolone smo dodali 30 pL vode brez nukleaz in 1 minuto inkubirali pri sobni
temperaturi. Nato smo centrifugirali pri 12 000 x g 2 minuti pri sobni temperaturi.

Na sredino kolone smo dodali 10 pL vode brez nukleaz in 1 minuto inkubirali pri sobni
temperaturi. Nato smo centrifugirali na 12 000 x g 2 minuti pri sobni temperaturi.

Kolono smo odstranili, eluat, ki je vseboval izolirano RNA, smo shranili na —80°C.
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3.6.2 Merjenje koncentracije in Cistosti izolata RNA

Preden smo izolirano RNA zamrznili, smo v posebno epico odpipetirali 3 pL vzorca za
meritve na spektrofotometrskem merilniku NanoDrop® ND-1000. NanoDrop® ND-1000
je izmeril koncentracijo in Cistost izolatov RNA. To nam je omogocilo pripravo vzorcev z

zeljeno koncentracijo in oceno kakovosti izolirane RNA.

Na NanoDrop® ND-1000 smo nanesli 1,5 pL vzorca. Spektrofotometer je izmeril
absorbanco pri 230 nm, 260 nm in 280 nm. Iz absorbance pri 260 nm spektrofotometer

izrauna koncentracijo RNA s pomoc¢jo Beer-Lambertove enacbe (enacba 3).

A=egx(x] Enacba 3
Ao absorbanca pri 260 nm
€ i, molarni ekstinkcijski koeficient, ki za RNA znasa 40 ng*cm/uL

l...................... dolzina poti v cm

Cistoto izolata smo ocenili z razmerjem absorbance pri 260 nm in 280 nm (A260/A280) in
razmerjem absorbance pri 260 nm in 230 nm (A260/A230). Razmerje A260/A280 nam
poda oceno kontaminacije vzorca s proteini in je za Cisto raztopino RNA ~ 2,0. Razmerje
A260/A230 pa nam poda oceno kontaminacije vzorca z reagenti in je za Cisto raztopino

med 1,8 in 2,2 (61).

Vpliv ozadja smo izni¢ili z merjenjem absorbance slepe raztopine. Mi smo za slepo
raztopino uporabili vodo brez nukleaz. Za nadaljnje delo smo vzorce red¢ili z vodo brez

nukleaz na koncentracijo 30 ng/uL.

3.6.3 Obratno prepisovanje

Izolirano RNA smo prepisali v komplementarno cDNA. DNA je bolj stabilna in jo lahko
uporabimo za PCR v realnem ¢asu, s katerim lahko kvantificiramo izrazanje posameznega

gena (62).

Za obratno prepisovanje smo uporabili reagente iz kompleta “High-capacity cDNA
Reverse Transcription Kit”. Delo je potekalo v ¢isti komori RNA, ki smo jo predhodno
ocistili s 3-% hipokloritom in jo izpostavili UV-svetlobi za 15 min. MeSanico reagentov za

obratno prepisovanje smo pripravili, kot je prikazano v Preglednici X.
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Preglednica X: Sestava meSanice reagentov za obraten prepis 1 vzorca.

Komponenta Volumen za 1 reakcijo (uL)
pufer reverzne transkriptaze 2
raztopina dNTP-jev 08

(deoksiribonukleotid trifosfatov)

nakljucni oligonukleotidni zacetniki 2

reverzna transkriptaza (Multiscriberm) 1

inhibitor RNAz 1

destilirana voda brez nukleaz 3,2

V epico smo odpipetirali 10 pL vzorca in dodali 10 uL meSanice reagentov, vse skupaj
smo narahlo premesali s pipeto in centrifugirali 1 minuto pri 600 rpm. Epice smo nato
inkubirali v cikliénem termostatu peqSTAR, in sicer pri pogojih, ki jih prikazuje
Preglednica XI. Po koncanem prepisu smo nastale vzorce cDNA shranili v zamrzovalnik

na —20°C.

Preglednica XI: Pogoji reakcije prepisa RNA v cDNA.

Faza Temperatura (°C)  Cas
prileganje 25 10 min
prepisovanje 37 120 min
prekinitev reakcije 85 5 min
ohlajanje 4 o0

3.6.4 Kvantitativni PCR v realnem ¢asu (qPCR)

Obratno prepisovanje v kombinaciji s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo (QPCR)
omogoca natan¢no, visoko obcutljivo in hitro dolo¢anje izrazanja genov. Zato je danes to
najpogostejSa metoda za doloCanje ekspresije (63). Postopek lahko izvedemo v enem
koraku ali pa v dveh, kot smo naredili mi, da smo najprej prepisali RNA v cDNA in nato
izvedli qPCR (64). Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda specifinega
pomnozevanja doloCenega odseka DNK. Kvantitativni PCR predstavlja nadgradnjo
klasi¢ne metode PCR, ki omogoca sprotno spremljanje koncentracije produkta PCR v
vsakem ciklu. To omogoca enostavnejSo in natancnejSo dolocitev zaletnega Stevila kopij
specificnega nukleotidnega zaporedja v vzorcu. Sprotno merjenje koli¢ine produkta PCR
temelji na merjenju fluorescence po vsakem ciklu pomnozevanja (65). Obstajajo specificne
in nespecificne metode detekcije koli¢ine nastale DNA. Pri specifiénih metodah se

uporabljajo fluorescencno oznacene sonde, ki se specifino prilegajo preiskovanemu

27



Magistrska naloga Ana Temeljotov, 2018

zaporedju. Pogosteje se uporabljajo nespecificne metode detekcije, kjer se barvila
nespecificno vgradijo v nastajajoo dvoverizno DNA. Po vezavi se ojaca njihova
fluorescenca in tako lahko kvantificiramo koli¢ino novonastale DNA. Mi smo uporabili
barvili SYBRGreenER® (del meSanice SYBR® Select MM) in EvaGreen®, ki se obe
nespecifi¢no vgradita v dvoverizno DNA (65, 66).

Postopek izvedbe qPCR

Najprej smo pripravili standarde. V sterilno epico smo dodali 5 pL vsakega preiskovanega
vzorca, da smo pripravili zbir (angl. pool) vzorcev. Zbir smo nato razred¢ili na
koncentracijo 10 ng/puL. Nato smo s serijskim redenjem na polovico pripravili 10

standardov s koncentracijami od 10 ng/ul do 0,0195 ng/ul.

Za dolocanje izrazanja vsakega gena smo pripravili meSanico reagentov, kot je prikazano v

Preglednici XII.

Preglednica XII: Sestava reakcijske zmesi za PCR analizo za 1 reakcijo.

RPLPO GUSB

Volumen Volumen
Komponenta (ul) Komponenta (ul)
SYBR® Select MM 5 SYBR® Select MM 5
F primer (20 uM) F primer (20 puM)
TCTACAACCCTGAAGTAAGTGCTTGAT 0,05 GGCTCCGAATCACTATCGCC 0,05
R primer (20 pM) R primer (20 uM)
GAATCTGCAGACAGACACTGG 0,05 CCTTGGGATACTTGGAGGTGT 0,05
ultra Cista voda 1,9 ultra Cista voda 1,9
LMP7 (B5i) PSMBS (B5¢)

Volumen Volumen
Komponenta (ul) Komponenta (ul)
SYBR® Select MM 5 EvaGreen® MM 2
F primer (20 uM) F primer (20 uM)
ACCACACTCGCCTTCAAGTTC 0,1 GTGAATCAGCACGGGTTTT 0,2
R primer (20 pM) R primer (20 pM)
GCCAAGCAGGTAAGGGTTAATC O, 1 AATCCGCTGCAACAATGACT 0,2
ultra Cista voda 1,8 ultra Cista voda 4,6

V Preglednici XII so prikazani volumni za 1 reakcijo. Izracunali smo, koliko PCR reakcij
bomo izvedli (2 x (Stevilo analiziranih standardov + Stevilo vzorcev)) za posamezni gen.
Nato smo pripravili meSanico reagentov za vse reakcije za posamezni gen v eni epici. V
sterilne 384-jamic¢ne plos¢e (PCR ploscice Lightcycler® microwell 480) smo v vsako
vdolbinico odpipetirali 7 pl meSanice reagentov in 3 pl vzoréne cDNA s koncentracijo 1,25

ng/pl oz. 3 pl standardnih raztopin. Vsako reakcijo smo izvedli v dvojniku.
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Ko smo dodali meSanico reagentov in vzorce oz. standardne raztopine v vse vdolbinice,
smo plosco prekrili s samolepilno folijo in jo centrifugirali 3 minute pri 1900 rpm. Nato
smo plosco vstavili v aparat LightCycler® 480 System in zagnali program za analizo
izrazanja doloCenega gena. Po vsaki koncani reakciji je bil izveden talilni protokol, kjer
smo ob prisotnosti krivulj z istim vrhom lahko potrdili, da je nastal le en produkt.

Programa izvedbe analiz sta predstavljena v Preglednici XIII in XIV.

Preglednica XIII: Program izvedbe kvantitativne PCR analize s SYBR® Select MM
(izraZanje genov RPLP0O, GUSB, LMP7).

Faza Temperatura (°C) Cas Stevilo ciklov
zacetna denaturacija 50 2 min

aktivacija polimeraze 95 2 min

denaturacija 95 15 sek 4 5
prileganje/podaljSevanje 60 1 min

Preglednica XIV: Program izvedbe kvantitativne PCR analize 7 EvaGreen® MM
(izraZanje gena PSMBS5).

Faza Temperatura (°C) Cas Stevilo ciklov
zacetna denaturacija 95 15 min

denaturacija 95 15 sek

prileganje 58 20 sek 4 5
podaljSevanje 72 20 sek

3.6.5 Standardizacija na referenc¢ni gen

Rezultate izrazanja genov smo normalizirali na izrazanje referen¢nih genov. Referencni
geni (angl. housekeeping genes) so geni, za katere je znaCilno konstantno izrazanje v vseh
preucevanih celicah in jih lahko uporabimo kot interni standard. Normalizacija na
referencne gene nam omogoca kvantifikacijo izrazanja preiskovanih genov. Tako lahko
izni¢imo razlike, ki so posledica razlicne zacetne koli¢ine cDNA ali drugih razli¢nih

pogojev med posameznimi poskusi (65, 67).

V nasih poskusih smo za relativno dolo€itev izrazanja genov uporabili referencna gena
RPLP0 in GUSB. Rezultate izrazanja genov LMP7 in PSMBS5 smo normalizirali tako, da

smo dobljene vrednosti delili z geometrijsko sredino izrazanja genov RPLP0 in GUSB.

3.7 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Podatke smo statisti¢no ovrednotili s programoma Excel in GraphPad Prism. Pred
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izvajanjem statisticnih testov smo preverili, e se numeri¢ne spremenljivke (vrednosti
EC,,, ekspresija genov) porazdeljujejo normalno. To smo testirali s testoma Shapiro-Wilk
in D'Agostino-Pearson. Na osnovi rezultata testov normalnosti, velikosti vzorca in
odvisnosti spremenljivk smo izbrali ustrezen test. Casovno odvisnost in razlike v ekspresiji
genov smo testirali s parnim t-testom, selektivnost pa z Mann-Whitney U testom. Za
analize korelacije smo vzorce, ki se niso porazdeljevali normalno, pretvorili v logaritmi¢ne
ali obratne vrednosti in ponovno preverili normalnost porazdeljevanja. Reciprocna
transformacija je bila potrebna pri vrednostih vsote izrazanja podenot B5c in B5i. S
spremenljivkami, ki so se porazdeljevale normalno, smo nato izvedli analizo korelacije.

Kot statisti¢no znacilne rezultate smo privzeli tiste, kjer je bila vrednost p < 0,05.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 IN VITRO VREDNOTENJE INHIBITORJA IMUNOPROTEASOMA
ONX-0914

Za zdravljenje KLL obstaja mnogo razli¢nih terapij, vendar nobena ne vodi v trajno
ozdravitev. Mediana prezivetja brez napredovanja bolezni po shemi FCR, ki je trenutno
standardna terapija KLL, je 6—7 let. Mnogo bolnikov zaradi starosti, slabega fizi¢nega
stanja, pridruZzenih bolezenskih stanj ali neugodnih citogenetskih faktorjev (delecija 17p,
nemutirani geni IGHV) ni primernih za zdravljenje s terapijo FCR. Z razvojem novih
tar¢nih ucinkovin so se v zadnjih letih izboljSale moznosti za zdravljenje na druge nacine.
Tako standardna terapija kot novejSe oblike terapije pa so ob dolgotrajni uporabi pogosto
povezane s hudimi stranskimi ucinki, ki lahko celo onemogocijo nadaljevanje zdravljenja
(68). Ena izmed novejsih tar¢nih ucinkovin je ibrutinib (69). Ibrutinib se zaradi
ucinkovitega delovanja danes pogosto predpisuje za zdravljenje KLL. Kljub temu pa je v
klini¢nih $tudijah 4-10 % bolnikov moralo prekiniti z zdravljenjem z ibrutinibom zaradi
pojava hudih nezelenih ucinkov. Najpogostejsi vzroki za prekinitev zdravljenja so bili
pljucnica, krvavitve, atrijska fibrilacija, izpus€aji in nevtropenija (70). Poleg pogostih
nezelenih ucinkov se ob dolgotranjem zdravljenju KLL lahko razvije tudi neodzivnost na
terapijo. Zaradi vseh nastetih razlogov je nesporno, da so potrebne nove ucinkovine za

zdravljenje KLL, ki bi bile varnejSe in u¢inkovitejSe.

V predhodnih Studijah so ugotovili, da inhibitorja proteasoma bortezomib in karfilzomib in
vitro delujeta citotoksi¢no na celice KLL (5,38). Pri malignih obolenjih limfocitov B so
izmerili povecano izrazanje imunoproteasomskih podenot v primerjavi z izrazanjem
konstitutivnih podenot proteasoma (28). Predvidevali smo, da bi imunoproteasom tako
lahko predstavljal dobro taro za zdravljenje malignih obolenj limfocitov B, kot je na
primer KLL. Z namenom iskanja novih terapij smo ovrednotili in vitro citotoksi¢no

delovanje inhibitorja imunoproteasoma ONX-0914 na celice KLL.

31



Magistrska naloga Ana Temeljotov, 2018

4.1.1 Inhibitor imunoproteasoma ONX-0914 izraZa koncentracijsko in ¢asovno

odvisno delovanje na celi¢ni liniji MEC1 in MEC2

Do sedaj ni znanih S$tudij o delovanju inhibitorja imunoproteasoma ONX-0914 na celice
KLL. Zanimalo nas je, ali ONX-0914 deluje citotoksi¢no na celice KLL in v kak$nem
koncentracijskem obmocju je ta u¢inek dosezen. Najprej smo dolocili ECsy na celi¢nih
linijah MEC1 in MEC2, ki sta celi¢ni liniji, ki izvirata iz celic KLL. Obe celi¢ni liniji
izvirata iz levkemicnih celic istega bolnika v dveh razli¢nih stadijih napredovanja bolezni.
Celice MECI1 so izolirali iz polne krvi bolnika s KLL v zgodnji prolimfocitni fazi, pred
pojavom agresivne klini¢ne faze. Celicna linija MEC2 izvira iz celic v diseminirani fazi
bolezni, eno leto po nastanku celicne linije MEC1. Takrat je bolnik je Ze preSel v
prolimfocitno obliko bolezni ter imel znatno povisano Stevilo limfocitov v krvi, kar pomeni
nastanek agresivne in tezko ozdravljive bolezni. Celi¢ni liniji MEC1 in MEC2 sta nastali
in vitro s spontanim razrastom limfocitov B v prolimfocitni tranformaciji, ki so bili
predhodno okuzeni z virusom Epstein-Barr. Celi¢ni liniji izvirata iz celic, ki niso bile
tipicne celice KLL, kljub temu pa predstavljata dobra in vitro modela za raziskovanje

celicnih mehanizmov pri KLL (71, 72).

Za oceno citotoksi¢nega delovanja smo dolocili vrednosti ECsg. Vrednost ECs ali srednja
efektivna koncentracija je koncentracija u€inkovine, pri kateri je doseZen ucinek enak 50
% maksimalnega ucinka (73). V naSem primeru je bila to koncentracija uc¢inkovine, pri
kateri je bila metabolna aktivnost celic zmanjSana za 50 %. Celice smo tretirali z
nara$¢ajoCimi koncentracijami ONX-0914. Po 24 in 48 urah inkubacije smo pomerili
metabolno aktivnost celic s testom MTS in dolocili vrednosti ECso. ONX-0914 je na obe
celi¢ni liniji deloval citotoksi¢no v nanomolarnih koncentracijah (Slika 12). Vrednost ECs
za celi¢no linijo MECI je bila 301 nM po 24 urah in 221 nM po 48 urah. Celi¢na linija
MEC?2 je bila manj obcutljiva na ONX-0914, vrednosti ECs sta bili 658 nM po 24 urah in
389 nM po 48 urah. To je v skladu z dejstvom, da celice MEC2 predstavljajo model za
napredovano obliko bolezni, ki je bolj agresivna in slabSe odzivna na terapijo (72). Kot
vidimo z grafov na Sliki 12 so bili citotoksi¢ni u¢inki ONX-0914 na celi¢ni liniji MEC1 in
MEC2 koncentracijsko in ¢asovno odvisni. Ti dve lastnosti sta zazeljeni z vidika terapije,

saj omogocata predvidevanje terapevtskega odmerka in ucinka zdravila.
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Slika 12: Citotoksi¢no delovanje inhibitorja imunoproteasoma ONX-0914 na celi¢ni
liniji MEC1 in MEC2.

Celice MEC1 in MEC2 smo tretirali z narascajocimi koncentracijami ONX-0914 (10 nM,
25 nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM). Presnovno aktivnost celic smo
dolocili s testom MTS po 24 in 48 urah. Rezultat smo normirali na kontrolo (0,1 % DMSO
v RPMI mediju). Poskus smo izvedli v trojniku. Vrednosti ECsy smo izracunali s
programom GraphPad Prism na podlagi meritev vsaj dveh bioloskih ponovitev.

Dosedanje Studije o delovanju ONX-0914 pri hematoloSkih malignih obolenjih niso
Stevilne. Niewerth in sodelavci so in vitro dokazali citotoksicno delovanje ONX-0914 na
celice akutne limfoblastne levkemije (ALL) in celice akutne mieloblastne levkemije
(AML) (74). V drugi raziskavi so ovrednotili delovanje ONX-0914 na celi¢ne linije
diseminiranega plazmocitoma (8226), T-celi¢ne levkemije (CCRF-CEM) in mieloi¢ne
levkemije (THP1) (28). Mulder in sodelavci pa so ugotovili, da ONX-0914 in vitro inhibira
proliferacijo aktiviranih limfocitov B (75). Nasa Studija je bila prva, ki je ovrednotila

citotoksi¢ne u¢inke ONX-0914 na celi¢nih linijah MEC1 in MEC2.

4.1.2 Inhibitorja proteasoma bortezomib in karfilzomib delujeta citotoksi¢no na

celi¢ni liniji MEC1 in MEC2 v niZjih koncentracijah kot ONX-0914

Z namenom ovrednotenja imunoproteasoma kot potencialne tar¢e v celicah KLL nas je

zanimalo, ali ima inhibicija imunoproteasoma v primerjavi z inhibicijo proteasoma manj
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ali bolj citotoksicne ucinke na celice KLL. Zato smo primejali citotoksi¢no delovanje
ONX-0914 s citotoksicnim delovanjem inhibitorjev proteasoma bortezomibom in
karfilzomibom. Najprej smo citotoksicnost bortezomiba in karfilzomiba dolocili na
celi¢nih linijah MEC1 in MEC2. Celice smo tretirali z naras¢ajocimi koncentracijami
bortezomiba in naras¢ajo¢imi koncentracijami karfilzomiba. Po 24 in 48 urah inkubacije
celic z u€inkovino smo pomerili metabolno aktivnost s testom MTS in s programom

GraphPad Prism izracunali vrednosti ECsy. Vrednosti ECs, so prikazane v Preglednici XV.

Preglednica XV: Vrednosti ECs9 24 in 48 ur po inkubaciji celic MECI in MEC2 7

bortezomibom in karfilzomibom.

celi¢na linija MEC1 MEC2
spojina bortezomib [nM] | karfilzomib [nM] | bortezomib [nM] | karfilzomib [nM]
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
ECs 15 11 7 5 47 20 36 17
14 9 7 4 46 20 35 15
povprecje 14 10 7 4 47 20 35 16
relSTD % 8 9 6 12 2 0 1 7

Ugotovili smo, da imata bortezomib in karfilzomib v primerjavi z ONX-0914 znatno visje
citotoksi¢no delovanje na celi¢ni liniji MEC1 in MEC2. Po 24 urah je bila vrednost ECsg
na celicah MEC1 ~ 20-krat manjSa za bortezomib in ~ 45-krat manjSa za karfilzomib kot

za ONX-0914.

4.1.3 Ibrutinib deluje citotoksi¢no v mikromolarnih koncentracijah, idelalizib pa ima

nizko citotoksi¢no delovanje na celi¢no linijo MEC1

V nadaljevanju nas je zanimala primerjava citotoksi¢nosti ONX-0914 na celicah KLL v
primerjavi s citotoksi¢nostjo ibrutiniba in idelaliziba, ki se uporabljata v terapiji KLL.
Ibrutinib in idelalizib sta kinazna inhibitorja, ki sta v Sloveniji registrirana za zdravljenje
KLL od leta 2014. Uporabljata se predvsem za zdravljenje bolnikov z mutacijo gena TP53,

ki se na druge terapije pogosto slabo odzivajo (16).

Celice MEC1 smo tretirali z naras¢ajocimi koncentracijami ibrutiniba in idelaliziba. Po 24
in 48 urah smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS in dolocili vrednosti
ECso. Na Sliki 13 so prikazani citotoksi¢ni ucinki ibrutiniba in idelaliziba na celi¢no linijo

MECI1. Za doseg citotoksi¢nih ucinkov preiskovanih kinaznih inhibitorjev na celicah
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MECI so bile potrebne obcutno visje koncentracije v primerjavi z ONX-0914. Vrednost
ECs za ibrutinib je bila 16,70 uM po 24 urah in 8,21 uM po 48 urah. Na idelalizib so bile
celice MEC1 manj obcutljive. Pri inkubaciji z idelalizibom s koncentracijo 10 uM je bilo
metabolno aktivnih 86,1 % celic po 24 urah in 60,9 % celic po 48 urah. Pri inkubaciji z
idelalizibom s koncentracijo 100 uM je bilo metabolno aktivnih 63,4 % celic po 24 urah in
44,6 % celic po 48 urah.

MEC1 ibrutinib 24 h MECH1 ibrutinib 48 h
. 1004 — 1004
@ @
9 ECs0= 16,70 yM ° ECs0=8,21 uM
N SN
s 50 i 50
2 >
s 5
2 &
0 T T T ul 0 . T T "y
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
Koncentracija ibrutiniba [uM] Koncentracija ibrutiniba [uM]
MECH1 idelalizib 24 h MEC1 idelalizib 48 h
— 100 — 100+
X X
[} [}
g g
& 2 \'\\
© 50+ © 504
c s  §
2 2
5 5
7] ©
o 14
0 T T T 0 T T T
1 10 100 1 10 100
Koncentracija idelaliziba [puM] Koncentracija idelaliziba [pM]

Slika 13: Citotoksi¢no delovanje ibrutiniba in idelaliziba na celi¢no linijo MEC1.

Celice MEC1 smo tretirali z narascajocimi koncentracijami (0,01 uM, 0,1 uM, 0,25 uM, 1
uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM) ibrutiniba in idelaliziba. Presnovno aktivnost
celic smo dolocili s testom MTS po 24 in 48 urah. Rezultat smo normirali na kontrolo (0,1
% DMSO v RPMI mediju). Poskusa smo izvedli v trojniku. Vrednosti ECsy smo izracunali s
programom GraphPad Prism na podlagi meritev treh bioloskih ponovitev.

Nasi rezultati so skladni s predhodnimi raziskavami na celi¢ni liniji MECI, kjer je bila
ECs za ibrutinib po 72 urah 3 uM in kjer je inkubacija celic z 10 uM idelalizibom po 24
urah sprozila smrt 20 % celic (76). Glede na to, da sta idelalizib in ibrutinib uc¢inkovini za
zdravljenje KLL, ki se redno uporabljata v terapiji, so nizje vrednosti ECsy obetavne za

nadaljnje raziskovanje ONX-0914 na celicah KLL.
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4.1.4 Inhibitor imunoproteasoma ONX-0914 deluje citotoksi¢no v nanomolarnih

koncentracijah na primarne celice KLL

Ugotovili smo, da ONX-0914 deluje citotoksi¢no na celicni linij MEC1 in MEC2, zato
smo nadaljevali z raziskavami na primarnih celicah KLL. Izvedli smo preliminarno $tudijo
na vzorcih celic, izoliranih iz polne krvi 8 bolnikov z diagnozo KLL. Celice smo tretirali z
ONX-0914 ter po 24 in 48 urah inkubacije pomerili metabolno aktivnost s testom
PrestoBlue. Ugotovili smo, da je ONX-0914 deloval citotoksicno na celice vseh
preiskovanih bolnikov. Citotoksi¢ni ucinki so bili doseZeni v nanomolarnih koncentracijah,
povprecje vrednosti ECso po 24 urah je bilo 22 nM (razpon od 5 nM do 49 nM), po 48 urah
pa 9 nM (razpon od 1 nM do 19 nM).

Celice smo tretirali z naras¢ajocimi koncentracijami ONX-0914. Z viSanjem koncentracij
ONX-0914 je citotoksi¢ni u€inek narascal, iz ¢esar lahko sklepamo, da je delovanje ONX-
0914 koncentracijsko odvisno. Na Sliki 14 je predstavljen reprezentativen graf za vzorec
KLL, kjer lahko opazimo zmanjSevanje relativne zivosti v odvisnosti od koncentracije

ONX-0914. Ostali grafi so prilozeni v Prilogi 1.
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Slika 14: Koncentracijsko odvisno delovanje ONX-0914 na primarne celice KLL.

Izolirane celice KLL smo tretirali z narascajocimi koncentracijami ONX-0914 (5 nM, 25
nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM). Presnovno aktivnost celic smo dolocili s testom
PrestoBlue po 24 in 48 urah. Rezultat smo normirali na kontrolo (0,1 % DMSO v RPMI
mediju) in izracunali relativno Zivost.

Nadalje smo opazili, da je metabolna aktivnost celic KLL upadala s ¢asom inkubacije celic
z ONX-0914. Vrednost ECsyp po 48 urah je bila nizja od ECso po 24 urah pri vseh 8
vzorcih, v povprecju se je znizala za 60 % (Slika 15). Razlika med ECsy po 24 in 48 urah je
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bila statisticno znacilna (p = 0,0059), kar dokazuje, da ima ONX-0914 na celice KLL

casovno odvisno delovanje.
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Slika 15: Vrednosti ECs celic bolnikov po 24 in 48 urah inkubacije z ONX-0914.

Primarne celice, izolirane iz krvi 8 bolnikov s KLL, smo tretirali z ONX-0914. Po 24 in 48
urah inkubacije z ucinkovino smo izmerili njihovo metabolno aktivnost in s programom
GraphPad Prism izracunali ECsg. Na grafu so predstavljene vrednosti ECsp po 24 in 48
urah, ena barva predstavlja en vzorec primarnih celic KLL.

Med posameznimi vzorci so bile opazne velike interindividualne razlike v odzivu na ONX-
0914 (Preglednica XVI). Variabilen odziv celic razli¢nih bolnikov je v skladu z dejstvom,
da je KLL zelo heterogena bolezen z razlicnimi vzroki in poteki bolezni (77). V
predhodnih Studijah so opazili heterogene odzive celic KLL tudi na delovanje inhibitorjev
proteasoma (5,38). Kelley in sodelavci so predlagali, da je heterogenost odzivov posledica
razli¢no spremenjenih signalnih poti med razli¢nimi klonskimi populacijami celic KLL (5),
kar bi lahko bil tudi vzrok za interindividualne razlike v odzivu na ONX-0914. Lamothe in
sodelavci so raziskovali vzroke za razlicno odzivnost celic KLL na karfilzomib (38).
Identificirali so bioloSki oznafevalec, z dolofevanjem katerega bi lahko predvideli
obcutljivost celic na karfilzomib. To je transkripcijski faktor CHOP, ki ob manjSem
izrazanju korelira z manjSo obcutljivostjo celic KLL na karfilzomib. Da bi razumeli
variabilnost v odzivu celic KLL na ONX-0914, bi bile potrebne podrobnejse raziskave

mehanizma citotoksi¢nega delovanja ONX-0914 na celice KLL.
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Preglednica XVI: Vrednosti ECsy 24 in 48 ur po inkubaciji celic KLL 7 ONX-0914,

bortezomibom in karfilzomibom.

ONX-
0914 bortezomib | karfilzomib | 0914 | bortezomib | karfilzomib
[nM] [nM] [nM] [nM] [nM] [nM]
204 15 7 4 6 3 2
207 25 1 1 11 2 1
210 13 5 3 1 2 0
219 26 18 4 14 9 1
246 23 8 6 19 6 3
247 49 nd* nd* 15 nd* nd*
248 20 15 4 4 4 1
249 5 0** 0** 2 0** 0**
povprecje 7422 8 3 9 4 1
relSTD % 58 86 63 74 79 91
mediana 22 7 4 9 3 1

nd* — ni doloceno, 0** — dolo¢ena vrednost ECs je bila manjsa od 0,5 nM

4.1.5 Inhibitorja proteasoma bortezomib in karfilzomib delujeta inhibitorno na

primarne celice KLL v niZjih koncentracijah kot ONX-0914

Na celi¢nih linijah MECI1 in MEC2 sta inhibitorja proteasoma bortezomib in karfilzomib
dosegla citotoksi¢ne ucinke pri znatno nizjih koncentracijah kot ONX-0914. Celi¢ne linije
predstavljajo dober model, ne morejo pa nadomestiti rezultatov, pridobljenih na primarnih
celicah. Zato nas je nadalje zanimala primerjava citotoksicnega delovanja ONX-0914 s

citotoksi¢nim delovanjem bortezomiba in karfilzomiba na primarnih celicah KLL.

Primarne celice istih bolnikov s KLL, kot smo jih uporabili za dolocitev citotoksi¢nosti
ONX-0914, smo tretirali z bortezomibom in karfilzomibom. Po 24 in 48 urah inkubacije
smo dolo¢ili njithovo metabolno aktivnost s testom PrestoBlue in izracunali vrednosti ECsy,
Obe ucinkovini sta delovali citotoksi¢no na celice KLL v nanomolarnem obmocju.
Povprecje vrednosti ECsy za bortezomib je bilo 8 nM + 7 nM po 24 urah in 4 nM £+ 3 nM
po 48 urah. Povprec¢je vrednosti ECsy za karfilzomib je bilo 3 nM + 2 nM po 24 urah in 1
nM £+ 1 nM po 48 urah. Opazili smo, da so bili citotoksi¢ni ucinki bortezomiba in
karfilzomiba na primarne celice KLL koncentracijsko in ¢asovno odvisni. Na Sliki 16 so

prikazani reprezentativni grafi relativne Zivosti celic KLL v odvisnosti od koncentracije
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bortezomiba in karfilzomiba po 24 in 48 urah. Ostali grafi so prilozeni v Prilogi 2 in

Prilogi 3.
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Slika 16: Casovno in koncentracijsko odvisno delovanje bortezomiba in karfilzomiba
na primarne celice KLL.

Izolirane celice KLL smo tretirali z narasc¢ajocimi koncentracijami (1 nM, 5 nM, 10 nM,
25 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM) bortezomiba in karfilzomiba. S testom PrestoBlue smo
po 24 urah merili metabolno aktivnost. Fluorescenco smo normirali na kontrolo (0,1 %
DMSO v RPMI mediju) in izracunali relativno Zivost. Poskus smo izvedli v trojniku.

Med posameznimi vzorci so bile opazne velike interindividualne razlike v odzivnosti na
bortezomib in na karfilzomib, kar je skladno z rezultati predhodnih raziskav (5,38). Opazili
smo trend, da je bila ve¢ina primarnih celic, ki so bile manj obcutljive na ONX-0914, man;j
obcutljiva tudi na bortezomib in karfilzomib ter obratno. Za ugotavljanje zanesljivejsih
korelacij med ulinki razli¢nih (imuno)proteasomskih inhibitorjev bi bile potrebne
raziskave na vecjem Stevilu vzorcev. Nase opazanje podpira moznost, da so za obcutljivost

na razli¢ne inhibitorje (imuno)proteasoma odgovorni podobni dejavniki.
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Oba inhibitorja proteasoma sta delovala citotoksi¢no na celice KLL v nizjih koncentracijah
kot ONX-0914 (Preglednica XVI), vendar so bile razlike v vrednostih ECsy obcutno
manjse kot na celi¢nih linijah MEC. Na primarnih celicah KLL so bile vrednosti ECsy za
bortezomib ~ 3-krat niZje, za karfilzomib pa ~ 8-krat nizje kot za ONX-0914. Glede na
dejstvo, da je v celicah KLL izrazanje imunoproteasoma vi§je od izraZanja proteasoma, bi
pri¢akovali nizje vrednosti ECsy za inhibitor imunoproteasoma ONX-0914 v primerjavi z
bortezomibom in karfilzomibom, ki sta inhibitorja proteasoma. Nasi rezultati so v skladu s
predhodnimi Studijami Niewertha in sodelavcev na celicah bolnikov z ALL in AML.
Ugotovili so, da je bilo v celicah ALL in AML izrazanje imunoproteasomskih podenot
vi§je v primerjavi z izrazanjem proteasomskih podenot, hkrati pa je imel ONX-0914 visje
ECs v primerjavi z bortezomibom in karfilzomibom (74). Parlati in sodelavci so ugotovili,
da je za citotoksi¢no delovanje inhibitorjev proteasoma na rakavih krvnih celicah potrebna
hkratna inhibicija proteasomskih in imunoproteasomskih podenot (78). Ugotovili so, da je
za citotoksi¢no delovanje klju¢nega pomena inhibicija podenot B5c in B5i, ki imata
kimotripsinu podobno delovanje (KP-delovanje). To bi lahko bil moZen vzrok tudi za visje
vrednosti ECs) ONX-0914 v primerjavi z bortezomibom in karfilzomibom na celicah KLL.
Bortezomib ima primerljivo delovanje na podenoti B5¢ in B5i, karfilzomib ima ~ 5-krat
mocnejSe delovanje na konstitutivno podenoto B5c, ONX-0914 pa ima ~ 10-krat mocnejSe

delovanje na podenoto 51 (20).

Razlike v potrebnih koncentracijah (imuno)proteasomskih inhibitorjev za delovanje na
celicah KLL bi lahko izvirale tudi iz razlik v akumulaciji u¢inkovin znotraj tar¢nih celic.
Zato bi bilo smiselno dolociti permeabilnost celiéne membrane in vlogo celi¢nih
transporterjev pri vstopu in izstopu ONX-0914 v celice KLL in te primerjati z lastnostmi
bortezomiba in karfilzomiba. Ceprav so bile za citotoksi¢no delovanje ONX-0914 na
celicah KLL potrebne visje koncentracije kot za bortezomib in karfilzomib, pa so bili

njegovi citotoksi¢ni u¢inki Se vedno dosezeni v nanomolarnih koncentracijah.
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4.1.6 Visoko selektiven inhibitor imunoproteasomske podenote p5i, DPLG-3, je manj

citotoksicen v primerjavi z ONX-0914

Ugotovili smo, da imata bortezomib in karfilzomib, ki imata manj selektivno delovanje za
doloc¢eno (imuno)proteasomsko podenoto, bolj citotoksi¢no delovanje na celice KLL v
primerjavi z ONX-0914. Nadalje nas je zanimalo, ali je zgolj selektivno zaviranje
podenote P51 zadostno za doseg citotoksi¢nega ucinka. S tem namenom smo primerjali
citotoksi¢ne ucinke ONX-0914 in visoko selektivnega inhibitorja imunoproteasomske
podenote B5i, DPLG-3, ki je ve¢ kot 7000-krat bolj selektiven za podenoto B5i v
primerjavi s podenoto B5c¢ (44). Celice MEC1 smo tretirali z naraS¢ajocimi
koncentracijami DPLG-3. Po 24 in 48 urah inkubacije celic z u¢inkovino smo pomerili
metabolno aktivnost celic s testom MTS. Kot je razvidno s Slike 17, je imel DPLG-3
znatno nizje citotoksi¢ne ucinke na celice MEC1 v primerjavi z ONX-0914. Pri inkubaciji
z DPLG-3 s koncentracijo 0,5 uM je bilo metabolno aktivnih 99,9 % celic po 24 urah in
92,9 % celic po 48 urah, medtem ko je bilo pri inkubaciji z ONX-0914 z isto koncentracijo
po 24 urah metabolno aktivnih le 16,8 % in po 48 urah 5,5 % celic. Citotoksi¢en ucinek
koncentraciji DPLG-3, s katero smo tretirali celice (25 pM), po 24 urah metabolno
aktivnih 82,1 % celic in po 48 urah 48,3 % celic.

MEC1 ONX-0914 in DPLG-3 24 h MEC1 ONX-0914 in DPLG-3 48 h
. 100 1+—= . 1004
9 =
oy e <
7] [
o o
2 -= ONX-0914 2 = ONX-0914
S 50- -~ DPLG-3 g 507 o -~ DPLG-3
2 2
k] 5
[ ]
14 14
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Slika 17: Primerjava citotoksi¢nih u¢inkov DPLG-3 in ONX-0914 na celi¢no linijo
MECI.

Celice MECI smo tretirali z narascajocimi koncentracijami DPLG-3 (0,25 uM, 0,5 uM, 1
uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM) in narascajocimi koncentracijami ONX-0914 (0,025 uM, 0,05
uM, 0,1 uM, 0,25 uM, 0,50 uM, 1uM). Presnovno aktivnost celic smo dolocili s testom
MTS po 24 in 48 urah. Rezultat smo normirali na kontrolo (0,1 % DMSO v RPMI mediju).
Poskus smo izvedli v trojniku.
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ONX-0914 je selektiven inhibitor imunoproteasomske podenote B5i, kljub temu pa ima,
Ceprav 10-krat manjSe, inhibitorne uc¢inke tudi na konstitutivno podenoto f5¢c. DPLG-3, ki
je visoko selektiven inhibitor podenote 51 in ima zanemarljive ucinke na ostale podenote,
je izkazal izrazito nizje citotoksi¢no delovanje na celice MEC1 v primerjavi z ONX-0914.
Ti rezultati podpirajo prej omenjene ugotovitve, da za citotoksi¢ne ucinke inhibitorjev
imunoproteasoma ne zadostuje inhibicija ene podenote, pa¢ pa je potrebno inhibitorno
delovanje na proteasomsko in imunoproteasomsko podenoto s KP-delovanjem. Tudi v tem
primeru pa bi bilo smiselno preveriti in primerjati akumulacijo DPLG-3 in ONX-0914 v
tar¢nih celicah, ki bi lahko bili razli¢ni zaradi razli¢nega prehajanja celi¢ne membrane ali
prenosa s celi€nimi prenasalci. Razli¢no doseganje tarce bi lahko pripomoglo k razli¢nim

vrednostim ECsy.

4.1.7 Mehanizem celi¢ne smrti celic KLL, povzrocene z ONX-0914, je apoptoza

Citotoksicno delovanje ONX-0914 na celice KLL smo ocenjevali na podlagi metabolnega
testa celicne viabilnosti PrestoBlue. ZmanjSanje metabolne aktivnosti je poleg indukcije
celicne smrti lahko tudi posledica inhibicije proliferacije (76). Zanimalo nas je, e je
zmanjSanje metabolne aktivnosti celic KLL zaradi delovanja ONX-0914 posledica
citotoksi¢nega delovanja in ¢e je mehanizem povzrocene celine smrti programirana
celicna smrt ali apoptoza. Pri apoptozi se v okolico mrtvih celic ne izlo€ajo toksi¢ne
komponente, ki bi lahko sprozile vnetne procese, in zato pri razvoju protirakavih terapij

predstavlja Zeljeno obliko celi¢ne smrti (79).

Da bi dolocili delez mrtvih in apopti¢nih celic, smo 24 ur po tretiranju z ONX-0914
oznacili celice z reagentoma R-PE Annexin V in SYTOX™BIlue. R-PE Annexin V je
oznacil apopticne, SYTOX™Blue pa mrtve celice. Dvojno negativne celice so tako
predstavljale zive celice, R-PE Annexin V pozitivne in SYTOX™BIlue negativne celice so
predstavljale zgodnje apopticne celice, dvojno pozitivne celice so predstavljale pozno
apopti¢ne celice, SYTOX™BIlue pozitivne in R-PE Annexin V negativne celice pa so
predstavljale nekroticne celice. Na Sliki 18 lahko opazimo, da je ONX-0914 po 24 urah
sprozil koncentracijsko odvisen porast procenta mrtvih celic KLL, kar potrjuje citotoksi¢no
delovanje ONX-0914. Hkrati lahko opazimo koncentracijsko odvisen porast apopti¢nih
celic KLL in lahko trdimo, da je mehanizem celicne smrti, povzrocene z ONX-0914,
apoptoza. V predhodnih Studijah so ugotovili, da tudi bortezomib in karfilzomib v celicah

KLL sprozita celicno smrt preko mehanizmov apoptoze (5,38).
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Slika 18: Ovrednotenje mehanizma celi¢ne smrti na celicah KLL po 24-urni
inkubaciji z ONX-0914.

Celice KLL smo tretirali s 25 nM, 100 nM in 1000 nM ONX-0914 ali pa smo pustili
netretirane (0,1 % DMSO v RPMI mediju) in jih inkubirali. Po 24 urah smo jih za oceno
apoptoze obarvali z reagentoma R-PE Annexin V in SYTOX™Blue in merili fluorescenco
na pretocnem citometru. Zgodnje apopticne celice so v desnem spodnjem kvadrantu (R-PE

Annexin V +, SYTOX™Blue -), pozno apopticne celice so v desnem zgornjem kvadrantu
(R-PE Annexin V +, SYTOX™Blue +).

4.1.8 ONX-0914 deluje selektivno na primarne celice KLL

Z neselektivnim delovanjem ucinkovine povecamo pogostost in jakost nezelenih ucinkov.
Zato si pri nacrtovanju novih strategij za zdravljenje raka prizadevamo za razvoj
ucinkovin, ki imajo selektivno delovanje na tar¢ne celice (80). Za preizkus selektivnosti
delovanja inhibitorjev (imuno)proteasoma na celice KLL smo uporabili limfoblastoidne
celi¢ne linije (LCL). Celice LCL so pridobljene iz limfocitov B z in vitro transformacijo z
virusom Epstein-Barr (81). Tako nastale celicne linije predstavljajo neomejen vir

transformiranih celic istega darovalca. Ker celice med transformacijo v veliki meri
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ohranijo prvotni DNA-zapis in s tem svoje lastnosti, so dober model za preiskovanje

ucinkov zdravil na limfocite B (82, 83).

Z namenom ovrednotenja selektivnosti delovanja ONX-0914 na levkemicne celice smo
dolocili vrednosti ECsona celi¢nih linijah LCL po 24 in 48 urah. Uporabili smo celi¢ne
linije LCL4, LCL9 in LCL1516, ki vse izvirajo iz limfoblastoidnih celic zdravih
darovalcev. Celice smo tretirali z naraS¢ajo¢imi koncentracijami ONX-0914. Po 24 in 48
urah inkubacije celic z u¢inkovino smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS
in dolo¢ili vrednosti ECso. Povpre¢ni vrednosti ECsy za ONX-0914 na celicah LCL sta bili
110 nM po 24 urah in 71 nM po 48 urah. Povprecni vrednosti ECsy, doloCeni na primarnih
celicah KLL (22 nM po 24 urah, 9 nM po 48 urah), sta bili signifikantno nizji. Razlika v
zmanjSanju metabolne aktivnosti celi¢nih linij LCL in primarnih celic bolnikov s KLL je
bila statisti¢no znacilna Ze po 24 urah inkubacije z ONX-0914 (p24, = 0,0121). Po 48 urah
inkubacije se je statisticno znacilna razlika ohranila (pys, = 0,0121) (Slika 19).
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Slika 19: Selektivnost delovanja ONX-0914 na primarne celice KLL.

Celice KLL in LCL smo tretirali z narascajocimi koncentracijami (5 nM, 25 nM, 50 nM,
100 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM, 5000 nM) ONX-0914. Po 24 in 48 urah smo merili
metabolno aktivnost celic s testom PrestoBlue za celice KLL in testom MTS za celice LCL.
Rezultat smo normirali na kontrolo (0,1 % DMSO v RPMI mediju). Vrednosti ECsy smo
izracunali s programom GraphPad Prism. Za analizo selektivnosti smo uporabili neparni
t-test.

Selektivno citotoksicno delovanje ONX-0914 je lahko povezano z razli¢nimi celicnimi

mehanizmi, ki so v celicah KLL spremenjeni. Za celice KLL so najbolj znacilni
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neuravnotezeno izrazanje antiapopti¢nih proteinov Bcl-2, konstitutivna aktivacija jedrnega
transkripcijskega dejavnika kapa B (NF-xB) in razlicne funkcije tumor supresorskega
proteina p53 (84). Da bi ugotovili natan¢ne vzroke za opazeno selektivno delovanje, bi bile
potrebne nadaljnje preiskave mehanizmov citotoksi¢nega delovanja ONX-0914 v celicah

KLL.

Na enak nacin kot za ONX-0914 smo dolocili selektivnost citotoksicnega delovanja
bortezomiba in karfilzomiba. Povpre¢na vrednost ECsy na celicah LCL za bortezomib je
bila 10 nM po 24 urah in 7 nM po 48 urah. Povprecna vrednost ECs na celicah LCL za
karfilzomib je bila 4 nM po 24 urah in 3 nM po 48 urah. Vrednosti ECsy za celi¢ne linije
LCL smo s t-testom primerjali z vrednostmi ECsy za celice KLL. Razlika v zmanj$anju
metabolne aktivnosti celi¢nih linij LCL in primarnih celic bolnikov s KLL pod vplivom
bortezomiba po 24 urah ni bila statisticno znacilna (p = 0,6667), prav tako ne po 48 urah
(p = 0,2667). Tudi v delovanju karfilzomiba na celice LCL in KLL ni bilo statisti¢no
znacilne razlike po 24 (p = 0,3833) in ne po 48 urah (p = 0,0667) (Slika 20).
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Slika 20: Primerjava citotoksi¢nih uc¢inkov bortezomiba in karfilzomiba na celice
KLL in LCL.

Celice KLL in LCL smo tretirali z narascajocimi koncentracijami bortezomiba (0,5 nM, 1
nM, 2,5 nM/5 nM, 5 nM/7,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM) in karfilzomiba (1 nM,
2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM). Po 24 in 48 urah smo merili metabolno
aktivnost s testom PrestoBlue za celice KLL in testom MTS za celice LCL. Rezultat smo
normirali na kontrolo (0,1 % DMSO v RPMI mediju). Vrednosti ECsy smo izracunali s
programom GraphPad Prism. Za analizo selektivnosti smo uporabili neparni t-test.

V predhodni raziskavi, kjer so raziskovali vpliv bortezomiba na periferne mononuklearne
celice (PBMC), so ugotovili, da ima bortezomib po 24 urah, Ze v nizkih koncentracijah,
znaten citotoksi¢en ucinek na monocite (ECso= 2,6 — 26 nM). V isti raziskavi so ugotovili,
da so bile za doseg apopti¢nih ucinkov v limfocith T in limfocitih B potrebne
koncentracije bortezomiba, visje od 130 nM (85), kar je znatno vi§je v primerjavi s
koncentracijami bortezomiba, ki smo jih mi dolocili za doseg citotoksi¢nih ucinkov v
celicah LCL. Kljub temu so koncentracije, v katerih je bortezomib v omenjeni Studiji

deloval citotoksi¢no na monocite, primerljive koncentracijam, pri katerih je bortezomib v
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nasih poskusih sprozil apoptozo celic KLL. Zato rezultati predhodne Studije, skladno z
nasimi rezultati, nakazujejo na neselektivno delovanje bortezomiba na celice KLL. V
nasprotju z naSimi rezultati so Gupta in sodelavci dokazali, da je imel karfilzomib znatno
manjSe u€inke na zdrave limfocite B in limfocite T v primerjavi z u¢inki na celice KLL
(84). Nasa raziskava je bila izvedena na omejenem Stevilu vzorcev, hkrati pa smo poskuse
izvedli na celi¢nih linijah LCL, in ne na primarnih celicah zdravih darovalcev, kar bi lahko

bila vzroka za neskladje nasih rezultatov z ugotovitvami omenjene Studije.

Glede na to, da smo za ONX-0914 dokazali selektivno delovanje Ze na majhnem Stevilu
vzorcev in na modelu, na katerem delovanje bortezomiba in karfilzomiba ni bilo selektivno
za celice KLL, pricakujemo, da je citotoksi¢no delovanje ONX-0914 bolj selektivno za
celice KLL v primerjavi z delovanjem inhibitorjev proteasoma. To je obetaven rezultat, saj
visoka selektivnost prinaSa manj stranskih in nezelenih u¢inkov. Za potrditev selektivnega
delovanja ONX-0914 in neselektivnega delovanja inhibitorjev proteasoma bi bile potrebne
dodatne Studije na primarnih celicah zdravih darovalcev in na vecjem Stevilu vzorcev celic

bolnikov s KLL.
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4.2 ANALIZA IZRAZANJA PODENOT p5c¢ IN p5i IMUNO)PROTEASOMA

Inhibitorja proteasoma bortezomib in karfilzomib ter inhibitor imunoproteasoma ONX-
0914 v razlicnih razmerjih zavirajo delovanje tako proteasomske podenote B5c kot
imunoproteasomske podenote P51 (26). Zanimalo nas je, ali obstaja korelacija med
izrazanjem podenote B5c ali podenote P51 in citotoksicnim delovanjem omenjenih

inhibitorjev (imuno)proteasoma.

Z namenom ovrednotenja izrazanja katalitskih podenot B5c in B5i smo iz primarnih celic 8
vzorcev KLL in iz celic celi¢nih linij MEC1, MEC2, LCL4, LCL9 ter LCL1516 izolirali
RNA. Izolirano RNA smo prepisali v komplementarno cDNA, ki smo jo nato kvantificirali
z verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu. Rezultate smo normirali na geometrijsko
sredino izrazanja referen¢nih genov RPLP0O in GUSB. Na Sliki 21 je prikazana relativna

genska ekspresija za podenoti B5¢ in 51 v posameznih celicah.
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Slika 21: Relativno izraZanje genov za podenoti fSc in B5i v primarnih celicah KLL
in v stabilno transformiranih celicah MEC in LCL.

1z vzorcev smo izolirali RNA in jo prepisali v cDNA. Z uporabo kvantitativne metode PCR
v realnem casu smo najprej kvantificirali izrazanje referencnih genov RPLP0 in GUSB.

Nato smo kvantificirali Se izrazanje preiskovanih genov p5c in [5i in ju normirali na
ekspresija (5c/i)
ekspresija (ref. genov)’

eskpresija (ref. genov) = \/ekspresija (RPLPO) x ekspresija (GUSB).

izrazanje referencnih genov po sledeci enacbi: f5c/i norm.=
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V primarnih celicah KLL je bila opazna statistiéno znacilna razlika v izrazanju podenote
B51 in podenote B5c (p = 0,0027). Izrazanje imunoproteasomske podenote je bilo visje v
primerjavi z izrazanjem konstitutivne podenote. Povprecje relativnega izrazanja podenote
B5i v celicah KLL je bilo 0,87 + 0,31, povprecje relativnega izraZzanja podenote B5c¢ pa
0,45 £ 0,11. V celicah LCL je bilo izrazanje podenote B5i prav tako vi§je v primerjavi z
izrazanjem podenote B5c. Razlike v izraZzanju podenot B5c in B5i v celicah LCL so bile
veliko manjSe kot v celicah KLL. Izrazanje imunoproteasomske enote je bilo v celicah
KLL v povprecju visje za 96,0 %, medtem ko je bilo v celicah LCL izrazanje podenote 51
vi§je za 9,5 %. Celice MECI1 so bile edine, pri katerih je bilo relativno izrazanje podenote
B5c (1,23) visje od izrazanja podenote B5i (0,83). V celicah MEC2 je bilo izrazanje
podenote B5c (0,71) primerljivo izrazanju podenote B5i (0,75).

Skladno z naSimi ugotovitvami so v predhodnih Studijah porocali o vi§jem izrazanju
imunoproteasomskih podenot v primerjavi s proteasomskimi podenotami pri malignih
obolenjih limfocitov B (28). Izrazanja podenot B5c in B5i pa ne odrazajo neposredno
izrazanja kon¢nih izooblik proteasoma, saj se proteasomske in imunoproteasomske

katalitske podenote lahko zdruZzujejo na razli¢ne nacine (28, 86).

4.2.1 Med vsoto izraZzanja proteasomskih podenot B5c in BSi ter citotoksi¢nim

delovanjem ONX-0914 obstaja korelacija

Zeleli smo ovrednotiti vlogo izrazanja proteasomske podenote p5c in imunoproteasomske
podenote P51 pri citotoksicnem delovanju inhibitorjev (imuno)proteasoma. S tem
namenom smo preverili, ¢e obstaja korelacija med izrazanjem genov za podenoti B5c in

B5i ter citotoksi¢nimi ucinki bortezomiba, karfilzomiba in ONX-0914.

Celi¢ni liniji MEC1 in MEC2 sta nastali s transformacijo netipi¢nih celic KLL. Ceprav
predstavljata dober model za preliminarne Studije, se njune lastnosti v ve¢ pogledih
razlikujeta od ex vivo lastnosti celic KLL (72). Te razlike se odrazajo tudi v rezultatih
nasih raziskav, kjer smo dolocili znatno vi§je vrednosti ECsy za inhibitorje
(imuno)proteasoma na celicah MEC v primerjavi s celicami KLL. Hkrati smo opazili, da je
bilo v celi¢ni liniji MEC1 v nasprotju s celicami KLL vi§je izrazanje podenote f5c v
primerjavi s podenoto 5i. Zato smo za analizo korelacije uporabili le podatke iz meritev

na primarnih celicah in celi¢nih linijah LCL.
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Ker se vrednosti relativnega izraZzanja genov niso porazdeljevale normalno, smo uporabili
recipro¢no transformacijo, pri ¢emer smo dobili vrednosti, ki so se porazdeljevale
normalno. V programu GraphPad Prism smo izracunali Pearsonov koeficient korelacije in
ugotovili, da obstaja statisticno znacilna korelacija med citotoksi¢nim delovanjem ONX-
0914 in obratno vrednostjo vsote izrazanja podenot B5c in B5i (r = —-0,6179, p = 0,0428)
(Slika 22). Med citotoksi¢nim delovanjem bortezomiba in karfilzomiba ter izrazanjem

podenot B5c in B5i ni bilo statisti¢no znacilnih korelaci;.

150+
_ ® celice KLL
= celice LCL
. 100+
n
P
(14
o
3 50- ®
O r=-0,6179
(0] 5} oo p =0,0428
® ®
0 T . T 1
0.0 0.5 1.0 1.5

1/ vsota relativnega izrazanja podenot R5c in R5i

Slika 22: Korelacija med obratno vrednostjo vsote izraZzanja genov za podenoti B5c in
BSi in citotoksi¢nim delovanjem ONX-0914.

V' programu GraphPad Prism smo analizirali korelacije med izrazanjem genov za
(imuno)proteasomski  podenoti  p5c in  p5i in citotoksicnostjo  inhibitorjev
(imuno)proteasoma. Vrednosti ECsy na grafu, so vrednosti izracunane na podlagi meritev
z metabolnim testom PrestoBlue za celice KLL in MTS za celice LCL 24 ur po tretiranju
celic z razlicnimi koncentracijami ONX-0914. Ekspresija genov je normirana na
referencna gena GUSB in RPLP0. Oranzna barva predstavija celice LCL, zelena pa celice
KLL.

ONX-0914 je selektivni inhibitor imunoproteasomske podenote B5i, ki v 10-krat manjsi
meri deluje tudi na konstitutivno podenoto B5c. Korelacije med citotoksi¢nim delovanjem
ONX-0914 in relativnim izraZzanjem podenote B5i na podlagi rezultatov nasSih poskusov
nismo opazili. V predhodnih raziskavah so dokazali, da ni nujno, da ekspresija
(imuno)proteasomskih podenot odraza koli¢ino in katalitsko aktivnost dejansko nastalih
podenot v celici (28,87). Hkrati pa je bila nasa Studija izvedena na omejenem Stevilu

vzorcev. Za potrditev (ne)povezanosti citotoksi¢nosti ONX-0914 in izrazanja/aktivnosti
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podenote 51 bi bile potrebne dodatne Studije na vecjem Stevilu vzorcev, ki bi vkljucevale

tudi Studije katalitske aktivnosti podenote B5i.

Opazili smo statisticno znacilno povezanost med citotoksi¢nim delovanjem ONX-0914 in
obratno vrednostjo vsote relativnega izrazanja podenot B5c in B5i. Vecje kot je bilo skupno
izrazanje teh dveh podenot, vecja je bila vrednost ECsy, kar pomeni, da so bile potrebne
vi§je koncentracije ONX-0914 za doseg citotoksi¢nega ucinka. Podenoti B5c in 51 imata
obe KP-delovanje. V predhodnih $tudijah na celicah KLL so ugotovili, da citotoksi¢no
delovanje karfilzomiba korelira z bazalnim KP-delovanjem v celicah KLL (84). Na
podlagi nagih rezultatov bi to lahko veljalo tudi za citotoksiéno delovanje ONX-0914. Ce
je za citotoksicen ucinek potrebno znizano KP-delovanje, je smiselno, da so ob ve¢jem
izrazanju podenot B5c in B5i potrebne visje koncentracije ONX-0914 za doseganje enako
nizkega KP-delovanja, ki lahko vodi v apoptozo. Ceprav so v predhodnih 3tudijah
ugotovili, da sta za inhibicijo KP-delovanja klju¢ni inhibicija podenot $5¢ in B5i (78), pa
ima KP-delovanje tudi imunoproteasomska podenota B1i. V nadaljnjih raziskavah bi bilo
smiselno dolociti bazalno KP-delovanje v celicah KLL in ovrednotiti potencialne

korelacije s citotoksi¢nostjo ONX-0914.

Vsota relativnega izrazanja podenot B5c¢ in 51 v celicah LCL (2,32 + 1,37) je bila vi§ja kot
v celicah KLL (1,25 £ 0,35). To spoznanje se sklada z ugotovitvami Gupte in sodelavcev,
ki so ugotovili, da je kimotripsinska katalitska aktivnost ve¢ja v zdravih limfocitih B kot v
celicah KLL (84). Gupta in sodelavci so predlagali, da bi lahko bila razlika v
kimotripsinski katalitski aktivnosti podlaga za selektivno citotoksi¢nost karfilzomiba,
enako bi lahko veljalo za ONX-0914. Za potrditev te moznosti bi bile potrebne nadaljnje

raziskave.
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4.3 PRIHODNOST UPORABE (IMUNO)PROTEASOMSKIH
INHIBITORJEV V TERAPIJI KLL

Ugotovili smo, da ONX-0914 in vitro v nanomolarnih koncentracijah, selektivno v
primarnih celicah KLL, koncentracijsko in ¢asovno odvisno sprozi apoptozo. Dobljeni
rezultati so obetavni, a ne zagotavljajo ucinkovitosti delovanja ONX-0914 in vivo.
Bortezomib in karfilzomib sta prav tako v predhodnih in naSih Studijah izkazala
citotoksi¢no delovanje v nizkih nanomolarnih koncentracijah in vitro na celice KLL, in
vivo pa nista izkazala zadostnih ucinkov. Celice KLL so bile in vivo odporne na
bortezomib. Eden od predlaganih mehanizmov neodzivnosti na bortezomib in vivo je
prisotnost flavonoidov v plazmi bolnikov. Flavonoidi so vneSeni v telo s prehrano bolnikov
in inhibirajo delovanje bortezomiba (21). Karfilzomib se je in vitro izkazal kot bolj
citotoksi¢en v primerjavi z bortezomibom. Apopti¢no je deloval v nizjih koncentracijah v
primerjavi z bortezomibom ter bil enako uc¢inkovit tako v mediju s humanim serumom kot
v mediju s fetalnim govejim serumom. Poleg tega je deloval citotoksi¢no na celice, ki so
razvile rezistenco na bortezomib. V klini¢ni $tudiji 1. faze (21), kjer so testirali karfilzomib
na bolnikih s KLL, se je ta izkazal za varno in tolerabilno uc¢inkovino. Pri vseh bolnikih so
opazili zmanjSanje KP-delovanja proteasoma, ki je bilo posledica tar¢nega ucinka
karfilzomiba na celice KLL. Pri nekaterih bolnikih je bil opazen klini¢no ugoden uc¢inek na
nivoju bezgavk. Nobeden od opazenih ucinkov pa ni bil zadosten, da bi ga lahko
ovrednotili kot delni ali popolni odgovor na karfilzomib. Kljub temu se karfilzomib uvrsca
med potencialne u€inkovine v terapiji KLL, vendar v kombinaciji z drugimi u¢inkovinami.
Trenutno potekata 2 klini¢ni Studiji, ki vkljucujeta karfilzomib v terapijo KLL. V klini¢ni
Studiji 1. stopnje ga testirajo v kombinaciji z bendamustinom in rituksimabom. V drugi
Studiji, ki je v 2. fazi klinicnega testiranja, pa ga testirajo v kombinaciji s TGR-1202,

inhibitorjem PI3K4 (36, 88).

Nasa raziskava je prva, ki je ovrednotila vpliv imunoproteasomskega inhibitorja
ONX-0914 na primarne celice KLL. Ceprav so bile vrednosti ECsoza ONX-0914 visje kot
za bortezomib in karfilzomib, je ONX-0914 deloval citotoksicno na celice KLL v
nanomolarnih koncentracijah. Ugotovili smo, da je delovanje ONX-0914 bol;j selektivno za
celice KLL v primerjavi z delovanjem bortezomiba in karfilzomiba, kjer nismo opazili
statisticno znacilne razlike v citotoksicnem delovanju na celice LCL in KLL.

Predvidevamo, da bi lahko bila njegova uporaba povezana z manj nezelenimi ucinki v
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primerjavi z uporabo karfilzomiba in bortezomiba, ki sta Ze v klini¢ni rabi za zdravljenje

diseminiranega plazmocitoma.

Prvi inhibitor imunoproteasoma, ki so ga vkljucili v klini¢ne Studije, je analog ONX-0914,
KZR-616, ki ga preiskujejo za zdravljenje sistemskega lupusa eritematozusa. V 1. fazi
klini¢ne Studije je izkazal ponovljive farmakodinamicne in farmakokineti¢ne lastnosti. Na
zdravih prostovoljcih je pri varnih koncentracijah izkazal inhibitorni ucinek na
imunoproteasomske podenote in je trenutno vkljucen v 2. fazo klini¢ne Studije (89). Nasi
in vitro rezultati v skladu z rezultati klinicne Studije analoga ONX-0914 nakazujejo na

potencialno moZznost uporabe inhibitorjev imunoproteasoma v terapiji KLL.
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S SKLEP

Izhodis¢e nasega raziskovalnega dela je bilo, da je izrazanje imunoproteasoma povecano
pri boleznih, kjer gre za prekomerno nastajanje ali kopicenje imunskih celic, kot je na
primer kroni¢na limfocitna levkemija (KLL). Na podlagi tega smo ovrednotili protirakave
ucinke inihibitorja imunoproteasoma ONX-0914 na celicah KLL in raziskali povezave
med citotoksi¢nimi ucinki in izraZzanjem katalitskih podenot B5c in B5i. U¢inke ONX-0914
smo primerjali z ucinki inhibitorjev proteasoma bortezomiba in karfilzomiba ter drugih

terapevtskih u¢inkovin.

ONX-0914 je na primarne celice KLL deloval citotoksi¢no v nanomolarnih koncentracijah.
Izkazano delovanje je bilo koncentracijsko in ¢asovno odvisno, kar je z vidika terapije
zazeljeno. Celice KLL vseh preiskovanih vzorcev so bile odzivne na ONX-0914 v

nanomolarnih koncentracijah, v odzivih smo opazili interindividualne razlike.

ONX-0914 je na celice KLL deloval manj citotoksicno v primerjavi z inhibitorjema
proteasoma bortezomibom in karfilzomibom. Z uporabo DPLG-3, ki je visoko selektiven
za podenoto [5i, smo potrdili, da je =za citotoksi¢no delovanje inhibitorjev
imunoproteasoma pomembna hkratna inhibicija katalitskih podenot proteasoma (5¢) in
imunoproteasoma (B51). Smiselno bi bilo primerjati tudi akumulacijo teh ucinkovin v

celicah KLL in ovrednotiti njen doprinos k razlikam v dolo¢enih vrednostih ECsy.

S preto¢no citometrijo smo dokazali, da je mehanizem celicne smrti celic KLL,
povzroCene z ONX-0914, apoptoza. Citotoksi¢ni ucinki inhibitorja imunoproteasoma
ONX-0914 so bili selektivni za maligne limfocite B, medtem ko selektivnosti pri
inhibitorjih proteasoma bortezomiba in karfilzomiba nismo =zaznali. Za potrditev
selektivnosti delovanja ONX-0914 na maligne limfocite B bi bilo smiselno preveriti

njegovo delovanje tudi na primarnih PBMC-jih zdravih darovalcev.

Z analizo izrazanja katalitskih podenot B5c in B5i smo potrdili, da je v primarnih celicah
KLL izrazanje imunoproteasomske podenote 51 v povprecju 2-krat vecje kot izrazanje
proteasomske podenote B5c. Obstajala je povezanost med citotoksi¢nim ucinkom ONX-
0914 in obratno vrednostjo vsote relativnega izraZzanja podenot B5c¢ in 51, kar podpira
ugotovitev, da je za citotoksi¢no delovanje potrebna inhibicija obeh omenjenih podenot.

Ker aktivnost katalitskih podenot imunoproteasoma in proteasoma ne korelira nujno z
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ekspresijo le-teh, bi bilo v nadaljnjih raziskavah smiselno dolociti aktivnost teh in ostalih
(imuno)proteasomskih podenot. Na vecjem vzorcu celic KLL bi bilo smiselno hkrati
dolociti aktivnost katalitskih podenot in citotoksi¢ne ucinke inhibitorjev imunoproteasoma

na posamezne celice KLL ter ovrednotiti potencialne korelacije.

Nasa raziskava je bila prva, ki je ovrednotila in vitro delovanje inhibitorja
imunoproteasoma na celicah KLL. V sploSnem se je v naSih raziskavah inhibitor
imunoproteasoma ONX-0914 in vitro izkazal kot obetavna spojina za doseganje
protirakavih u¢inkov na primarnih celicah KLL. Nadalje bi bilo $tudijo smiselno razsiriti in
izvesti raziskave na vecjem Stevilu vzorcev. Hkrati bi bilo smiselno rezultate ovrednotiti
skupaj s klini¢nimi podatki o bolnikih in raziskati potencialne povezave med in vitro
citotoksi¢nim delovanjem inhibitorjev imunoproteasoma na celice KLL ter citogentskimi
dejavniki, potekom bolezni in odzivnostjo bolnikov na uveljavljene terapije. Nasi rezultati

spodbujajo k nadaljnjemu raziskovanju imunoproteasoma kot tarce v terapiji KLL.
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7 PRILOGE

Priloga 1: Citotoksi¢ni u¢inki ONX-0914 na celice KLL
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Priloga 2: Citotoksi¢ni ucinki bortezomiba na celice KLL.
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Priloga 3: Citotoksi¢ni ucinki karfilzomiba na celice KLL.
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