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4. Streszczenie

Aktualne sposoby leczenia zaawansowanego niedrobnokomorkowego raka ptuca
(NSCLC) oraz raka trzustki (PDAC) sg ograniczone ze wzgledu na znaczng cytotoksycznos¢
stosowanych chemioterapeutykow. Inhibitory kinaz tyrozynowych wykazaty dzialanie
przeciwko okre$lonym szlakom sygnalowym zaangazowanym w procesy onkogenezy, we
wszystkich typach nowotwordéw. Najnowsze badania podkreslaja znaczenie skojarzonej,
celowanej terapii opartej na sprecyzowanych celach molekularnych. Jedng z najczestszych
mutacji w NSCLC oraz PDAC jest mutacja KRAS aktywujaca szlak RAS/RAF/ERK
odpowiedzialny za proliferacj¢ oraz wskazujaca na zte rokowanie. Niestety, mimo wielu badan
nadal nie opracowano leczenia celowanego bezposrednio w nowotwory zalezne od onkogenu
Ras. Dlatego wiele badan skupia si¢ na opracowaniu czynnikow hamujacych dalsze elementy
szlaku, takie jak kinazy Raf. Jednym z takich inhibitoréw jest sorafenib.

Celem prezentowanego projektu doktorskiego jest przedstawienie molekularnych
mechanizmow wspoétdziatania kombinacji sorafenibu i kwasu betulinowego na czasteczki
sygnatowe oraz na kluczowe czynniki zwigzane ze szlakami proliferacji i apoptozy komoérek
NSCLC oraz PDAC. Badania wykazaly, ze kombinacja sorafenibu i kwasu betulinowego
znacznie obniza zywotno$¢ i proliferacj¢ komorek NSCLC, indukuje apoptozg 1 obniza ich
potencjat klonogenny. Analiza szlakoéw sygnalowych metoda western blotting pokazata zmiany
w ekspresji biatka CHOP oraz biatek bioracych udziat w mitochondrialnym szlaku apoptozy-
Bcl-2 i Bax. Dodatkowo, nastepuje aktywacja kaspazy-8 i kaspazy-9, trawienie biatka PARP
oraz zahamowaniem aktywnosci kinaz Akt i mTOR. Rowniez, ta sama kombinacja zwigzkoéw
synergicznie hamuje proliferacje 1 klonogenno$¢ komorek PDAC. Mechanizm dziatania r6zni
si¢ od tego zaobserwowanego w raku phluca. Kombinacja zwiazkéw hamuje proliferacje
komorek PDAC poprzez zahamowanie cyklu komérkowego w fazie G2 mocno powigzanego z
wzrostem ekspresji biatka p21, spadkiem ekspresji biatka c-Myc i spadkiem ekspresji cykliny
D1 oraz poprzez hamowanie aktywnos$ci kinaz ERK1/2 i Akt. Dodatkowo, co jest bardzo
ciekawe, kombinacja zwigzkéw nie indukuje apoptozy w komorkach nowotworowych.
Ponadto, badana kombinacja nie wykazuje toksycznosci na komorki prawidlowe krwi
obwodowej (PBL).

Kombinacja sorafenibu z kwasem betulinowym wydaje si¢ by¢ wysoce efektywna w
terapii przeciwko NSCLC, a takze przeciwko innym nowotworom, w tym wyjatkowo trudnym

do leczenia raku trzustki.



5. Abstract

Current treatments for advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) and pancreatic
cancer (PDAC) are limited due to the significant cytotoxicity of the chemotherapeutic agents.
Tyrosine kinase inhibitors have demonstrated activity against specific signaling pathways
involved in oncogenesis processes in all types of tumors. Recent research highlights the
importance of combined, targeted therapy based on specific molecular targets. One of the most
common mutations in NSCLC and PDAC is the KRAS mutation that activates the RAS/
RAF/ERK pathway responsible for proliferation and indicates a poor prognosis. Unfortunately,
despite many studies, there is still no direct targeted therapy for Ras-active tumors. Therefore,
many studies focus on the development of agents that inhibit further elements of the pathway,
such as Raf kinases. One of such inhibitors is sorafenib.

The aim of the presented doctoral project is to present the molecular mechanisms of
interaction of the combination of sorafenib and betulinic acid with molecules and key factors
associated with proliferation and apoptosis pathways of NSCLC and PDAC cells. Studies have
shown that the combination of sorafenib and betulinic acid significantly reduces the viability
and proliferation of NSCLC cells, induces apoptosis and reduced the clonogenic potential.
Analysis of signaling pathways by western blotting showed changes in CHOP protein
expression and proteins involved in the mitochondrial apoptosis-Bcl-2 and Bax pathway.
Moreover, caspase-8 and caspase-9 and cleaved PARP appearance, and Akt and mTOR Kkinase
is inhibited. Additionally, the combination of the same compounds synergistically inhibits the
proliferation and clonogenicity of PDAC cells. The mechanism of action is different from that
observed in lung cancer. The combination of compounds inhibits the proliferation of PDAC
cells by the G2 cell cycle arrest strongly associated with increased expression of p21 and
decreased expression of c-Myc and cyclin D1 and by inhibiting ERK1/2 and Akt kinases. In
addition, which is very interesting, the combination of compounds does not induce apoptosis in
cancer cells. Furthermore, the combination does not have toxic effects on normal peripheral
blood (PBL) cells.

The combination of sorafenib with betulinic acid is effective in the therapy for NSCLC

as well as against other types of cancer, including difficult to treat pancreatic cancer.
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6. Wprowadzenie

6.1. Przedstawienie problemu badawczego

Choroby nowotworowe s3 druga po chorobach serca przyczyng $mierci w Polsce.
Niedrobnokomorkowy rak pluca (NSCLC, ang. non-small cell lung cancer) jest gtowna
przyczyna zgondéw sposrdéd wszystkich typéw nowotwordw, zar6wno u mezczyzn, jak i u
kobiet. Z roku na rok zwicksza si¢ liczba zgonéw z powodu raka trzustki (PDAC, ang.
pancreatic ductal adenocarcinoma) [1]. W 2018 roku na $wiecie rozpoznano 458 918 nowych
przypadkéw, przy stosunku kobiet do mezczyzn 1:1,37, a w Europie stwierdzono 132 559
nowych przypadkéw [2]. Nowotwor trzustki jest dwunastym najczgéciej wystgpujacym
nowotworem oraz piata przyczyna zgonéw zwigzanych z rakiem na $wiecie, jednakze szacuje
si¢, ze po 2020 roku PDAC bedzie druga przyczyng $mierci sposrod wszystkich typow
nowotworow [3]. Wystepowanie raka trzustki jest 3-4 razy czestsze w krajach
wysokorozwinietych, takich jak: USA, kraje Europy (gléwnie Srodkowej i Potnocnej) oraz
Australia. Styl zycia w krajach rozwinigtych, w tym brak aktywnosci fizycznej i otytos¢, palenie
tytoniu, spozywanie alkoholu, czynniki dietetyczne 1 narazenie zawodowe, moga odpowiadaé
za zwigkszong zachorowalno$¢. Dodatkowo, czesto$¢ zachorowania na PDAC wzrasta wraz z
wiekiem. Blisko 80% pacjentéw z rakiem trzustki diagnozowanych jest w wieku miedzy 60 a
80 rokiem zycia [4]. Ponadto, w grupie 0sob po 50-tym roku zycia ze $wiezo wykrytg cukrzyca
stwierdza si¢ zwigkszong czestos¢ wystepowania nowotworu [5]. Szacuje sie, ze od 10% az do
36% przypadkoéw nowotworu trzustki rozwija si¢ na podlozu genetycznym [6]. Dziedziczne
zapalenie trzustki spowodowane mutacja w genie PRSS1 podwyzsza ryzyko PDAC nawet 70-
krotnie. Rowniez, zaobserwowano wystepowanie tzw. rodzinnych przypadkéw z bardzo
czestymi zachorowaniami na PDAC, w ktorych ryzyko nowotworu w zaleznosci od liczby
chorujacych krewnych moze nawet 32-krotnie przewyzszac $rednig dla populacji. U 20% tych
rodzin stwierdza si¢ mutacje w genie BRCA2 [7].

W przypadku nowotworéw trzustki najwieksza grupe chorych stanowig pacjenci z
zaawansowanym nowotworem, rozpoznanym na etapie obecno$ci odlegltych przerzutdow.
Poniewaz, przebieg choroby jest bardzo szybki, a $redni czas przezycia od jej rozpoznania
wynosi 6 miesiecy, PADAC jest uwazany za jeden z najbardziej $miertelnych nowotwordw [4].

Glowna przyczyna tak duzej umieralno$ci na nowotwory ptuca i trzustki, jest zbyt pozne
wykrywanie tych nowotworow ze wzgledu na bezobjawowy przebieg wczesnych postaci.

Skuteczne leczenie NSCLC oraz PDAC utrudnia takze zaawansowany wiek pacjentow i
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zwigzane z tym liczne choroby wspotistniejgce uniemozliwiajgce najskuteczniejsze leczenie
radykalne, polegajace na resekcji guza lub skojarzeniu chemioterapii i radioterapii [8, 9].
Leczenie zaawansowanych postaci NSCLC oraz PDAC napotyka na duze trudnosci zwigzane
z czgsto wystepujaca opornoscig na klasyczne leki cytostatyczne. Powyzsze fakty powoduja,
ze 5-letnie przezycie dotyczy jedynie 15% chorych w przypadku NSCLC oraz 8 % w przypadku
PDAC [1].

Za podstawowa przyczyne rozwoju NSCLC oraz PDAC uwaza si¢ palenie tytoniu [10,
11]. Gléwnym karcynogenem dymu tytoniowego jest benzopiren, ktory w wyniku reakcji
enzymatycznych, ulega w komorce przeksztatceniu w genotoksyczny epoksyd diolu
benzopirenu [12]. Metabolit przylacza si¢ do DNA stajgc si¢ mutagenem, powodujac
powstawanie bledow genetycznych w czasie replikacji sprzyjajacych transformacji
nowotworowej [13]. Cho¢ zaburzenia w budowie podwdjnej helisy wywotane przez epoksyd
diolu benzopirenu mogg by¢ usunigte przez system naprawy DNA typu wycinanie nukleotydu,
to jednak do uruchomienia szlaku naprawczego w tym przypadku dochodzi relatywnie rzadko
[10, 14]. Dodatkowo, oddziatywanie pochodnej benzopirenu z DNA na ogét nie blokuje
réwniez cyklu komorkowego w fazie Gl, jak w przypadku powaznych uszkodzen
chromosomow. W wyniku tych sytuacji dochodzi do replikacji, a synteza nici DNA na matrycy
uszkodzonej, zwigzanej z epoksydem diolu benzopirenu, powoduje konwersje nukleotydu
G—T [13]. Jesli do takiej mutacji dojdzie w genach supresorowych nowotworow lub w

protoonkogenach, moze to spowodowac indukcje procesu karcynogenezy [12, 14].

Gruczolakorak trzustki bedacy najczestszym nowotworem trzustki (stanowi 90%
przypadkéw) wywodzi si¢ z czgsci zewnatrzwydzielniczej trzustki (odpowiedzialnej za
produkcje soku trzustkowego uwalnianego do §wiatla jelita cienkiego) i stuzacej do trawienia
pokarmu. Nowotwor ten charakteryzuje si¢ wytwarzaniem bardzo bogatego podscieliska
tacznotkankowego 1 ubogim unaczynieniem. Ponadto, nacieka na ostonki nerwéw oraz
naczynia krwiono$ne i szybko daje przerzuty do we¢zldw chlonnych. Okoto 60-70% rakow
trzustki wywodzi si¢ z gtowy trzustki, 5-10% z trzonu i 10-15% z ogona. W 20% nowotwor
jest rozprzestrzeniony i obejmuje caty gruczot [15]. Inne, rzadsze typy nowotworow trzustki
to: gruczolakotorbielakorak surowiczy (ang. serous cystadenocarcinoma), nowotwory sluzowe
torbielowate (ang. mucinous cystic neoplasm), rak wewnatrzprzewodowy $luzowy
brodawkowaty (ang. intraductal papillary mucinous carcinoma), rak z komoérek zrazikowych

(ang. acinar cell carcinoma) oraz rak pseudobrodawkowaty lity (ang. solid pseudopapillary
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carcinoma). Guzy te r6znig si¢ od najczestszego gruczolakoraka trzustki biologia, rokowaniem

oraz czasem postgpowaniem leczniczym [16].

Ocena molekularna NSCLC [17] wykazata obecno$¢ wielu biomarkerow
czasteczkowych. Geny supersorowe, takie jak p53, TTF1, cytokeratyna 5/6 wykorzystuje si¢
juz w diagnostyce roznicowej raka ptuca i jego podtypow [18]. Obecnie jednak najwigksze
znaczenie maja onkogeny zwigzane z mutacjami dotyczacymi szlakow sygnatowych w
komorce. Do najwazniejszych naleza: mutacja KRAS (25%), EGFR (23%), translokacja kinazy
ALK (6%) i mutacja PI3K/AKkt (3%) [19]. Obecnie w terapii NSCLC wykorzystuje si¢ gtdwnie
inhibitory btonowych kinaz tyrozynowych zapoczatkowujacych przekazywanie sygnatu do
wnetrza komorki. Do lekéw tego typu naleza: erlotynib, gefitynib, ktére dzialaja przez
hamowanie kinazy EGFR i afatynib hamujacy receptory rodziny EGFR [20-22] oraz kryzotynib
i cerytynib oddziatujace na kinaz¢ ALK [23, 24]. W fazie klinicznej sa prowadzone badania
nad sorafenibem, inhibitorem Raf [25], sunitynibem, inhibitorami receptorow VEGFR i
PDGFR [26] oraz trametynibem, ktory hamuje receptor MET [27].

Rak trzustki jest choroba, w ktorej mutacje w genach supresorowych, onkogenach oraz
genach mutatorowych prowadza do nowotworowej transformacji komodrek nabtonka
gruczolowego przewodow trzustkowych [28]. Mutacje oraz inaktywacje gendw supresorowych
powoduja niestabilno$¢ genetyczng i zwigkszong, niekontrolowang proliferacje komorek. Co
najmniej 4 geny supresorowe biora udziat w powstawaniu raka trzustki: p16INK4a - petniacy
wazng role w cyklu komoérkowym (do 80%), p53 - odpowiedzialny za indukcj¢ apoptozy i
hamowanie angiogenezy (60%), DPC4/SMADA4 - kontrolujacy transdukcje sygnatu z receptora
TGF-B, ktory wptywa na proliferacj¢, r6znicowanie i kontrole cyklu komérkowego (okoto
50%) oraz BRCA-2 - odpowiadajacy za utrzymanie stabilnosci genetycznej poprzez wpltyw na
naprawe¢ DNA (7- 10%). Do najczgstszych mutacji w raku trzustki w przypadku onkogenoéw
naleza: KRAS (75-100% przypadkow), HER-2/neu (30%), Akt-2 (10-20%), COX-2 oraz Notch
1 [29]. Postep w poznaniu biologii raka trzustki spowodowat, ze coraz czesciej do wyboru
terapii oraz okreslenia kierunku badan klinicznych, wykorzystuje si¢ charakterystyke

molekularng komorek nowotworowych.

Jedynym postgpowaniem dajacym szanse calkowitego wyleczenia raka trzustki

pozostaje chirurgiczne usunigcie nowotworu z czgécig lub catg trzustka. Jednakze, z powodu
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poznego wystagpienia objawow, PDAC najczegsciej rozpoznawany jest w IV  stopniu
zaawansowania klinicznego, uniemozliwia to radykalne leczenie chirurgiczne [4].

Glowna przyczyna nieoperacyjnos$ci nowotworu jest naciekanie przez guz okolicznych
naczyn, splywu zyly wrotnej 1 samej zyly wrotnej, tetnicy watrobowej, pnia trzewnego i tetnicy
krezkowej gornej. Innymi przeciwwskazaniami do leczenia chirurgicznego sg m.in. przerzuty
do watroby, otrzewnej lub innych narzagdéw, w tym weztow chtonnych nie bedacych w polu
operacyjnym, czy tez rozlegly naciek guza w przestrzeni zaotrzewnowej [30]. Nalezy jednak
podkresli¢, ze wielko$¢ guza, a nawet naciekanie przez tgczno$¢ sasiadujgcych narzadow, nie
dyskwalifikuje od leczenia operacyjnego. W zaleznosci od lokalizacji guza wykonuje si¢ inny
typ operacji usunigcia: glowy trzustki (operacj¢ Whipple’a lub jej modyfikacje), ogona trzustki
(dystalng pankreatektomig¢) lub catej trzustki (czasem w guzach trzonu trzustki) [31]. Operacje
trzustki sg powaznymi zabiegami, obarczonymi istotnym odsetkiem powiktan pooperacyjnych
(czestos¢ 40%), tacznie z mozliwoscig zgonu. Dodatkowo, odlegte wyniki leczenia
chirurgicznego raka trzustki pozostajg niezadowalajace. Mediana przezycia wynosi kilkanascie
miesi¢cy, a S-letnie przezycia nalezg do rzadkosci [32].

Chirurgiczne wycigcie nowotworu trzustki nie jest rOwnoznaczne z jego wyleczeniem.
U pacjentow, ktorzy przeszli radykalng resekcje, dochodzi do nawrotu choroby zarowno w
miejscu pierwotnej lokalizacji guza, jak i w odlegtych narzgdach. Wznowa raka po operacji
zdarza si¢ stosunkowo cze¢sto, dlatego w celu zwigkszenia szans na wyleczenie coraz czesciej
stosuje si¢ tzw. leczenie uzupelniajace, ktore moze mie¢ miejsce po operacji (tzw. leczenie
adjuwantowe) lub przed operacja (leczenie neoadjuwantowe). Dotychczasowe wyniki prob
klinicznych z leczeniem neoadjuwantowym nie wskazujg na jednoznacznie korzystny wptyw
takiego postepowania [33], jednakze coraz wigcej publikacji sugeruje pozytywny efekt terapii
adjuwantowej. Badania ESPAC-1 przedstawily istotne wydluzenie spodziewanego 5-letniego
przezycia po podaniu adjuwantowej chemioterapii (5-fluorouracylu (5-FU) z kwasem
folinowym) z 11% (bez leczenia) do 29% [34]. Inne badania z gemcytabing w terapii
uzupehiajgcej wykazaly jedynie wydluzenie czasu wolnego od choroby po zastosowaniu tego
leku, bez znacznego wptywu na mediang przezycia i szacowane 5-letnie przezycie [35].

Z powodu bezobjawowej postaci we wczesnej fazie, rak trzustki najczesciej
rozpoznawany jest dopiero w okresie znacznego zaawansowania choroby i tym samym w fazie
nieresekcyjnos$ci guza, dlatego tez u wigkszosci pacjentow jedynym mozliwym postepowaniem
jest leczenie paliatywne. Najwazniejszymi chemioterapeutykami stosowanymi w walce z
nowotworem trzustki od wielu lat pozostaja 5-fluorouracyl (5-FU) i gemcytabina oraz ich

kombinacje z innymi lekami, takimi jak: cisplatyna, kapecytabina, doksorubicyna czy erlotinib.
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Leczenie moze wydtuzy¢ $redni czas zycia z 3 miesiecy (u nieleczonych) do jedynie 6 miesiecy
[36]. U chorych w dobrym stanie ogolnym preferuje si¢ program FOLFIRINOX, ktory moze
wydtuzy¢ sredni czas przezycia do 11 miesiecy. Terapia polega na jednoczasowym podawaniu
5-fluorouracylu, leukoworyny, irinotekanu, oxaliplatyny i gemcytabiny. Leczenie wigze si¢
jednak z licznymi powaznymi efektami ubocznymi (neutropenia, trombocytopenia, neuropatia,
biegunki), ktore stwarzajg ryzyko powiklan i obnizaja komfort zycia [16]. W zwiazku z tym,
ze wyniki leczenia nadal sg niezadowalajace, do priorytetowych obszaréw badawczych
zwigzanych z terapig raka trzustki nalezy poszukiwanie lekow, dla ktorych celem
molekularnym bedg konkretne geny, ktérych mutacje odpowiadajg za rozwdj choroby.
Aktualnie, stosowane skojarzenie chemioterapii z leczeniem celowanym w przypadku
raka trzustki nie przyniosto zadowalajacych efektéw. W Europie dopuszczono do stosowania
wylacznie skojarzenie gemcytabiny z erlotynibem [37], lecz ma ono umiarkowanie korzystny
wpltyw na oczekiwang dtugo$¢ zycia. Wysoki koszt ekonomiczny takiego leczenia i nieznacznie
wieksza skuteczno$¢ u wigkszosci pacjentow stawia pod znakiem zapytania jego rolg w
powszechnym uzyciu u pacjentow z przerzutujacym rakiem trzustki [38]. W fazie klinicznej sa
prowadzone badania nad kombinacja gemcytabiny z innymi zwigzkami m.in. w fazie Il z
aksytynibem, 11 generacji inhibitorem kinazy tyrozynowej VEGFR [39], w fazie Ill z
cetuksymabem, stanowigcym chimeryczne monoklonalne przeciwciato przeciwko EGFR [40]
oraz w fazie Il z bewacyzumabem, monoklonalnym humanizowanym przeciwcialem anty-
VEGF-A [41]. Jednakze, do chwili obecnej badania nie wykazaly wydtuzenia przezycia w
grupie leczonej kombinacjami zwigzkow w poréwnaniu z gemcytabing. Rowniez, prowadzone
sa badania kliniczne nad wykorzystaniem kombinacji immunoterapii z chemioterapig.
Niedawno opublikowane badania wykazaly obiecujace wyniki w przypadku kombinacji
gemcytabiny i nab-paclitaxelu z APX005M, przeciwciatem anty-CD40 oraz nivolumabem,

przeciwciatem anty-PD-1 [42].

Klasyczne cytostatyki stosowane obecnie w terapii przeciwnowotworowej maja
podobny mechanizm dziatania i matg swoisto$¢, a stosowane jednoczes$nie wykazujg dziatanie
addytywne przy wielu dziataniach niepozadanych. Racjonalne wydaja si¢ jednak proby
kojarzenia r6znych postaci leczenia farmakologicznego. Skojarzenie nowoczesnych metod
leczenia farmakologicznego ma rowniez uzasadnienie jako uzupelnienie metod leczenia
radykalnego opartego na radioterapii 1 chirurgii. Skojarzona terapia moze by¢ bardziej
skuteczna, poniewaz oddziatuje na wiele proceséw fizjologicznych (apoptoza, réznicowanie,

angiogeneza, przerzutowanie, reakcja uktadu immunologicznego) oraz pozwala na uzycie duzo
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mniejszych stezen zwigzkow. Laczenie roznych metod leczenia, w tym opartego na klasyczne;j
chemioterapii i1 lekach celowanych, pozwala przede wszystkim na przetamanie pierwotnej
oporno$ci komorek nowotworowych na pojedyncze leki, a takze zmniejsza mozliwos$¢ nabycia
tej opornosci. Terapia wielolekowa ogranicza réwniez niekorzystne skutki heterogennosci

nowotworu. W pracy doktorskiej uzyto dwa zwiazki celowane w rézne elementy szlakow

sygnatowych Ras/MAPK oraz PI3K/AKkt.

Sorafenib jest inhibitorem wptywajacym na aktywno$¢ kinaz tyrozynowych receptorow
btonowych VEGFR2 oraz wewnatrzkomoérkowych kinaz serynowo-treoninowych elementow
szlaku sygnatowego Ras/MAPK [43]. Jako jeden z nielicznych nowych lekow celowanych
blokuje jednoczes$nie kinazy btonowe i wewnatrzkomodrkowe. Dziatanie tego typu lekow,
pozwalajace na ,,zignorowanie” konstytutywnie aktywnego bialka Ras moze by¢ skuteczne
zarbwno w pierwotnej terapii, jak 1 u chorych z nabyta oporno$cia na inhibitory kinaz
btonowych. Efekt funkcjonalny sorafenibu w badaniach in vitro i in vivo wigze si¢ z dziataniem
anty-proliferacyjnym, jak i anty-angiogennym [44]. Lek zostat juz zarejestrowany w rakach
watroby, nerki i zréznicowanym raku tarczycy [45, 46]. W NSCLC trwaja obecnie intensywne
badania. Uzyskano juz obiecujace wyniki badania II fazy pacjentow z zawansowanym NSCLC
(stadium IIT B lub IV) cechujgcym si¢ mutacjg genu KRAS [47, 48]. Rowniez, w fazie II
prowadzone s3 badania z wykorzystaniem kombinacji sorafenibu z gemcytabing w
zawansowanym stadium PDAC [49, 50]. Jednakze, aktualnie uzyskane wyniki badan nie sa

obiecujace [51].

Kwas betulinowy (produkt utleniania betuliny) to naturalny zwigzek pochodzenia
roslinnego (wykryty gldwnie w korze brzozy), ktory wykazuje wasciwosci anty-proliferacyjne
w réznych liniach nowotworowych [52]. Indukcja apoptozy zachodzi poprzez zmiany w btonie
mitochondrialnej, aktywacje kaspaz, fragmentacje DNA [53]. Dodatkowo, zwigzek ten
powoduje hamowanie proliferacji komorek nowotworowych poprzez celowanie w szlak
sygnatowy PI3K /Akt [54]. W literaturze nie ma wielu informacji na temat wptywu tego
zwigzku na komorki NSCLC oraz PDAC [52, 55-57] lecz nowe badania pokazuja, iz jest to

potencjalny lek przeciwnowotworowy [58].
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6.2. Metodyka

e Hodowla komorkowa

Wszystkie linie komorkowe wykorzystne w badaniach hodowane byly w warunkach
normoksji: 21% tlenu, 5% CO», temperatura 37°C (NuAire, Stany Zjednoczone). Komorki
hodowano w medium RPMI (1ITD, Polska) z 10% zawarto$cia surowicy bydlecej (FBS; Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone) oraz antybiotykiem antymycotic (AA) (Sigma-
Aldrich Chemistry, Stany Zjednoczone). Liczba komoérek naktadanych na ptytki roznita si¢ w
zaleznoéci od testu: 5x10% komorek/0.1 ml (0.32 cm?) (zywotno$¢ i proliferacja), 5x10*
komoérek/0.5 ml (1.9 cm?) (cykl komorkowy i indukcja apoptozy), 5x10* komérek/0.5 ml (1.9
cm?) (test klonogenny) i 3x10° komoérek/3 ml (9.5 cm?) (Western blotting). Komorki do
doswidczen wykonywanych w warunkach hipoksji (1% tlenu, 5% CO2, temperatura 37°C),
réwniez hodowano w warunkach normoksji. Po natozeniu odpowiedniej liczby komorek, 24
godzinnej inkubacji (w celu adhezji komoérek do powierzchni plytki) i tarktowaniu zwigzkami,
ptytki przenoszono do inkubatora (Binder, Niemcy) z obnizonym poziomem tlenu. Komorki
NSCLC oraz PDAC traktowano sorafenibem (LC Laboratories, Stany Zjednoczone), kwasem
betulinowym (Sigma-Aldrich Chemistry, Stany Zjednoczone) i betuling (Sigma-Aldrich
Chemistry, Stany Zjednoczone) po 24 godzinach od natozenia komorek na ptytki.

e Izolacja limfocytow
Probki krwi zostaty rozcienczone w PBS (ang. phosphate buffered saline) w stosunku
1:1. Nastgpnie mieszaning bardzo powoli, pojedynczymi kroplami (w celu uniknigcia
zmieszania), nawarstwiono na Ficollu-Lymphosep 1.077 g/mL (Biowest, Stany Zjednoczone)
oraz calo$¢ zwirowano przy ustawieniach 1200 rpm/22°C przez 30 minut. Warstwe limfocytow
przeniesiono do czystej probowki 1 przeptukano trzykrotnie PBS. Komodrki PBL przeliczono,
zawieszono w medium RPMI z 10% zawarto$cig surowicy bydlecej i natozono na plytki do

testow.

e Test zywotnosci i proliferacji
W celu zbadania wptywu traktowania sorafenibem, kwasem betulinowym i betuling w
warunkach normoks;ji (21% tlenu) i hipoksji (1% tlenu) na zywotno$¢ i proliferacje komorek
NSCLC przeprowadzono test MTS (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega, Stany Zjednoczone)) oraz test barwienia blekitem trypanu (Trypan blue

solution (Bio-Rad, Stany Zjednoczone)). W obu testsatch komorki inkubowano ze zwigzkami
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przez 72 godziny. W tescie MTS po 72 godzinej inkubacji ze zwigzkami, bezposrednio do
komorek dodano odczynnik MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) i inkubowano 1 godzing. Nast¢pnie, za pomoca czytnika
ptytek Wallac 1420 VICTOR?2 plate reader (PerkinElmer, Stany Zjednoczone) zczytano dane
przy dlugoséi fali 490 nm. W teScie z wykorzystaniem blekitu trypanu, komorki zostaty
trypsynizowane, a nastgpnie zawieszone w nowym medium. Do zawiesiny komorek w stosunku
1:1 dodano biekit trypanu i za pomocg mikroskopu (Olympus IX81), manualnie przeliczono

liczbg komorek zywych (komorki martwe kolor niebieski, komorki zywe kolor biaty).

e Cykl komorkowy i apoptoza

Sprawdzono wplyw traktowania zwigzkami na zahamowanie cyklu komérkowego oraz
indukcje apoptozy. W przypadku cyklu komérkowego, komorki inkubowano ze zwigzkami
przez 24 godziny. Po trypsynizacji komorki utrwalono 75% ethanolem (POCh, Polska) i
inkubowano w temperaturze 4 °C przez 30 minut. Nastepnie, dodano jodek propidyny (PI, ang.
propidium iodide, 50 ng/ml) oraz RNase (0,2mg/ml) (Sigma-Aldrich Chemistry, Stany
Zjednoczone) i inkubowano przez noc w ciemym miejscu w temperaturze 4°C. Dane zostaly
zczytane za pomocg FACS Calibur flow cytometer (Becton Dickinson, Stany Zjednoczone), a
do anlizy wynikow wykorzystano program ModFit LT5.0 software (Verity Software House,
Stany Zjednoczone). W celu zbadania wptywu traktowania zwigzkami na indukcj¢ apoptozy w
komorkach, wykorzystano test podwojnego barwienia aneksyng V-FITC (8 pg/ml) (Sigma-
Aldrich Chemistry, Stany Zjednoczone) i jodkiem propidyny PI (5 pg/ml). Komorki
inkubowano ze zwigzkami przez 72 godziny. Nastepnie, do zwiesiny komorek po trypsynizacji,
dwukrotnym przeptukaniu PBS (zawirajacym Ca?*, Mg?*, 2.5% FBS), dodano aneksyne V-
FITC oraz PI, i inkubowano prze 15 minut w temperaturze pokojowej w ciemnym miejscu.
Dane zostaly zczytane za pomocg FACS Calibur flow cytometer (Becton Dickinson, Stany
Zjednoczone), a do anlizy wynikow wykorzystano program Flowing Software 2.5.1 software
(Perttu Terho, Finlandia). Mianem komorek apoptotycznych okreslono komorki pozytywne dla

Aneksyny V oraz dla podwojnego barwienia.

e Western Blot
Zmiany w ekspresji bialek po traktowaniu kwasem betulinowym 1 betuling zostaly
zmierzone za pomocg testu Western blotting. Lizaty z catych komoérek inkubowanych 24
godziny ze zwigzkami, zostaly uzyskane przy pomocy buforu RIPA. Lizat komorkowy zostat

poddany sonifikacji (Sonopuls HD 2070; Bandelin, Niemcy) i zwirowany (10000 x g, 10 min,
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4 °C). Stezenie biatka w lizatach komérkowych zostato zmiezone za pomoca Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone). Lizat komoérkowy wraz z
buforem Laemmli sample zostat podgrzewany przez 5 min w temperaturze 95°C. Biatka zostaty
rozseparowane przy uzyciu 10-12% zelu rozdzielajacego 1 przeniesone (transfer pot suchy) na
membrane PVDF (0.45 um; Merck Millipore, Stany Zjednoczone). Membrane blokowano w
1% kazeinie (Sigma-Aldrich Chemistry, Stany Zjednoczone) przez godzing lub catg noc w 4°C,
a nastgpnie inkubowano z przeciwciatem pierwszorzgdowym anti-HIF-1a (1:1000, #14179;
Cell Signaling Technology), anti-p53 (1:1000, #ab26; Abcam), anti-actin/HRP (1:2000, #sc-
1615; Santa Cruz Biotechnology) réwniez, calg noc w 4°C. Po godzinnej inkubacji membrany
inkubowano z drugorzedowym przeciwciatem anti-mouse/HRP (1:2000, #P0447; Dako,
Denmark) oraz anti-rabbit/HRP (1:2000-3000, #P0048; Dako, Denmark). Zwigzany koniugat
wykrywano za promocg zestawu SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo

Fisher Scientific, Stany Zjednoczone).

e Test klonogenny

Dhugoterminowy efekt traktowania komérek NSCLC kwasem betulinowym i betuling w
obu warunkach zostal zmierzony za pomoca testu klonogennego. Po 72 godzinnej inkubacji ze
zwigzkami, komorki zostaty trypsynizowane i zawieszone w nowym medium. Komorki
przeliczono za pomocg barwienia bigkitem trypanu, i nastepnie 500 zywych komorek zostato
nalozonych na nowg plytke z nowym medium. Po 14 dniach inkubacji, komorki utrwalono 1%
fioletem krystalicznym (ang. crystal violet) (Sigma-Aldrich Chemistry, Stany Zjednoczone) i
zliczano manualnie za pomoca programu ImageJ 1.47 (National Institutes of Health, Stany

Zjednoczone).
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6.3. Cel naukowy badan oraz ich znaczenie

Praca doktorska skupia si¢ na skojarzonej terapii przeciwnowotworowej, w ktorej
badano synergiczny wpltyw kombinacji sorafenibu z kwasem betulinowym na uwrazliwienie
komorek ludzkiego niedrobnokomorkowego raka ptuca oraz raka trzustki na proces $mierci

komorkowe;.

Celem projektu doktorskiego byto zbadanie wptywu traktowania komoérek sorafenibem,
kwasem betulinowym i kombinacja tych zwigzkow na czasteczki sygnatowe oraz na kluczowe
biatka zwigzane ze szlakami proliferacji i apoptozy. W projekcie wykorzystano podstawowe
metody badan z zakresu biologii molekularnej i komorkowej takie jak pomiar zywotnosci
komorek, proliferacji, zdolnosci do tworzenia kolonii oraz Sposobu indukcji $mierci w
komorkach, a takze ekspresji wybranych biatek pod wptywem dziatania kombinacji zwigzkoéw
na linie komérkowe NSCLC i PDAC oraz na liniach pierwotnych nowotworow phuc,
uzyskanych z materiatu operacyjnego od pacjentow. Dodatkowo, toksyczno$¢ zwiazkéw i

kombinacji sprawdzono na komorkach prawidtowych krwi obwodowej PBL.

Badania przeprowadzone w ramach prezentowanego projektu doktorskiego moga
przyczyni¢ si¢ do skuteczniejszego leczenia NSCLC oraz PDAC, poniewaz pokazujemy, ze
skojarzone  dziatanie  sorafenibu i kwasu betulinowego zwigksza aktywnos$¢
przeciwnowotworowa. Wykazujemy takze, ze kombinacja niskich stezen zwigzkoéw daje duzo
silniejszy efekt przeciwnowotworowy w poréwnaniu z pojedynczym traktowaniem, co moze
pozwoli¢ na uzycie nizszych dawek lekow, a zatem obnizy¢ skutki uboczne tych
chemioterapeutykow. Kombinacja sorafenibu z kwasem betulinowym wydaje si¢ by¢ wysoce
efektywna w terapii przeciwko NSCLC, a takze potencjalnie przeciwko innym nowotworom,

w tym wyjatkowo trudnym do leczenia raku trzustki.

20



6.4. Omowienie prac wchodzacych w sklad rozprawy

Publikacja 1 (praca przegladowa) — Niedrobnokomorkowy rak ptuca — mutacje, celowane i

skojarzone terapie

Rak ptuca jest gtowng przyczyna zgondéw sposrod wszystkich typéw nowotworow,
zarOwno u me¢zczyzn, jak i u kobiet. Z roku na rok zwigksza si¢ liczba zachorowan na
niedrobnokomorkowego raka pluca (NSCLC), spowodowana glownie paleniem tytoniu.
Wigkszo$¢ pacjentow umiera z powodu zbyt pdznego wykrycia nowotworu. Leczenie
pacjentow z zaawansowanym NSCLC utrudnia mata wrazliwo$¢ tego nowotworu na
cytostatyki oraz wspétistnienie wielu chorob, ktérych podtozem jest, podobnie jak raka pluca,

palenie tytoniu.

Wraz z rozwojem biologii molekularnej, zaczgto wykorzystywaé leczenie
celowane/skojarzone oddziatujace na okreslone szlaki sygnatowe zaangazowane W procesy
onkogenezy. W artykule opisano mutacje wystepujace w NSCLC oraz leki stosowane w

praktyce klinicznej, jak 1 bedace w fazie badan przedklinicznych.

Najlepiej przebadane i obecnie wykorzystywane w praktyce klinicznej sg zwiazki
hamujace funkcje receptorow o aktywnosci kinaz tyrozynowych. NSCLC cechuje si¢ wieloma
mutacjami m.in. EGFR — receptora naskorkowego czynnika wzrostu i mutacja KRAS. Rzadko
spotykana, ale istotng klinicznie jest rearanzacja genu ALK. W leczeniu chorych z NSCLC
stosuje si¢ wiele inhibitorow receptora EGFR, takich jak erlotynib, gefitynib, afatynib oraz dwa
zwigzki celowane w kinaze ALK krizotynib i cerytynib. Niestety, mimo licznych badan

klinicznych, w dalszym ciggu nie mozna poprawi¢ skuteczno$ci leczenia pacjentow z mutacja
KRAS.

W literaturze opisano wiele przyktadow skojarzonego traktowania komoérek NSCLC.
Najefektywniejszym rozwigzaniem byloby skojarzenie niektorych zwiazkoéw wykazujacych
synergistyczne dzialanie na komorki nowotworowe. Niektore kombinacje zwigzkow sg juz w
badaniach klinicznych. Wigksza cze¢$§¢ prob dotyczy polaczenia inhibitorow kinaz

tyrozynowych z innego typu inhibitorami farmakologicznymi lub immunoterapia.
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Publikacja 2 (praca oryginalna) — Synergiczny wplyw sorafenibu i kwasu betulinowego przeciw

klonogennej aktywnos$ci komorek niedrobnokomoérkowego raka pluca

W pracy opisano molekularny mechanizm wspoétdziatania sorafenibu i kwasu
betulinowego na proces $mierci komorek nowotworowych NSCLC, posiadajacych rdézne
mutacje genu KRAS: A549 (G12S), A427 (G12C) i H385 (G12D).

Badania wykazaty, ze kombinacja sorafenibu i kwasu betulinowego znacznie obniza
zywotno$¢ 1 proliferacje komoérek NSCLC, indukuje apoptoze i obniza ich potencjat
klonogenny. Analiza szlakéw sygnalowych metoda western blotting pokazala zmiany w
ekspresji biatka CHOP, aktywowanego w wyniku stresu w retikulum endoplazmatycznym,
ktérego nadekspresja indukuje apoptoze oraz bialek biorgcych udzial w mitochondrialnym
szlaku apoptozy - spadek ekspresji anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 i wzrost ekspresji pro-
apoptotycznego biatka Bax. Dodatkowo, komorki traktowane sorafenibem i kwasem
betulinowym indukujg apoptoz¢ poprzez aktywacje kaspazy-8 i kaspazy-9 oraz poprzez
trawienie biatka PARP. Kombinacja zwiazkéw synergicznie hamuje proliferacje w komoérkach

NSCLC. Efekt ten moze by¢ powigzany z zahamowaniem aktywnosci kinaz Akt i mTOR.

Weczesdniejsze badania dowiodly, iz kwas betulinowy 1 jego pochodne nie wykazuje
toksyczno$ci w badaniach in vitro: nie zaobserwowano zmian w ogdlnym stanie zwierzat oraz
zaburzen hematologicznych [59]. Ponadto, inne badania potwierdzily, brak toksycznego
wpltywu kwasu betulinowego na komoérki prawidtowe oraz na komoérki prawidtowe krwi
obwodowej (PBL, ang. peripheral blood lymhocytes) [60]. Ze wzglgdu na potencjalnie
toksyczny efekt zwiazkow na komorki krwi po podaniu dozylnym, sprawdzono wpltyw
kombinacji sorafenibu i kwasu betulinowego na prawidtowe komorki prawidtowe PBL.
Komoérki wyizolowano z krwi trzech pracownikow laboratorium. Badania wykazaty, iz liczba
komorek PBL po traktowaniu sorafenibem, kwasem betulinowym i kombinacjg nie obnizyta

si¢ oraz nie zaobserwowano indukcji apoptozy.

Mechanizmy hamowania wzrostu komorek przez zwigzki zwykle sg charakteryzowane
przy uzyciu krétkoterminowych testow. W pracy przeprowadzono dlugoterminowy test
aktywnos$ci komorek klonogennych. Traktowanie komorek A549, H358 i A427 sorafenibem i
kwasem betulinowym znaczaco zmniejsza ich potencjat klonogenny w poréwnaniu do komorek
traktowanych kazdym 2z tych zwigzkéw osobno. Zdolno$¢ klonogenna komorek

nowotworowych jest powigzana ze zdolno$ciami do proliferacji i samo odnawiania, ktére
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zwigzane sg z rozwojem nowotworu. Badanie komorek klonogennych przyczynia si¢ do

identyfikacji celow molekularnych waznych w skutecznej terapii przeciwnowotworowe;j.

W publikacji wykazano, iz niskie dawki sorafenibu lub kwasu betulinowego nie s3
cytotoksyczne, nie wptywaja na cykl komodrkowy i nie indukujg apoptozy oraz nie wptywaja
na potencjat klonogenny w komorkach NSCLC, natomiast w polgczeniu wykazuja synergiczny
anty-proliferacjny i pro-apoptotyczny efekt oraz silnie obnizaja potencjat klonogenny. Ponadto,
kombinacja sorafenibu z kwasem betulinowym dziala skutecznie niezaleznie od rodzaju

mutacji KRAS w komorkach.
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Publikacja 3 (praca oryginalna) — Kombinacja sorafenibu i kwasu betulinowego synergicznie

hamuje cykl komoérkowy oraz obniza potencjat klonogenny komorek raka trzustki

Najczestsza mutacja w raku trzustki jest mutacja KRAS, wystgpujaca w 90%
przypadkow. Niemal wszystkie badania celujgce bezposrednio w mutacjg KRAS nie przyniosty
oczekiwanych rezultatow. Co raz czgsciej, najnowsze badania skupiajg si¢ na opracowaniu
kombinacji zwigzkow celujacych w dalsze elementy szlaku sygnatlowego Ras, w kinaz¢ MAPK
oraz szlak PI13K/Akt.

W pracy, linie komérkowe PDAC, dwie z mutacja KRAS: AsPC-1 (G12D) i Capan-1
(G12V) oraz lini¢ z mutacja BRAF: BxPC-3 (V487-P492>A), traktowano sorafenibem,
kwasem betulinowym i kombinacja tych zwigzkow. Zbadano wplyw zwigzkow na zywotnosc,

proliferacje, indukcje apoptozy, szlaki sygnalowe oraz potencjat klonogenny.

Badania wykazaly, iz kombinacja sorafenibu i kwasu betulinowego znacznie obniza
zywotnos¢ i proliferacje linii komorkowych PDAC. Kombinacja zwigzkéw hamuje proliferacje
komoérek PDAC poprzez zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie G2 mocno powigzanego z
wzrostem ekspresji biatka p21, spadkiem ekspresji biatka c-Myc i spadkiem ekspresji cykliny
D1. Dodatkowo, kombinacja synergicznie hamuje elementy szlakow sygnatowych PI3K/Akt i
MAPK. Przypuszczamy, ze blokowanie tych dwoch szlakow powoduje zahamowanie
proliferacji komoérek PDAC. Ponadto, co cickawe kombinacja nie indukuje apoptozy w
komorkach raka trzustki. Co najwazniejsze, leczenie skojarzone sorafenibem i kwasem

betulinowym znacznie zmniejszyto zdolno$¢ tworzenia kolonii komérek PDAC.

Podsumowujac, po raz pierwszy wykazano, iz kombinacja sorafenibu z kwasem
betulinowym obniza zywotnos¢, proliferacje, hamuje cykl komoérkowy 1 obniza potencjal
klonogenny komorek PDAC. Dodatkowo, kombinacja synergicznie hamuje fosforylacje kinazy
Akt 1 ERK1/2. Otrzymane wyniki moga dostarczy¢ wiedzy na temat nowej skojarzonej terapii

przeciwko raku trzustki.
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7. Omowienie dalszych, nieopublikowanych badan
wigzanych 7 zaprezentowanym osiggnieciem
naukowym

7.1 Badania na liniach pierwotnych raka pluca

Hodowle in vitro umozliwiaja zidentyfikowanie i ustalanie linii komérkowych raka
ptuca, co doprowadzito do lepszego, zrozumienia biologii nowotworow. Jednakze ustalone
linie komorkowe czesto nie sg reprezentatywne dla szeregu réznych typow i heterogennej
populacji komoérek guza nowotworowego [61]. Guz nowotworowy, oprocz komorek
nowotworowych, sktada si¢ z wielu innych rodzajéw komorek: fibroblastow, nabtonkow,
srédblonkow naczyn krwionosnych, a takze licznych komoérek uktadu odpornosciowego, ktore

wspolnie nazywane sa mikrosrodowiskiem nowotworu [62].

W tej cze$¢ projektu zostaly przeprowadzone badania na liniach pierwotnych
nowotworu phuca, otrzymanych z guzoéw od pacjentow (zgoda Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu, Opinia Nr KB-21/2018 z dnia 30.01.2018).
Podczas operacji resekcji guza w Klinice Pulmonologii i Nowotworéw Ptluca Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu czg$¢ nowotworu zostala umieszczona w medium RPMI z 10%
zawarto$cig surowicy bydlecej 1 w ciggu 1 godziny przetransportowana do Laboratorium
Immunobiologii Molekularnej Nowotworow. Guz przemyto zimnym PBS. Nastepnie, zostat
pocigty na mniejsze kawalki i roztarty za pomoca filtru membranowego. Roztarty nowotwor
wraz z medium przeniesiono do probowki i odwirowano przy 1400 rpm przez 5 minut.

Nastepnie, komorki zawieszono w nowym medium i natozono na ptytki do testow.

Tabela 1. Linie pierwotne uzyte w do$wiadczeniach.

T Podt
Nazwa yp? ] )-/p Wiek Pleé
histologiczny histologiczny

LCO02 NSCLC AC 73 K

LC04 NSCLC SCC 65 M

AC — Gruczolakorak (ang. Adenocarcinoma), SCC - Rak ptaskonablonkowy (ang.
Squamous cell carcinoma)
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W celu zbadania wplywu sorafenibu, kwasu betulinowego 1 kombinacji na linie
pierwotne raka phuca, komorki potraktowano wyzej wymienionymi zwigzkami i po 72
godzinach, za pomocg testu MTS sprawdzono zywotno$¢ komoérek (Rysunek 1). Dodatkowo,
komorki traktowano dwoma cytostatykami stosowanymi powszechnie w zaawansowanym
stadium NSCLC - gemcytabing i pemetreksedem. Zaobserwowano, iz kombinacjg zwigzkoéw
obniza zywotnos¢ komoérek nowotworowych. Cytotoksyczno$¢ kombinacji jest na podobnym

poziomie do cytostatykow W duzym toksycznym dla cztowieka stezeniu.
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Rysunek 1. Kombinacja sorafeniubu i kwasu betulinowego obniza zywotno$¢ komoérek
lini pierwotnych raka pluca. Komoérki LC02 1 LCO4 traktowano gemcytabing (10 uM),
pemetreksedem (1 uM), sorafenibem (5 uM) i kwasem betulinowym (6 pM). Zywotnosé
komorek mierzono po 72 godz. za pomocg testu MTS (n=3). *p<0.05 poréwnujac z komdrkami

traktowanymi sorafenibem oraz kawasem betulinowym.

Ze wzgledu na znaczng cytotoksycznos$¢ stosowanych obecnie chemioterapeutykow,
zastosowanie w leczeniu zaawansowanego NSCLC kombinacji sorafenibu i kwasu

betulinowego, moze zaowocowa¢ lepszymi wynikami przy zminimalizowaniu groznych

objawow niepozadanych.

Z powodu niskiej zywotnos$ci komoérek nowotworowych nie udato si¢ zrobi¢ wiecej
doswiadczen. Podczas wykonywania tej czgsci projektu otrzymano wigcej probek, ale tylko z

dwoch udato si¢ otrzymac zywotng zawiesing komorek.
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7.2 Badania komorek raka pluca w warunkach hipoksji i normoksji

Mechanizm chemiooporno$ci nowotworu jest bardzo ztozony. Mikro$rodowisko
niedotlenienia (hipoksja, redukcja tlenu <1%) potencjalnie odgrywa kluczowa role w tym
procesie. Niedotlenienie w guzach litych, w tym NSCLC, jest negatywnym czynnikiem
prognostycznym [63]. Kwas betulinowy i betulina sg to zwigzki bardzo czg¢sto uzywane w
badaniach przeciwnowotworowych, jednakze ich mechanizm dziatania jest wcigz doktadnie
nieznany [64]. Wykazano, iz kwas betulinowy zwigksza swoja cytotoksycznos¢ w warunkach

hipoksji w nowotworach takich jak glejak i rak prostaty [65, 66].

W pracy, komorki NSCLC: A549, H358 1 H1703 traktowano kwasem betulinowym i
betuling. Zbadano wptyw tych zwiazkoéw na zywotnos$¢, proliferacje, indukcj¢ apoptozy, cykl
komorkowy, szlaki sygnalowe i potencjat klonogenny w warunkach normoksji (21% tlenu) i

hipoksji (1% tlenu).

Otrzymane wyniki wykazaty, iz traktowanie zwigzkami obniza zywotnos¢ i proliferacje
komorek NSCLC (Rysunk 2). Kwas betulinowy i betulina znaczaco obnizyly liczb¢ komoérek
w warunkach normoksji do: 1.7+0.2-10° i 1.9+0.4-10° w linii komérkowej A549, 1.1+0.4-10°
i 1.4£0.1-10° w linii komérkowej H358, 0.9£0.4-10° i 1.3£0.5-10° w lini komérkowej H1703
(p<0.01). Liczba komoérek w warunkach hipoksji znaczaco obnizyta si¢ po traktwaniu betuling
w linii komérkowej A549 do 0.9+0.2-10° i linii komérkowej H1703 do 0.7+0.2-10° (p<0.05)
oraz po traktowaniu kwasem betulinowym i betuling w linii komérkowej H358 do 0.8+0.2-10°
i 0.9+£0.3-10° (p<0.01). Anty-proliferacyjny efekt w warunkach normoksji powigzany jest z
zahamowaniem cyklu w fazie G1 wraz ze wzrostem ekspresji biatka p21 oraz spadkiem
ekspresji cykliny D1 i cykliny Bl. Inne badania potwierdzaja zdolno$¢ do hamowania
réznicowania poprzez zahamowanie cyklu komorkowego w fazie G1 po traktowaniu kwasem
betulinowym w liniach komorkowych czerniaka [67]. Réwniez, zaobserwowano zmiany w
ekspresji biatek powigzanych z cyklem komorkowym po traktowaniu kwasem betulinowym w
warunkach hipoksji, jednakze niezaobserwowano znaczacych zmain w analizie cyklu

komoérkowego.
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Rysunek 2. Traktowanie kwasem betulinowym i betuling obniza liczbe komérek NSCLC
w warunkach normoksji i hipoksji. Komoérki A549, H358 i H1703 traktowano kwasem
betulinowym (10 uM) i betuling (10 uM). Liczbe komoérek mierzono po 72 godz. za pomoca
testu barwienia bigkitem trypanu (n=3). *p<0.05, **p<0.01 poréwnujac z grupg kontrolna.

W celu zbadania wplywu traktowania kwasem betulinowym 1 betuling na indukcje
apoptozy w warunkach normoksji i hipoksji, uzyto testu podwojnego barwienia komorek
NSCLC anneksyng V i PI (Rysunek 3). Badania wykzaty, ze traktowanie kwasem betulinowym
1 betuling znaczaco zwigksza liczb¢ komorek we wezesnej 1 pdznej fazie apoptozy w liniach
komorkowych A549 1 H358 w warunkach hipoksji. W linii komérkowej H1703 znaczaco
indukuje apoptoze tylko traktowanie betuling. Wyniki sugeruja, iz anty-proliferacyjny efekt
obserwowany w warunkach hipoksji moze by¢ powigzany ze spadkiem liczby komorek
zwigzany z apaoptoza. Dodatkowo, $mier¢ komorek nowotworowych, spowodowana jest
zmianami w ekspresji biatlek odpowiedzialnych za mitochondrialny szlak apoptozy oraz

poprzez aktywacj¢ kaspazy-3 i trawienie biatka PARP w warunkach hipoksji.
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Rysunek 3. Traktowanie kwasem betulinowym i betuling zwi¢ksza apoptoze¢ komérek
NSCLC w warunkach hipoksji. Komoérki A549, H358 i H1703 traktowano kwasem
betulinowym (10 uM) i betuling (10 uM). Apoptoze komorek nowotworéwych mierzono po 72
godz. za pomocg testu barwienia anexyng V i jodkiem propidyny (n=3). *p<0.05, **p<0.01

poréwnujac z grupa kontrolna.
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Najwazniejszym biatkiem, pozwalajgcym komorkom na adaptacje do niskiego st¢zenia
tlenu w srodowisku, jest biatko HIF-1a (ang. Hypoxia inducible factor 1a). Biatko to petni role
czynnika transkrypcyjnego i odgrywa kluczowa role w przeprogramowaniu metabolizmu
komorek nowotworowych poprzez promowanie ekspresji genow zaangazowanych w niezbedne
procesy przetrwania, takie jak angiogeneza czy hamowanie apoptozy [63]. Ponadto, HIF-1a
petni fuknkcje stabilizujaca i aktywujacg biatko p53 oraz jest potencjalnie jednym z pierwszych
czynnikow regulujacych funkcje biatka p53 podczas powstawania nowotworu [68] jednakze, z
drugiej strony, biatko p53 moze deregulowaé ekspresje HIF-la [69, 70]. Dodatkowo,
wczesniejsze badania wykzaty, iz indukcja apoptozy w komoérkach nowotworowych
traktowanych kwasem betulinowym powigzana jest z aktywacja p53 [71, 72]. W tym
doswiadczeniu (Rysunek 4), po traktowniu kwasem betulinowym zaobserwowano wzrost
ekspresji biatka p53 w warunkach normoksji i hipoksji oraz spadek ekspresji HIF-1o. w
komorkach A549 bez mutacji genu p53. W komoérkach H1703 z mutacj p53 (IVS8+1g>t)
Zobserwowano wzrost ekspresji biatka p53 po traktowaniu kwasem betulinowym i betuling,
jednakze bez spadku ekspresji HIF-1o. Mechanizm ten moze by¢ jedng z przyczyn braku
indukcji apoptozy po traktowaniu kwasem betulinowym w tej linii komorkowej. Ponadto,
Kamat i wspolpr. wykazali, ze obecnos¢ zmutowanego biataka p53 moze zwigksza¢ ekspresje

i aktywacj¢ HIF-1a oraz chroni¢ komorki przed apoptoza w warunkach hipoks;ji [73].
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Rysunek 4. Traktowanie kwasem betulinowym i betuling powoduje zmiany w ekspresji
bialek HIF-1a oraz p53 w warunkach normoksji i hipoksji. Komorki A549 i H1703
traktowano kwasem betulinowym (10 uM) i betuling (10 pM). Zmiany w ekspresji biatek
mierzono po 24 godz. za pomocg testu Western Blott (n=3).

Dodatkowo, przeprowadzono dlugoterminowy test aktywnosci komorek klonogennych.

Taktowanie komorek kwasem betulinowym i betuling spowodowato zahamowanie potencjatu
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klonogennego w komorkach A549 i H358, jednakze w warunkach hipoksji tylko kwas
betulinowy zmniejszyt zdolno$¢ tworzenia kolonii komérek NSCLC (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Traktowanie kwasem betulinowym i betuling znaczaco zmniejsza potencjal
klonogenny komorek NSCLC w warunkach normoksji i hipoksji. Komorki A549, H358 i
H1703 traktowano kwasem betulinowym (10 uM) i betuling (10 pM). Po 72 godzinach komorki
trypsynowano, liczono i zostaty wysiane w gestosci 500 komorek/szalke. Po 14 dniach kolonie
barwiono 1% fioletem gencjany i zliczano (n=3). *p<0.05, **p<0.01 poréwnujac z grupa

kontrolng.

Badania wykazaty, iz kwas betulinowy oraz betulina znaczaco obnizaja liczbg komorek,
indukuje apoptoze i obnizajg potencjat klonogenny komérek NSCLC w warunkach normoksji
i hipoksji, jednkaze istnieje wiele roznic w dziataniu przeciwnowotworowym tych zwigzkow
w roznych komorkach oraz warunkach. Mimo to, badania te moga stanowi¢ nowa strategi¢

leczenia w przypadku guzéw litych posiadajacych obnizong ilo$¢ tlenu.

Prezentowane wyniki zostaty zamieszczone w publikacji wystanej do Scientific Reports.

Aktualnie, artykut jest na etapie recenzji.
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8. Podsumowanie osiggniecia naukowego

Przedstawiona praca doktorska obejmuje trzy prace opublikowane: jedng prace
przegladowa i dwie prace oryginalne, dotyczace wplywu dziania kombinacji sorafenibu i kwasu
betulinowego na komorki nowotworowe niedrobnokomoérkowego raka ptuca i raka trzustki
oraz wyniki niepublikowane dotyczace wptywu kombinacji sorafenibu i kwasu betulinowego
na komorki pierwotne nowotworu phuca, a takze wptywu kwasu betulinowego i betuliny w

warunkach normoksji i hipoksji na linie komoérkowe niedrobnokomorkowego raka ptuca.

Punktem wyjscia jest praca przegladowa, w ktorej omowiono typy raka phuca,
wystepujace mutacje oraz klasyczne i celowane leki stosowane w praktyce klinicznej, jak i

bedace w fazie badan klinicznych (Publikacja 1).

Dwie prace oryginale zawieraja wyniki wilasne 1 obejmuja kolejno: molekularny
mechanizm wspoéldziatania sorafenibu 1 kwasu betulinowego na proces $mierci komorek
niedrobnokomoérkowego raka ptuca oraz na czasteczki sygnalowe zwigzane ze szlakami
proliferacji i apoptozy (Publikacja 2); wptyw kombinacji sorafenibu i kwasu betulinowego na
zahamowanie cyklu komoérkowego oraz na kluczowe czynniki zwigzane z hamowaniem
proliferacji i potencjatu klonogennego w raku trzustki (Publikacja 3). W pierwszej pracy
oryginalnej, badania wykazaly, ze kombinacja sorafenibu i kwasu betulinowego znacznie
obniza zywotno$¢ 1 proliferacje komorek NSCLC, indukuje apoptoze poprzez aktywacje
kaspazy 8 19 oraz fragmentacj¢ PARP. Analiza szlakéw sygnatowych metoda western blotting
pokazata zmiany w ekspres;ji biatek biorgcych udzial w mitochondrialnym szlaku apoptozy:
Bcl-2 i Bax. Dodatkowo zaobserwowano zahamowanie aktywnosci mTOR i Akt. W drugiej
pracy oryginalnej, badania wykazaty, iz kombinacja sorafenibu 1 kwasu betulinowego obniza
zywotno$¢ 1 proliferacje komoérek PDAC oraz hamuje progresje cyklu komorkowego w fazie
G2. Réwniez analiza bialek powigzanych z cyklem komérkowym wykazala wzrost ekspresji
biatka p21 oraz spadek ekspresji biatka c-Myc i cykliny D1. Ponadto badana kombinacja
hamuje aktywno$¢ biatek zwigzanych ze szlakiem MAPK 1 PI3K/Akt. W obu badaniach
zaobserwowano, iz badana kombinacja synergicznie obniza potencjatl klonogenny komorek
nowotworowych. Ten dtugotrwaty efekt moze by¢ powiazany z wptywem na szlaki proliferacji

1 cyklu komorkowego.

W czg$ci pracy z badaniami nieopublikowanymi przedstawiono wplyw kombinacji

sorafenibu 1 kwasu betulinowego na komorki pierwotne nowotworu pluca otrzymane z
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materialu operacyjnego. Wptyw kombinacji zostal poréwnany do klasycznie stosownych
obecne chemioterapeutykéw. Wyniki wykazuja, iz kombinacja zwigzkéw obniza zywotno$¢
komorek nowotworowych na takim samym poziomie jak cytostatyki w duzym toksycznym dla
cztowieka stezeniu. Jednakze, ze wzgledu na mata liczbe przebadanych préobek, otrzymane
wyniki nie sg miarodajne. Szersze badania sg potrzebne, aby potwierdzi¢ zaobserwowany efekt

przeciwnowotworowy.

Dodatkowo, w pracy przedstawiono nieopublikowane wyniki dotyczace wptywy kwasu
betulinowego 1 betuliny w warunkach normoksji 1 hipoksji na komérki NSCLC posiadajace
r6ézny status mutacji p53. Badania wykazaly, iz kwas betulinowy w warunkach hipoksji
zwigksza apoptoze komorek nieposiadajacych mutacje p53. Efekt ten powigzany jest z
spadkiem ekspresji HIF1a oraz ze wzrostem ekspresji biatka p53. Natomiast, w komorkach z
mutacjg p53 tylko betulina zwigksza liczbe komoérek apoptotycznych w warunkach hipoksji.
Badania wykazaty, iz kwas betulinowy 1 betulina mimo podobnej struktury maja inny

mechanizm dzialania przeciwnowotworowy w réznych komorkach oraz warunkach.

Podsumowujgc, wyniki przedstawione w pracy doktorskiej moga przyczyni¢ si¢ do
opracowania skuteczniejszych metod leczenia NSCLC oraz PDAC, poniewaz, sorafenib
zwigksza cytotoksyczno$¢ kwasu betulinowego. Wykazano takze, ze kombinacja niskich stezen
zwigzkow daje duzo silniejszy efekt przeciwnowotworowy, w porownaniu z pojedynczymi
traktowaniami, co moze pozwoli¢ na uzycie nizszych dawek lekoéw, a zatem obnizy¢ skutki
uboczne tych chemioterapeutykdéw. Dodatkowo, aktualnie brak jest lekow dziatajacych na
nowotwory KRAS-zalezne. Badania pokazuja, ze kombinacja sorafenibu z kwasem

betulinowym dziata skutecznie niezaleznie od rodzaju mutacji KRAS w komorkach.
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Z roku na rok zwieksza sie liczba zachorowari na niedrobnokomérkowego raka ptuca (NSCLC),
spowodowana gtéwnie paleniem tytoniu. Wiekszo$¢ pacjentéw umiera z powodu zbyt péznego
wykrycia nowotworu. Leczenie pacjentéw z zaawansowanym NSCLC utrudnia mata wrazliwo$é
tego nowotworu na cytostatyki oraz wspélistnienie wielu chordb, ktérych podtozem jest,
podobnie jak raka ptuca, palenie tytoniu. Wraz z rozwojem biologii molekularnej, zaczeto
wykorzystywaé leczenie celowane oddziatujace na okreslone szlaki sygnatowe zaangazowane
w procesy onkogenezy. Najlepiej przebadane i juz wykorzystywane w praktyce klinicznej sg
zwigzki hamujace funkcje receptoréw o aktywnosci kinaz tyrozynowych. Niedrobnokomér-
kowy rak ptuca (NSCLC) cechuje sie wieloma mutacjami m.in. EGFR - receptora naskérkowego
czynnika wzrostu i mutacja KRAS. Rzadsza, ale istotna klinicznie jest rearanzacja genu ALK.
W leczeniu chorych z NSCLC wykorzystuje sie wiele inhibitoréw receptora EGFR, takich jak
erlotynib, gefitynib, afatynib oraz dwa zwiazki celowane w kinaze ALK krizotynib i ceryty-
nib. Niestety, mimo wielu badari, w dalszym ciggu nie mozna poprawi¢ skutecznosci leczenia
pacjentdéw z mutacjg KRAS. W literaturze opisano liczne przyktady skojarzonego traktowania
komdrek NSCLC. Najefektywniejszym rozwigzaniem bytoby potaczenie niektérych zwigzkéw
wykazujacych synergistyczne dziatanie na komérki nowotworowe. Niektére kombinacje zwigz-
kéw sa juz w badaniach klinicznych. Wiekszo$¢ préb dotyczy potaczenia inhibitoréw kinaz
tyrozynowych z innego typu inhibitorami farmakologicznymi lub immunoterapia. W pracy
opisano mutacje wystepujace w NSCLC oraz leki stosowane w praktyce klinicznej, jak i bedace
w fazie badan przedklinicznych.

niedrobnokomérkowy rak ptuca - mutacje - inhibitory kinaz tyrozynowych - terapia celowana

Summary

Year after year, a growing number of cases of non-small cell lung cancer (NSCLC), mostly caused
by smoking, have been noted. Most patients die because of the late detection of cancer and
tumor resistance to treatment with cytostatics. Treatment of patients with advanced NSCLC is
impeded by the low sensitivity of the tumor to cytostatic agents and the co-existence of many
diseases, which substrate is, like lung cancer, cigarette smoking. Along with the development
of molecular biology, targeted therapy has started to be used, affecting specific signaling
pathways involved in the processes of oncogenesis. Compounds that inhibit the activity of
receptor tyrosine kinases are very well examined and already used in clinical practice. NSCLC
is characterized by multiple mutations, including EGFR (epidermal growth factor receptor)
and KRAS. Rarer but clinically significant is the rearrangement of the ALK gene. Currently, for
NSCLC treatment a number of EGFR inhibitors such as erlotinib, gefitinib, afatinib and two
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compounds targeted in ALK kinase crizotinib and ceritinib are applied. Unfortunately, despite
numerous studies, we are still not able to improve the treatment effectiveness of patients with
KRAS mutations. The most efficient solution would be to use a combination of the compounds
exhibiting synergistic effects on tumor cells. The literature data describes numerous examples
of the combination treatment of NSCLC cells. Some combinations of compounds are already
in clinical trials. Most attempts relate to tyrosine kinase inhibitors in combination with other
types of pharmacologic inhibitor or immunotherapy. This paper describes the mutations occur-
ring in NSCLC and drugs used in clinical practice as well as being in preclinical development.
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Wykaz skrotow: AC - gruczolakorak (adenocarcinoma), AKT - kinaza biatkowa B, serynowo-treoninowa (protein

kinase B), ALCL - chtoniak anaplastyczny z duzych komoérek (anaplastic large-cell lymphoma),
ALK - kinaza anaplastycznego chtoniaka (anaplastic lymphoma kinase), BIRC - niezalezny komitet
oceniajacy badania kliniczne (blinded independent central review committee), BCL-2 - rodzina
endogennych biatkowych regulatoréw apoptozy (B-cell-lymphoma-2), BCR/ABL - biatko fuzyj-
ne, o aktywnosci kinazy tyrozynowej (break point cluster region/Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog), COX - cyklooksygenaza (cyclooxygenase), DCR — poziom kontroli choroby
(disease control rate), EGFR - receptor naskorkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor
receptor), FDA - agencja zywnosci i lekow (Food and Drug Administration), GTP — kwas guanozy-
notrojfosforowy (guanosine triphosphate), HER2 - receptor dla ludzkiego naskérkowego czynnika
wzrostu typu 2 (human epidermal growth factor receptor 2), HGF — czynnik wzrostu hepatocytéw
(hepatocyte growth factor), IGF1R - receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1
(insulin-like growth factor 1 receptor), IRC - Niezalezny Komitet Oceniajacy (Independent Review
Committee), JAK - kinaza Janus (Janus tyrosine kinase), LCC - rak wielkokomoérkowy (large cell
carcinoma), LCINS - rak ptuca u oséb, ktére nigdynie pality tytoniu (lung cancer in never smokers),
MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenami (mitogen activated protein kinase), MEK - kina-
za aktywowana mitogenami (mitogen-activated protein kinase kinase), NER — naprawa przez wy-
ciecie nukleotydu (nucleotyde excision repair), NSCLC — niedrobnokomérkowy rak ptuca (non-small
cell lung cancer), ORR - odsetek obiektywnych odpowiedzi (objective response rate), OS - czas
przezycia catkowitego (overall survival), PDGFR - receptor dla ptytkopochodnego czynnika wzrostu
(platelet-derived growth factor receptor), PFS - ocena przezycia bez progresji (progression-free
survival), PI3K - kinaza fosfatydyloinozytolu (phosphoinositide-3-kinase), PIBKCA — gen kodujacy
podjednostke katalityczna kinazy PI3K (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic
subunit alpha), PTEN - biatko supresorowe homologu fosfatazy i angiotensyny (phosphatase and
tensin homolog deleted on chromosome ten), RAF - rodzina kinaz serynowo-treoninowych (Raf
serine-threonine kinases), RAS - rodzina matych GTP-az (small GTP-ases family), SCC - rak ptaskona-
btonkowy (squamous cell carcinoma), SCLC-drobnokomadrkowy rak ptuca (small cell lung cancer),
STAT - czynnik transkrypcyjny (signal transducers and activators of transcription), TKI - inhibitory
kinaz tyrozynowych (tyrosine kinase inhibitors), TP53 — supresorowy gen nowotworowy biatka
p53 (tumor suppressor gene tumor protein 53), VEGFR - receptor czynnika wzrostu $rédbtonka
(vascular endothelial growth factor receptor).
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WPROWADZENIE

Rak ptuca jest gtéwnag przyczyna zgondw spoérédd
wszystkich typéw nowotwordw, zaréwno u mezczyzn,
jak i u kobiet [97]. Co roku odnotowuje si¢ ponad 1,5
mln zgondw na catym $wiecie [114]. Przyczyna tak duzej
umieralno$ci jest zbyt péZne wykrywanie nowotworu ze
wzgledu na bezobjawowy przebieg wczesnych postaci.
Skuteczne leczenie NSCLC utrudnia takze zaawansowany
wiek chorych i zwigzane z tym liczne choroby wspdtist-
niejace uniemozliwiajace najskuteczniejsze leczenie
radykalne, polegajace na resekcji migzszu ptuc lub sko-
jarzeniu chemioterapii i radioterapii. Leczenie zaawan-
sowanych postaci niedrobnokomérkowego raka ptuca
napotyka na duze trudno$ci zwiazane z czesto wyste-
pujaca opornoscig na klasyczne leki cytostatyczne [27].
Powyzsze fakty powoduja, ze 5-letnie przezycie dotyczy
jedynie 15% chorych [14].

Za podstawowa przyczyne rozwoju raka ptuca uwaza
sie palenie tytoniu [26]. GtIéwnym karcynogenem dymu
tytoniowego jest benzopiren, ktéry w wyniku kilku
reakcji enzymatycznych, ulega w komdrce przemia-
nie w genotoksyczny epoksyd diolu benzopirenu [49].
Metabolit przytacza sie do DNA stajac sie mutagenem,
przyczyniajacym sie do powstawania bledéw genetycz-
nych w czasie replikacji sprzyjajacych transformacji
nowotworowej. Jest to gtéwny mechanizm powstawa-
nia nowotworéw tytoniozaleznych, w tym nie tylko raka
ptuca, ale i m.in. nowotwordéw krtani, gardta, zotadka
i pecherza moczowego [115]. Cho¢ zaburzenia w budowie
podwdjnej helisy wywotane przez epoksyd diolu benzo-
pirenu mogg by¢ usuniete przez system naprawy DNA
typu wycinanie nukleotydu (NER - nucleotyde excision
repair), to jednak w tym przypadku do uruchomienia
szlaku naprawczego dochodzi relatywnie rzadko [26]. Co
wiecej, oddziatywanie pochodnej benzopirenu z DNA na
0g6t nie blokuje réwniez cyklu komdrkowego w fazie G1,
jak w przypadku powaznych uszkodzeti chromosomdw.
W rezultacie dochodzi do replikacji, a synteza nici DNA
na matrycy uszkodzonej, zwigzanej z epoksydem diolu
benzopirenu, powoduje konwersje nukleotydu G—T
[115]. Jesli do takiej mutacji dojdzie w genach supreso-
rowych nowotworéw lub w protoonkogenach, moze to
doprowadzi¢ do indukcji procesu karcynogenezy [49].

W ostatnich latach obserwuje sie réwniez coraz wieksza
liczbe zachorowari na raka ptuc u oséb, ktére nigdy nie
palily tytoniu (LCINS) [104]. Zjawisko to cze$ciej mozna
zaobserwowad wsréd kobiet, zwlaszcza zamieszkujacych
tereny potudniowo-wschodniej Azji [106]. Za gtéwne
przyczyny uwaza sie uwarunkowania $rodowiskowe,
takie jak: zanieczyszczenie powietrza, bierne palenie,
ekspozycje na radon, azbest, metale ciezkie, wirus bro-
dawczaka ludzkiego, a takze uwarunkowania genetyczne
[106].

Kliniczny i histopatologiczny podziat wyréznia dwa typy
pierwotnych rakéw ptuca: niedrobnokomdérkowy rak
ptuca (NSCLC) (85%) oraz drobnokomérkowy rak ptuca

(SCLC) (10-15%) [14]. Powszechniejszy, NSCLC dzieli sie
na trzy rézne postacie histopatologiczne: gruczolako-
rak (AC), rak ptaskonabtonkowy (SCC) oraz rak wielko-
komérkowy (LCC) (tabela 1) [34].

Tabela 1. Histologiczny podziat NSCLC

Podtyp NSCLC Procent rozpoznan
Gruczolakorak (AC) 40
Rak pfaskonabtonkowy (SCC) 25
Rak wielkokomérkowy (LCC) 10

na podstawie [34] zmodyfikowano.

Postep w poznaniu biologii raka ptuca spowodowal, ze
coraz czesciej do wyboru terapii oraz okre$lenia kie-
runku badan klinicznych, wykorzystuje sie charakte-
rystyke molekularng komérek nowotworowych. Ocena
molekularna NSCLC [21] wykazata obecno$¢ wielu bio-
markeréw czgsteczkowych. Markery molekularne,
takie jak p63, TTF1, cytokeratyna 5/6 wykorzystuje sie
juz w diagnostyce réznicowej raka ptuca i jego podty-
péw [77]. Poszukuje sie réwniez markeréw molekular-
nych uzytecznych we wczesnym wykrywaniu raka ptuca
[73]. Obecnie jednak najwieksze znaczenie maja bio-
markery zwigzane z mutacjami dotyczacymi szlakéw
sygnatowych w komdrce. Do najwazniejszych, wyko-
rzystywanych w praktyce naleza: mutacje receptora
naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR) [89] i trans-
lokacja kinazy chtoniaka anaplastycznego (ALK) [46].
Wiele innych, np. mutacja KRAS [58] i PI3K [92] podlega
intensywnym badaniom (tabela 2). Wyniki tych badan
przyczynily sie do wprowadzenia terapii celowanej (lub
ukierunkowanej molekularnie) polegajacej na zastoso-
waniu lekéw skierowanych przeciwko nieprawidtowym
biatkom lub innym czgsteczkom swoistym dla komérek
nowotworowych, ktérych funkcja polega na zaburzeniu
waznych $ciezek sygnalowych i metabolicznych regu-
lujacych podstawowe procesy komérki nowotworowe;j.
Tego typu leki sg stosowane samodzielnie w raku ptuca,
jednak ich skuteczno$é moze by¢ znaczaca réwniez
w potgczeniu z klasyczng chemioterapia lub radiote-
rapia, a takze i immunoterapia. Obecnie wykorzystuje
sie gtéwnie inhibitory btonowych kinaz tyrozynowych
zapoczatkowujgcych przekazywanie sygnatu do wnetrza
komérki. Do lekéw tego typu naleza: erlotynib, gefitynib,
ktére dziatajg przez hamowanie kinazy EGFR i afatynib
hamujacy receptory rodziny EGFR [37,40,41] oraz kry-
zotynib i cerytynib oddziatujace na kinaze ALK [38,39].
W fazie klinicznej sa prowadzone badania nad sorafe-
nibem, inhibitorem Raf [32], sunitynibem, inhibitorami
receptoréw VEGFR i PDGFR [50] oraz trametynibem,
ktéry hamuje receptor MET [93]. Niezwykle atrakcyj-
nym celem terapii jest modulacja procesu apoptozy,
ktéry petni gtéwna role w transformacji nowotworowe;j.
Wiele uwagi po$wieca sie tez badaniu mediatoréw zapal-
nych oraz proceséw immunologicznych, co przyczynito
sie do wprowadzenia niwolumabu, jako pierwszego leku
immunomodulujacego w terapii NSCLC. Wykazano,
iz odpowiednio dopasowana terapia celowana, moze
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wydtuzyé przezycie i czas progresji [67]. Wykonywanie
badan molekularnych jest obecnie niezbedne do wta-
$ciwego zaplanowania terapii i jest juz to standardem
w NSCLC [63].

W artykule oméwiono najwazniejsze zmiany moleku-
larne w NSCLC zwigzane z procesem przekazywania
sygnaltéw, apoptoza oraz mediacja proceséw zapalnych.
Oméwiono réwniez wykorzystanie tych danych w prak-
tyce do rozwoju nowych metod leczenia NSCLC. W trze-
ciej czesci pracy oméwimy kojarzenie réznych sposobéw
farmakoterapii w celu przetamania narastajgcej w trak-
cie leczenia selekcji klonéw opornych na leki ukierunko-
wane molekularnie stosowane w monoterapii.

Tabela 2. (zestos¢ mutacji w czasteczkach sygnatowych NSCLC
Mutacje w NSCLC [w %]

Nieznana 36,4
KRAS 25
EGFR 23

EML4-ALK 6
PI3K 3
B-Raf 3
MET 2

na podstawie [21], zmodyfikowano.

SZLAKI SYGNALOWE

EGFR

Receptor naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR, HER-1,
ERBB1) jest cztonkiem rodziny receptoréw kinazy tyro-
zynowej sktadajacej sie z 3 dodatkowych receptoréw
o podobnej strukturze: EGFR2/HER2/HER-2-NEU/ERBB2,
EGFR3/HER-3/ERBB3 i ERBB4/HER4 [1]. Receptory te sa
zakotwiczone w btonie komdrkowej komérek nabtonko-
wych i zawierajg zewnatrzkomérkowg domene wigzaca
ligand, domene transbtonowa i wewnatrzkomérkowa
domene kinazy tyrozynowej, ktéra posredniczy w trans-
dukgji sygnatu [51]. Po zwigzaniu liganda z receptorem,
tworzone sa homo- lub heterodimerowe kompleksy
receptor-ligand, ktére powoduja internalizacje i auto-
fosforylacje reszt tyrozynowych, co prowadzi do akty-
wacji potozonych nizej szlakéw sygnalizacyjnych [57].
Fosforylowana kinaza tyrozynowa stymuluje wewnatrz-
komérkowe przekazywanie sygnatu przez kaskade kilku
dalszych szlakéw, takich jak Ras-Raf ~-MEK-MAPK-
PI3K- AKT-JAK-STAT, ktére regulujg najwazniejsze pro-
cesy zyciowe komdérek, w tym szczegdlnie wazne dla
rozwoju nowotwordéw proliferacji, apoptozy i tworze-
nia naczyt krwiono$nych (ryc. 1) [57,89]. Badania wyka-
zaly, ze nieprawidlowa ekspresja lub mutacje w obrebie
EGFR odgrywajg znaczaca role w rozwoju, progresji
i nabywaniu chemoopornosci NSCLC. Prawdopodobnie
zmutowany gen EGFR jest gtéwnym czynnikiem utrzy-

mujacym samowystarczalno$¢ w zakresie sygnatu pro-
liferacyjnego i podtrzymujacym fenotyp nowotworowy
w niektérych NSCLC [44]. Raki ptuc ze zmutowanym
receptorem EGFR wykazuja duzg zalezno$¢ od sygnatéw
proliferacyjnych inicjowanych przez aktywnosé tego
receptora, a jednoczes$nie duzg podatno$¢ na apoptoze
w przypadku zahamowania funkcji tego receptora [101].
Nadekspresje EGFR zaobserwowano u 15% pacjentéw
zNSCLC. Moze sie pojawia¢ w wyniku dziatania réznych
mechanizméw, takich jak zwiekszenie liczby kopii genu,
modyfikacje epigenetyczne i aktywacja przez onkogenne
wirusy [29]. Najczestsze mutacje EGFR u chorych na
NSCLC polegaja na delecji w eksonie 19 i swoistej muta-
cji punktowej w eksonie 21 kodonu 858. Obie nieprawi-
dlowosci stanowia okoto 80-90% wszystkich wykrytych
mutacji EGFR. Mutacje te stanowig czynnik predyk-
cyjny w zastosowaniu inhibitoréw kinaz tyrozynowych
i wykryto je gtéwnie w gruczolakorakach u niepalgcych
kobiet [105]. Niewykluczone, ze jest to kluczowe zdarze-
nie molekularne w rozwoju NSCLC u 0séb niepalacych.
Warto zwrdci¢ uwage, ze mutacje w genie EGFR moga
by¢ réwniez przyczyna niewrazliwosci na inhibitory
kinaz pierwszej generacji, takich jak erlotynib i gefity-
nib. Do tego typu nalezy mutacja punktowa w pozycji
T790M polegajaca na substytucji metioniny w treonine.
Ta zmiana genetyczna moze mieé charakter pierwotny
lub pojawié sie jako wtérna podczas leczenia, co wiecej
moze mie¢ réwniez potencjat onkogenny [8,60].

Rola pozostatych receptoréw z rodziny EGFR w raku
pluca jest stabiej poznana. Najwiecej danych dotyczy
HER-2 NEU. Obecnie wydaje sie, ze wysoka ekspresja
HER2-NEU i innych, poza EGFR, receptoréw tej rodziny
sprzyja nabywaniu opornosci na wybiércze inhibitory
kinaz ze wzgledu na mozliwo$é heterodimeryzacji
receptora EGFR i potencjalizacji jego funkcji poprzez np.
zastapienie jego unieczynnionej podjednostki kinazowej,
podjednostka partnera. HER2-NEU ulega heterodime-
ryzacji z EGFR [64], a przy tym wykazuje stalg aktyw-
no$¢ domeny zewnatrzkomdrkowej [53]. Ekspresja tego
receptora wystepuje w okoto 30% NSCLC. Wykryto réw-
niez mutacje genu kodujacego HER2-NEU w okoto 1,6%
NSCLC [96]. Znacznie mniej wiadomo na temat znacze-
nia receptora HER3-NEU oraz mutacji w genie koduja-
cym to biatko w odniesieniu do NSCL. Receptor ten jest
nieco odmienny ze wzgledu na fakt, ze po zwigzaniu
z ligandem gtéwnie potencjalizuje efekt dziatania innych
receptoréw z rodziny EGFR poprzez dimeryzacje, a sam
ma stabo aktywng lub nieaktywna kinaze tyrozynowa
[2]. Niedawno Umelo i wsp. wykazali, ze zmutowany
HER3 (HER3-V855A) moze petnié onkogenng funkcje
w raku pluca i stanowi¢ atrakcyjny cel terapii [109].

EML4-ALK

Kinaza anaplastycznego chtoniaka (ALK) jest trans-
blonowa receptorowg kinaza tyrozynowa nalezaca do
nadrodziny receptoréw insulinowych [46]. Aktywacja
genu ALK odbywa sie zwykle poprzez przegrupowanie
chromosoméw w wyniku umieszczenia jednego z kilku
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Ryc. 1. Szlak receptora EGFR (na podstawie [74] zmodyfikowano)

réznych partneréw fuzyjnych, a takze przez zwigzanie
z nimi regionu promotora przed domeng kinazy ALK,
powodujac jego transkrypcje i ekspresje biatka [10]. Kilka
lat temu w komérkach NSCLC wykryto nowa rearanzacje
genu w wyniku fuzji miedzy genem EML4 i genem ALK.
Biatko EML4-ALK zawiera N-koficowg domene EML4 oraz
wewngtrzkomdrkowa domene katalityczng ALK. Region
EML4 powoduje konstytutywna dimeryzacje domeny
kinazy ALK, prowadzac do nieprawidlowej aktywa-
cji przekazywania sygnatéw, za posrednictwem takich
mediatoréw jak Akt, STAT3 i ERK1/2 [10]. Powoduje to
proliferacje i przetrwanie komdrki nowotworowej; zna-
nych jest wiele wariantéw kodujacych biatko EML4-ALK.
U prawie 33% pacjentdw z mutacjg EML4-ALK w NSCLC
wykryto kodowanie prowadzace do zestawienia eksonu
13 EML4 do eksonu 20 ALK (E13, A20). U 29% pacjentéw
zaobserwowano dotgczenie eksonu 6 EML4 do eksonu
20 ALK (E6a/b, A20). Ponadto, zidentyfikowano kilka
innych, rzadszych partneréw fuzyjnych EML4, takich
jak TFG-ALK oraz KIF5B [46]. Transformacje rearan-
zujaca gen ALK zaobserwowano nie tylko w NSCLC, ale
réwniez w innych w guzach litych, takich jak chtoniak

anaplastyczny z duzych komérek (ALCL), guzach miofi-
broblastycznych, co sugeruje, iz przekazywanie sygnatu
za pos$rednictwem ALK moze odgrywacé role w rozwoju
i progresji wielu nowotwordéw [54].

KRAS

Mutacja protoonkogennego szlaku RAS jest stwier-
dzana prawie u jednej trzeciej ludzkich typéw nowotwo-
réw [6,33]. U ludzi wystepuja trzy geny kodujace cztery
rézne biatka Ras: H-RAS, N-RAS, K-RAS-4A i K-RAS-
-4B, dwa ostatnie to alternatywne warianty sktadania
genu KRAS [81]. Zewnatrzkomdrkowe sygnaly aktywuja
biatka Ras, ktére wiaza sie z molekuta zwana GTP bio-
racg udziat w wielu procesach komérkowych, obejmuja-
cych proliferacje, réznicowanie i apoptoze. Onkogenne
postaci RAS preferencyjnie wigza GTP, przez co pozo-
stajg ciagle w postaci aktywnej [81]. Biatko Ras moze by¢
aktywowane przez wiele mechanizméw, np. przez recep-
tory o aktywnosci kinaz tyrozynowych, takich jak EGFR
i inne receptory czynnikéw wzrostu, jak PDGFR i IGFR
lub przez mutacje aktywujaca w genie kodujacym [6].
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Szlak efektorowy Ras sktada sie z kinaz RAF - MEK - ERK
(ryc. 1) [58]. Raf aktywowany jest za pomoca cze$ci biatka
Ras posredniczacej w przytagczaniu do btony komdrko-
wej, nastepnie, Raf aktywuje kinazy MEK1/2, ktdre akty-
wujg ERK1/2. Aktywowane kinazy ERK1/2 fosforyluja
kilka cytoplazmatycznych i jadrowych biatek obejmuja-
cych czynniki transkrypcyjne, ktére kontroluja przejscia
G1-S cyklu komérkowego [6]. Szlak Ras jest wiec uniwer-
salnym faricuchem przekazywania sygnatu pelnigcym
gtéwng role w komunikacji wewnatrz komérki i steru-
jacym przekazywaniem réznorodnych sygnatéw, w tym
przede wszystkim proliferacyjnych [47]. Ciggla aktyw-
nos$¢ szlaku Ras wynikajaca z mutacji ma bardzo duze
znaczenie nie tylko w powstaniu oraz podtrzymaniu
fenotypu nowotworowego, ale i w opornosci na terapie
przeciwnowotworowa. U ponad 25% pacjentéw z NSCLC
obserwuje sie mutacje KRAS, z czego w 97% przypadkach
mutacja wystepuje w eksonie 2 i 3 (G12, G13 i Q61). Ze
wzgledu na bardzo duze znaczenie i bardzo czeste wyste-
powanie tej onkogennej mutacji, wiele badan skupia sie
nad opracowaniem czynnikéw hamujacych dalsze ele-
menty szlaku, takie jak kinazy MEK i Raf [33]. Niestety,
jak dotychczas, biatka Ras pozostaly nieosiggnietym
celem i nie opracowano jeszcze celowanej terapii skie-
rowanej bezpo$rednio w nowotwory Ras-aktywne [68].

B-Raf

B-Raf jest jednym z trzech cztonkéw rodziny kinazy
Raf: A-Raf, B-Raf, C-Raf. Nalezy do grupy kinaz sery-
nowo-treoninowych i odgrywa istotna role w aktywa-
cji $ciezki mitogennej kinazy biatkowej MAPK [11,18].
Kinaza B-Raf lezy ponizej Ras w szlaku sygnatowym
RAS-RAF-MEK-ERK, odpowiedzialnym za wzrost komé-
rek. Najcze$ciej mutacje BRAF obserwuje sie w czerniaku
(mutacja V600E) [15]. Mutacje BRAF wykrywane sa do$¢
rzadko, bo u okoto 2% pacjentéw z NSCLC. W NSCLC pra-
wie 80% przypadkéw to mutacja w V60OE nastepujaca
przez substytucje aminokwaséw w eksonie 15. Obserwo-
wane s3 takze mutacje non-V600E rozproszone w ekso-
nie 11115 [11]. Wiele mutacji non-V600E wykazuje tylko
posrednig lub matg aktywno$¢ kinazy, a dane z badan
przedklinicznych wskazuja, ze raki charakteryzujace sie
obecnoscia kinazy B-raf non-V600E sg odporne na lecze-
nie celowane, chociaz niektére z nich moga by¢é wraz-
liwe na inhibitory szlaku MEK [15]. Mimo ze mutacje
biatka B-Raf w NSCLC zaobserwowano i opisano wiele
lat temu, to nadal nie sa dobrze poznane ze wzgledu na
malg liczbe przypadkéw [18].

PI3K

Kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K) odgrywa kluczowa
role w metabolizmie komérkowym i proliferacji, wply-
wajgc na powstawanie réznych ludzkich nowotworéw
[25]. Po aktywacji, PI3K inicjuje zdarzenia prowadzace
do fosforylacji Akt, majgcej wptyw na dodatkowe biatka
szlaku przekazywania sygnatéw [25]. Na nadaktywnos$é
PI3K wplywa mutacja PIK3CA, genu kodujacego katali-
tyczna podjednostke p10a PI3K, a takze brak aktywnosci

biatka supresorowego homologu fosfatazy i angioten-
syny PTEN. Biatko PTEN odgrywa wazna role w regu-
lowaniu szlaku PI3K, a brak jego ekspresji moze dziataé
przeciwapoptotycznie i spowodowaé przetrwanie nowo-
tworu [69]. W NSCLC znaczace mutacje w obrebie PIK3CA
wplywajg na spiralng domene wiazaca (ekson 9, E545K
lub E542K) lub na katalityczng podjednostke (ekson 20,
H1047R lub H1047L) i sg uznawane za potencjalny onko-
genny cel terapii [92].

MET

Receptor MET zostal scharakteryzowany, jako recep-
tor transbtonowy, ktdry jest aktywowany przez czynnik
wzrostu hepatocytéw (HGF) [31]. Wigzanie HGF z MET
powoduje dimeryzacje receptora i autofosforylacje reszt
tyrozynowych w domenie kinazy, co prowadzi do akty-
wagcji potozonych nizej kaskad sygnalizacyjnych, w kté-
rych po$rednicza gléwnie $ciezki RAS-MAPK i PI3K-AKT.
Ponadto, w kilku badaniach wykazano wystepowanie
wspétpracy oraz komunikacji miedzy receptorem MET
i innymi szlakami receptorowymi, w tym EGFR, HER2-
-NEU i IGF1R [13]. Dowiedziono, ze amplifikacja MET
w liniach komérkowych raka ptuc moze wywotaé opor-
no$¢ na inhibitory EGFR przez aktywacje HER3 zaleznej
od szlaku PI3K-AKT [13,31].

COX-2

Cyklooksygenaza (COX) jest gtéwnym enzymem kon-
wersji kwasu arachidonowego do prostaglandyn. Ist-
niejg trzy izoenzymy COX: COX-1 i COX-2 oraz COX-3
(split variant COX1). COX-1 wystepuje w wielu prawi-
dtowych tkankach, podczas gdy COX-2 syntetyzowany
jest pod wplywem mediatoréw zapalnych i mitogen-
nych i odgrywa wazna role w reakcjach zapalnych [19].
Wykazano, ze nadekspresja COX-2 wspiera i podtrzy-
muje wzrost nowotworéw przez zwiekszenie odporno-
$ci na sygnat apoptotyczny, indukowanie angiogenezy
oraz zmniejszenie odpowiedzi immunologicznej organi-
zmu przeciwko nowotworowi. COX-2 ulega nadekspresji
w réznych typach nowotwordw, takich jak rak zotadka,
przetyku oraz ptuca. Zwiekszona ekspresja COX-2 jest
takze zwigzana z bardziej agresywnym zachowaniem
nowotworu i gorsza prognozg u pacjentéw z NSCLC [12].
By¢ moze COX-2 jest jednym z mediatoréw zwigzanych
ze znanym zjawiskiem indukcji powstawania nowotwo-
réw w przewlektych stanach zapalnych [116].

p53

Supresorowy gen nowotworowy kodujacy biatko p53
(TP53) odgrywa wazna role w procesie apoptozy, zatrzy-
maniu cyklu komérkowego i utrzymaniu stabilno$ci
genomu. Mutacje TP53 powoduja inaktywacje biatka
p53, ktdre realizuje swoja funkcje przez aktywacje trans-
krypcji setek genéw wskutek wiazania sie do swoistych
sekwencji w ich miejscach promotorowych [65]. Mutacje
genu TP53 sa jednymi z najczestszych i najbardziej uni-
wersalnych zmian genetycznych wykrywanych w nowo-
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tworach, w tym réwniez w NSCLC (65% przypadkéw) [5].
Czesto wystepuja w zmianach przednowotworowych
oraz w histologicznie prawidtowej §luzéwce oskrzela,
otaczajacej nowotwdr, co $wiadczy o ich znaczeniu juz
we wczesnych etapach transformacji nowotworowej.
Ponadto, mutacje TP53 moga sie wigzaé ze ztym roko-
waniem, a takze ze stabg odpowiedzig na chemioterapie
i radioterapie [5].

Bcl-2

Po raz pierwszy biatka Bcl-2 zidentyfikowano w chto-
niaku. Rodzina Bcl-2 obejmuje okoto 20 homologéw
w tym biatka antyapoptotyczne, takie jak Bcl-2, Mcl-1
i Bcl-xL oraz proapoptotyczne Bax, Bak i Bid [80]. Czton-
kowie rodziny Bcl-2 sterujg integralno$cig zewnetrznej
btony mitochondrialnej, a zatem sg istotne w okreslaniu
wrazliwo$ci komérek na apoptoze indukowana przez
szlak wewnetrzny. Réwnowaga miedzy przezyciem
i $miercig komérek jest modulowana przez proporcje
i interakcje antyapoptotycznych i proapoptotycznych
biatek tej rodziny [120]. Biatka Bcl-2 wykryto zaréwno
w komérkach podstawnych nabtonka nienowotworo-
wej btony $luzowej oskrzeli jak i raku ptuca [80]. Wedtug
niektérych badan wysoka ekspresja Bcl-2 jest zwigzana
z niekorzystnymi efektami leczenia w réznych typach
nowotwordéw, w tym nowotworéw gruczotu krokowego,
przelyku, nerek, jak réwniez u pacjentéw z NSCLC [55].
Inne badania wskazuja na dtuzsze przezycie chorych,
ktérych guzy wykazuja duza ekspresje biatek Bcl-2 [3].
Mimo duzej liczby badan, rola Bcl-2 w przewidywaniu
wynikéw leczenia pozostaje wiec kontrowersyjna.

LECZENIE NSCLC A CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA

Szanse na 5-letnie przezycie pacjentéw z NSCLC sg zrdz-
nicowane i zalezg gtéwnie od stadium klinicznego cho-
roby. Najwyzsze, 73% szanse na 5-letnie przezycie maja
pacjenci, u ktérych nowotwér zostat wezesnie wykryty
(stadium IA). W stadium IB i Il wynosza nawet do 52,2%,
a w zaawansowanym NSCLC (stadia ITIIA-1V) zaledwie do
3,7% [30]. U okoto 20-30% pacjentéw z NSCLC w stadium
I, I1 i ITIA stosuje sie leczenie radykalne oparte przede
wszystkim na chirurgicznej resekcji uzupetnionej nie-
kiedy chemioterapia, pozostali pacjenci moga otrzyma¢
polaczone: chemioterapie i radioterapie lub wytacznie
radioterapie [107]. Chemioterapia oparta na cisplatynie,
jako uzupetnienie leczenia chirurgicznego, moze zwiek-
szy¢ szanse przezycia, we wczesnym stadium nowo-
tworu nawet o 5%. Niestety, u wielu chorych z nisko
zaawansowanym rakiem ptuca dochodzi do nawrotu
choroby, czemu sprzyja przede wszystkim obecno$é
przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych (cecha
N1). U 21% pacjentéw w stadium IA i az u 42% w stadium
IB obserwuje sie wznowe choroby nowotworowej, ktéra
koriczy sie $miercia [16]. Pacjenci w stadium IIIB moga
by¢ leczeni radykalnie kombinacja chemioterapii i radio-
terapii lub by¢ poddani tylko leczeniu paliatywnemu.
Chorzy w stadium IV otrzymuja wylacznie leczenie
paliatywne. Wielu (40-50%) pacjentéw z NSCLC bedgcych

w stadium regionalnie zaawansowanym lub z przerzu-
tami (I1IB i 1V), nie jest kwalifikowanych do skojarzonej
terapii radykalnej (chemio-radioterapii). Tacy pacjenci
byli dotychczas leczeni tylko paliatywna chemioterapia
systemowa oparta na pochodnych platyny, bez szans na
wyleczenie, a tylko w celu przedtuzenia i poprawy jako-
$ci przezycia [4]. Wéréd tych pacjentéw leczenie syste-
mowe pozwala na wydtuzenie czasu zycia nawet o 8-12
miesiecy, a takze poprawia jako$¢ zycia [4]. Wybdr tera-
pii dla pacjentéw w zaawansowanym stadium, zalezat do
niedawna tylko od histologicznego typu choroby, stanu
ogdblnego, chordb wspdtistniejacych i wczesniejszego
leczenia [45]. Obecnie do tych danych niezbedne jest
dotaczenie charakterystyki molekularnej NSCLC u indy-
widualnych chorych. W przypadku choroby przerzuto-
wej leczenie cytostatykami oparte jest na potaczeniu
cisplatyny lub karboplatyny z lekami takimi jak pakli-
taksel, docetaksel, gemcytabina i winorelbina, ktére
z pochodnymi platyny wykazuja wieksza skuteczno$é
w poréwnaniu z terapig oparta na pojedynczym cyto-
statyku [45]. Wydaje sie jednak, ze klasyczna chemio-
terapia, jako samodzielna metoda leczenia, wyczerpata
swdj potencjal i nie oczekuje sie juz znaczacych poste-
péw w jej rozwoju.

CELOWANA MONOTERAPIA NSCLC

Mata skutecznos$¢ leczenia zaawansowanego raka
ptuca sktonita do poszukiwania bardziej zaawansowa-
nych metod opartych na nowej koncepcji: uderzaja-
cego w ,,czule punkty” nowotworu. Wraz z postepem
w biologii molekularnej taka koncepcja zyskata szanse
na realizacje. Szczegblng uwage poswieca sie genetyce
NSCLC. Odkrywa sie coraz nowsze mutacje w komérkach
nowotworowych i okresla sie ich znaczenie w rokowaniu
i ocenie wrazliwo$ci na nowe generacje lekéw przeciw-
nowotworowych (oméwione w pierwszej czesci pracy).

Najwazniejszg grupe lekéw ukierunkowanych
molekularnie, o znanych czynnikach predykcyjnych
tworzg inhibitory kinaz tyrozynowych (tabela 3).

Pacjenci z mutacja aktywujaca w genie EGFR moga by¢
leczeni bardzo skutecznie lekami hamujgcymi aktywno$é
zmutowanego receptora: odwracalnymi i wysoce wybidr-
czymi, jak erlotynib i gefitynib lub nieodwracalnymi oraz
mniej wybidrczymi jak afatynib. Niestety, ich zastosowa-
nie ogranicza mala czesto$¢ mutacji predykcyjnej wyno-
szaca dla rasy kaukaskiej tylko okoto 13% [110]. Zwiazki te
wigza sie z wewnatrzkomérkowg domena EGFR i hamujg
dziatanie receptora blokujac szlak przekazywania
sygnatu do jadra komérki. Zahamowanie czynno$ci EGFR
w komérkach nowotworowych blokuje wewnatrzkomdér-
kowe onkogenne szlaki przekazywania informacji omé-
wionych w pierwszej czesci pracy [61]. Przeprowadzono
wiele badan in vitro i in vivo oceniajacych wptyw erloty-
nibu, gefitynibu i afatynibu na komérki nowotworowe.
Podczas badan przedklinicznych wykazano, ze inhibitory
kinazy tyrozynowej EGFR zahamowaly wzrost hodowli
linii komérkowych wywodzgcych sie z réznych nowotwo-
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Tabela 3. Inhibitory kinaz tyrozynowych w niedrobnokomérkowym raku ptuca

Lek Cel molekularny Wskazanie do leczenia Faza badan

Erlotynib Leczenie pacjentéw z mutacja EGFR z delecjg w

(Tarceva) FGFR eksonie 19 lub 21(L858R) goda FDA 401
Gefitynib Leczenie pacjentéw z mutacja EGFR z delecjg w

(Iressa) FGFR eksonie 19 lub 21(L858R) goda FDA 4
Afatynib Leczenie pierwszego rzutu u pacgjentéw z mutacja

(Gilotrif) EGIR EGFR z delecja w eksonie 19 lub 21(L858R) Igoda FDA B7]
Krlzotyn.lb ALK Pacjenci z ALK-pozytywnym oporni na pochodne Zgoda FDA 39]
(Xalkori) platyny
Cerytyr.ub ALK Pacjendiz ALK-pozytywny.m, z na.wrote.m choroby lub Zgoda FDA 3]
(Zykadia) z nietolerangja na krizotynib

réw litych [23]. Podobne wyniki uzyskano w badaniach na
modelach zwierzecych, w ktérych podanie leku powodo-
watlo zmniejszenie lub zahamowanie wzrostu przeszcze-
péw ludzkich guzéw u myszy [100]. Inhibitory kinazy
tyrozynowej EGFR powodowaly réwniez zatrzymanie
cyklu komérkowego, zwiekszaly apoptoze oraz zmniej-
szaly zdolno$¢ komérek do migracji [23].

Na podstawie pozytywnych wynikéw badani przedkli-
nicznych, rozpoczeto badania kliniczne z udziatem inhi-
bitoréw EGFR. Réwnocze$nie wprowadzono do praktyki
klinicznej w leczeniu NSCL dwa drobnoczasteczkowe
inhibitory kinaz: erlotynib i gefitynib. Poczatkowo
zastosowanie niektdrych inhibitoréw kinaz tyrozyno-
wych (np. erlotynibu) bylo oparte gtéwnie na badaniach
przedklinicznych i przewidywaniu skutku wynikajacego
z zablokowania EGFR [95]. Rezultaty takiego podejécia
byty zadowalajace i wyselekcjonowano grupe chorych,
u ktérych skuteczno$é tego leku byta szczegélnie duza.
Byly to osoby niepalgce, pacjenci z podtypem gru-
czolakoraka wykazujgcego ekspresje biatka EGFR [95].
W analizie retrospektywnej tego badania okazato sie,
ze czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na erlotynib
moze by¢ zwielokrotnienie kopii genu oceniane metoda
hybrydyzacji in situ [108]. W nastepnych latach udowod-
niono jednak, ze najsilniejszym czynnikiem predyk-
cyjnym w odpowiedzi na erlotynib jest wystepowanie
swoistych mutacji w genie EGFR. Obecno$¢ tych muta-
cji wyraznie zwiekszata skuteczno$é leczenia rakéw
,EGFR zaleznych” i pozwolita na znaczace wydtuzenia
przezycia chorych na zaawansowanego raka ptuca przy
zminimalizowaniu objawéw niepozadanych [78,90], co
potwierdzono w badaniach fazy 1v [82].

Podobnie jak erlotynib réwniez gefitynib, drugi odwra-
calny inhibitor kinazy tyrozynowej, znalazt szerokie
zastosowanie kliniczne u pacjentéw z mutacja aktywu-
jaca w genie EGFR. Jego skuteczno$¢ w leczeniu zaawan-
sowanego NSCLC zaréwno w pierwszej, jak i kolejnych
(po klasycznej chemioterapii) liniach leczenia potwier-
dzono w licznych badaniach klinicznych [48,71,72].

Duzym problemem w praktyce klinicznej jest wystapie-
nie opornosci na inhibitory kinaz tyrozynowych. Wiele

badan wskazato markery molekularne tej opornosci,
ktéra moze by¢ zaréwno nabyta (np. mutacja T790M,
amplifikacja MET czy HER2-NEU) lub pierwotna (np.
mutacja KRAS, BRAF, PIK3CA czy translokacja EML4-ALK)
[98]. Odpowiedzig na ten problem byta synteza inhibito-
réw kinaz kolejnej generacji. Trzecim, wprowadzonym
do praktyki klinicznej inhibitorem kinaz tyrozyno-
wych, jest afatynib. Rézni sie od poprzednich inhibito-
réw przede wszystkim tym, ze wigze sie nieodwracalnie
nie tylko z EGFR, ale i innymi czlonkami tej rodziny
i to zaréwno gdy tworza one homo-, jak i heterodimery.
Afatynib przejawia aktywno$é wobec komdérek raka
z obecnoscia mutacji T790M, powodujaca opornosé na
erlotynib i gefitynib. Afatynib wykazat wieksza skutecz-
nos¢ zaréwno w poréwnaniu do klasycznej chemiotera-
pii [94] i byt skuteczny u chorych, u ktérych wystapita
progresja po leczeniu erlotynibem lub gefitynibem [52].
Najnowszym lekiem z grupy inhibitoréw kinaz tyrozy-
nowych zaaprobowanym w przyspieszonej procedurze
rejestracyjnej w USA oraz warunkowo dopuszczonym
do obrotu w krajach Unii Europejskiej jest ozymertynib
(AZD9291) [36]. Ozymertynib jest inhibitorem 3 genera-
cji wykazujacy duzg skuteczno$¢ u pacjentéw z mutacja
T790M genu EGFR i wspomniana wyzej rejestracja doty-
czy zastosowania leku u chorych z NSCLC z takg mutacja
genetyczna.

W fazie badati klinicznych sa réwniez wybidrcze inhi-
bitory HER2-NEU i HER3-NEU w raku ptuca. Obiecujace
wyniki uzyskano dla patritumabu, ktéry jest przeciw-
cialem monoklonalnym skierowanym przeciwko HER3-
-NEU [66]. W subanalizie badania HERALD sugeruje sie,
ze markerem predykcyjnym skuteczno$ci patrinumabu
moze by¢ poziom mRNA dla hereguliny - liganda HER3-
-NEU [70].

Do nowych lekéw z grupy inhibitoréw kinaz tyrozyno-
wych naleza leki hamujgce kinaze ALK. Pacjenci, u kté-
rych wykryto fuzje genéw EML4 i ALK, a w nastepstwie
onkogennag aktywacje ALK moga by¢ leczeni drobnocza-
steczkowymi inhibitorami - kryzotynibem oraz ceryty-
nibem [38,39]. W badaniach in vitro i in vivo wykazano,
ze kryzotynib hamuje fosforylacje ALK i transdukcje
sygnatu, co w rezultacie zatrzymuje cykl komdérkowy
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w fazie G1-S i indukuje apoptoze [22]. Zgoda na wyko-
rzystanie kryzotynibu w leczeniu pacjentéw zostata
oparta na badaniach klinicznych, w ktérych wykazano
lepsza skutecznos¢ leku w zakresie przezycia wolnego
od progresji (PFS) i catkowitej odpowiedzi na lecze-
nie (ORR) w porédwnaniu z chemioterapig. Poczatkowo
lek zarejestrowano do leczenia chorych z rearanzacja
genu ALK, jednak w marcu 2016 r. FDA wydata decyzje
o dopuszczeniu tego leku réwniez u chorych z NCSLC
wykazujgcym rearanzacje genu ROS1 [86]. Podobnie jak
w inhibitorach EGFR, réwniez w przypadku biatka Alk
obserwuje sie nabywanie opornosci lub pierwotng opor-
no$¢é na kryzotynib [42]. Odpowiedzig na ten problem
kliniczny byto opracowanie inhibitoréw ALK drugiej
generacji. Do tej grupy nalezy cerytynib. Dzialanie cery-
tynibu blokuje autofosforylacje zmutowanego receptora
ALK i tym samym blokuje przekazywanie sygnatu do
wnetrza komdrki. Zwigzek jest zarejestrowany do lecze-
nia pacjentéw, ktérzy sa oporni na krizotynib [38]. Jego
skuteczno$¢ potwierdzono w dwdéch wieloo$rodkowych
badaniach z jedna grupa leczonych i oczekuje sie wyni-
kéw badan randomizowanych. Drugim lekiem aktyw-
nym po niepowodzeniu leczenia kryzotynibem, jest
alektynib [84]. Na podstawie przyspieszonej procedury
rejestracyjnej w grudniu 2015 r. FDA ustalita wskazanie
do zastosowania tego leku w zaawansowanym NSCLC
z mutacja EMLA4-ALK u chorych z progresja po lecze-
niu kryzotynibem lub nietolerancja tego leku [84]. Tak
wiec przyktad inhibitoréw btonowych kinaz tyrozyno-
wych obrazuje znaczacy postep w leczeniu celowanym
NSCLC wyrazajacy sie nie tylko w syntezie i udowodnie-
niu skuteczno$ci leczenia ukierunkowanego molekular-
nie u chorych z okre$lonym zdarzeniem genetycznym,
ale tez odpowiedzi na narastajaca w trakcie leczenia
oporno$¢ na leki.

Jednym z najczestszych typéw mutacji w NSCLC jest
mutacja genu KRAS, na ktéra nie opracowano jeszcze
skutecznej celowanej terapii. Nie powiodly sie bez-
posrednie préby zahamowania zmutowanego biatka
KRAS [68]. W najnowszych badaniach naukowcy sku-
pili sie wiec na prébach wielopoziomowego zahamowa-
nia szlakéw przekazywania informacji w taki sposéb,
aby skutecznie zablokowa¢ kaskade sygnatowa, mimo
statej aktywno$ci zmutowanego biatka KRAS [43]. Taka
idea doprowadzita do syntezy i badan klinicznych nad
multipotencjalnymi inhibitorami kinaz, do ktérych
nalezy np. sorafenib [58]. Sorafenib jest wielokinazo-
wym inhibitorem wptywajacym na aktywno$¢ kinaz
tyrozynowych receptoréw btonowych oraz wewnatrz-
komérkowych kinaz serynowo-treoninowych elemen-
téw szlaku sygnatowego Ras/MAPK [112]. Jako jeden
z nielicznych nowych lekéw celowanych blokuje jed-
noczeé$nie kinazy blonowe i wewngtrzkomérkowe.
Dziatanie tego typu lekéw, pozwalajgce na ,,zigno-
rowanie” stale aktywnego biatka Ras moze by¢ sku-
teczne zaréwno w pierwotnej terapii jak i u chorych
z nabyta opornoscia na inhibitory kinaz btonowych.
Efekt funkcjonalny sorafenibu w badaniach in vitro i in
vivo wigze sie z dziataniem przeciwproliferacyjnym,

jak i przeciwangiogennym [119]. Lek zostat juz zare-
jestrowany w rakach watrobowokomérkowym, nerko-
wokomérkowym i zréznicowanym raku tarczycy [28].
W NSCLC trwaja obecnie intensywne badania. Uzy-
skano juz obiecujace wyniki badania 11 fazy pacjentéw
z zawansowanym NSCLC (stadium III B lub 1V) cechu-
jacym sie mutacjg genu KRAS. Koncepcja zablokowania
szlaku sygnatowego ponizej biatka Ras znalazta wyraz
w syntezie zwigzkéw hamujacych kinaze MEK. Nalezy
do nich np. selumetinib, ktéry obecnie znajduje sie
w fazie badan klinicznych zaréwno w monoterapii, jak
i z innymi lekami [7]. Natomiast niepowodzeniem jak
dotad zakoriczyly sie badania nad innym inhibitorem
MEK trametynibem, ktéry w monoterapii nie okazat
sie skuteczniejszy niz docetaksel, natomiast wykazat
sie znaczacymi objawami niepozadanymi, w tym zgo-
nami [9].

Badania nad przywrdceniem wtasciwej regulacji apop-
tozy na skutek restytucji prawidlowej funkcji biatka p53
sg zaawansowane, ale nie przyniosty jeszcze wymier-
nych efektéw w postaci wprowadzenia celowanej terapii
w NSCLC. Terapie zmierzajaca do restytucji prawidto-
wego biatka p53 zastosowali po raz pierwszy Roth i wsp.
w 1996 1. [91], jednak ta postal terapii genowej nie zna-
lazta zastosowania w praktyce NSCLC. W leczeniu raka
ptaskonablonkowego gtowy i szyi zarejestrowano nato-
miast w Chinach produkt biotechnologiczny Gencidine
[76]. Jednak produkty do terapii genowej budza dos¢
liczne kontrowersje zwigzane zaréwno z odlegtymi skut-
kami terapii, jak i np. warunkami produkcji i podawania
genetycznie zmodyfikowanych czasteczek, jako przyktad
mozna podaé Adnexyne, ktéra ostatecznie nie zostata
dopuszczona do obrotu w Unii Europejskiej do leczenia
zespotu Li-Fraumeni [35].

SKOJARZONA TERAPIA NSCLC

Klasyczne cytostatyki stosowane obecnie w terapii prze-
ciwnowotworowej maja podobny mechanizm dziata-
nia i matg swoisto$¢. Stosowane jednocze$nie wykazuja
dziatanie addytywne przy wielu dziataniach niepozg-
danych. Jak wynika z wyzej przedstawionych danych,
nowe leki ukierunkowane molekularnie weszty juz do
praktyki klinicznej, ale sa stosowane w monoterapii.
Racjonalne wydaja sie jednak préby kojarzenia réznych
postaci leczenia farmakologicznego w zaawansowanym
raku pluca. Skojarzenie nowoczesnych metod leczenia
farmakologicznego ma réwniez uzasadnienie, jako uzu-
petnienie metod leczenia radykalnego opartego na
radioterapii i chirurgii. Skojarzona terapia moze by¢ bar-
dziej skuteczna, poniewaz oddziatuje na wiele proceséw
fizjologicznych (apoptoza, réznicowanie, angiogeneza,
przerzutowanie, reakcja uktadu immunologicznego)
oraz pozwala na uzycie duzo mniejszych stezeti zwiaz-
kéw. kaczenie réznych metod leczenia, w tym opartego
na klasycznej chemioterapii i lekach celowanych,
pozwala przede wszystkim na przetamanie pierwotnej
opornos$ci komérek nowotworowych na pojedyncze leki,
a takze zmniejsza mozliwo$¢ nabycia tej opornosci. Tera-
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pia wielolekowa ogranicza réwniez niekorzystne skutki
heterogennosci nowotworu. W literaturze opisano liczne
przyklady skojarzonego traktowania komérek NSCLC.
Niektére kombinacje zwiazkéw sg juz w badaniach kli-
nicznych, wiekszo$¢ préb dotyczy potaczenia inhibito-
réw kinaz tyrozynowych z klasycznymi cytostatykami.

Potaczenie docetakselu z gefitynibem wykazywato
synergistyczne dziatanie na komérki NSCLC, zaréwno
z mutacja receptora EGFR, jak i KRAS, co stwarza
nadzieje na przetamanie opornosci na leczenie guzéw
z mutacja KRAS [56]. Inng koncepcja oddziatywania na
btonowe receptory o aktywnosci kinaz tyrozynowych
jest blokowanie zewnatrzkomérkowej domeny przez
falszywe ligandy. Do tego typu lekéw nalezy necitumu-
mab, przeciwciato monoklonalne blokujace aktywno$é
receptora EGFR. Lek dopuszczono do uzycia u cho-
rych z ptaskonabtonkowym NSCLC z obecno$cia prze-
rzutéw w potaczeniu z cisplatyna i gemcytabing [87].
Prébowano réwniez okresli¢ skutecznos$é kojarzenia
réznych typéw inhibitoréw kinaz tyrozynowych. Zba-
dano wptyw kombinacji afatynibu z cetuksymabem
u pacjentédw z mutacja EGFR, opornych na erlotynib
i gefitinib [88]. Celem takiej kombinacji byto nieodwra-
calnie zablokowanie receptora EGFR oraz innych czton-
kéw rodziny receptoréw EGFR. Koncepcja okazata sie
skuteczna réwniez przy potaczeniu erlotynibu z cetuk-
symabem, poniewaz ten zestaw lekéw spowodowat
wydtuzenie zycia pacjentéw z dzika mutacja receptora
EGFR oraz z nieznana mutacjg nowotworowa [113]. Waz-
nym kierunkiem badan jest taczenie lekéw dziatajgcych
na réznych poziomach szlaku sygnatowego. W badaniu
Il fazy z wykorzystaniem erlotynibu oraz trametynibu,
inhibitora receptora MET zaobserwowano wydtuzenie
zycia i dobra tolerancje tak potaczonych lekéw przez
chorych na NSCLC [93]. Kojarzenie inhibitoréw kinaz
przebadano réwniez w odniesieniu do metod niefarma-
kologicznych. Skutecznym sposobem terapii moze by¢
dolgczenie farmakoterapii do terapii fotodynamicznej,
ktéra jest w praktyce stosowana do leczenia paliatyw-
nego zwezeti oskrzeli wywotanych przez NSCLC lub bar-
dzo wczesnych rakéw ptuca [99]. Wykazano, iz erlotynib
wzmacnia skutek terapii fotodynamicznej [38]. Bardzo
obiecujace wyniki badari dotycza potaczenia inhibitora
BRAF dobrafenibu i inhibitora MEK trametynibu u cho-
rych z NSCLC, ktérych guzy wykazuja mutacje BRAF
V600E [79].

Niektdre koncepcje taczenia lekéw ukierunkowanych
molekularnie z innymi lekami nie znajdujg potwier-
dzenia w praktyce klinicznej. Niepowodzeniem zakon-
czyta sie np. 111 faza badati klinicznych, w ktérych uzyto
gefitynibu z cisplatyna i paklitakselem. Stwierdzono
wytworzenie sie chemioopornosci z powodu aktywa-
cji receptora IGF-1R [119]. Necitumumab jest réwniez
przyktadem leku, ktéry w badaniach klinicznych, wyka-
zal skuteczno$é w $cisle okreslonym schemacie lecze-
nia. Préba zastosowania w raku nieptaskonabtonkowym
pemetreksedu i cisplatyny zakoriczyta sie niepowodze-
niem [75].

Duzg uwage w kojarzeniu lekéw przeciwnowotworo-
wych po$wieca sie lekom przeciwzapalnym i immuno-
modulujacym. Ich dziatanie w takich kombinacjach ma
przede wszystkim dziatanie proapoptotyczne i anty-
proliferacyjne. Wiekszo$¢ takich potaczen jest obecnie
w badaniach przedklinicznych. Kombinacja inhibitora
COX-2 celekoksybu i sorafenibu znacznie hamowata
proliferacje komédrek A549 przez zmniejszenie ekspresji
surwiwiny i Bcl-2 oraz zahamowania fosforylacji kinaz
MEK i ERK [118]. Antybiotyk klatrynomycyna, ktéry
réwniez ma stabe dziatanie przeciwzapalne, wzmacniat
cytotoksyczne dziatanie gefitynibu w komdrkach NSCLC
przez wplyw na proces autofagii [103]. Rapamycyna,
stosowana jako lek immunosupresyjny w transplanto-
logii, wzmacniata antyproliferacyjne dziatanie dasa-
tinibu, inhibitora kinazy BCR/ABL i kinaz rodziny Src
przez zahamowanie kinazy mTOR, odpowiedzialnej za
regulacje wzrostu, proliferacje i ruchliwo$¢ komérek
oraz Src, ktéra petni role biatkowego produktu onkoge-
néw komérkowych umiejscowionych w jadrze komérko-
wym [17]. Niesteroidowy lek przeciwzapalny sulindak
w polaczeniu z simwastatyng synergistycznie indu-
kowat apoptoze w komérkach A549 poprzez obnizenie
ekspresji surwiwiny [59]. Kwas retinowy ATRA z geni-
steing zmniejszal przerzutowy potencjat komérek A549
przez zahamowanie ekspresji biatek powierzchniowych
MUC1 i ICAM-1 [20]. 5-Fluorouracyl w potaczeniu z kwa-
sem gambogenik znacznie zwiekszat kaspazozalezna
apoptoze jak i nekroptoze poprzez indukcje czynnikdw
ROS [102]. Beta-guttilakton (gambogic acid) wykazywat
silne dziatanie synergiczne z cisplatyna in vitro oraz in
vivo w wyniku zahamowania NF-kB i MAPK [111]. Polg-
czenie aspiryny z blokerem biatek Bcl-2, ABT-737 zmie-
niato cytoprotekcyjne dziatanie procesu autofagii na
indukujacy $mieré komérek przez wptyw na kinaze
MAPK p38 [117]. Inny inhibitor Bcl-2 AT101 wzmacniat
antyproliferacyjne dziatanie cisplatyny zaréwno in vitro
jak i in vivo. Kombinacja tych substancji znajduje sie w II
fazie badar klinicznych [83].

PopsumowaNie

Zastosowanie leczenia celowanego lub ukierunko-
wanego molekularnie otwiera przed onkologia wiele
nowych mozliwosci terapeutycznych charakteryzuja-
cych sie zupetnie odmiennymi mechanizmami dziatania.
Umozliwia osiagniecie lepszych wynikéw w wyselekcjo-
nowanych podgrupach chorych, stanowiacych stosun-
kowo niewielki odsetek w ich ogélnej populacji. Obecnie
leki ukierunkowane molekularnie mozna zaoferowac kil-
kunastu procentom chorym na raka ptuca. Z wynikéw
badan zespotu prof. Krawczyka z Katedry i Kliniki Pneu-
monologii Onkologii i Alergologii Uniwersytetu Medycz-
nego w Lublinie wynika, Ze w Polsce 10% pacjentéw
z tym nowotworem ma mutacje w genie EGFR, a rearan-
zacje genu ALK stwierdza sie prawie u 5% chorych i sa to
przede wszystkim pacjenci niepalacy [62].

Rozwdj wiedzy na temat raka ptuca, nie prowa-
dzi obecnie do powstawania kolejnych linii toksycz-
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nych chemioterapeutykdéw, zmierza raczej w kierunku
wybidrczego, celowanego, niekiedy skojarzonego
leczenia tej choroby. Duzy wybdr lekéw celowanych
umozliwia indywidualizacje leczenia i wybér metody
odpowiedniej do indywidualnego chorego. Nie mozna
jednak pomingé faktu, ze takie podej$cie wymaga
szczegbtowej oceny cech molekularnych raka u indy-
widualnych chorych. Wiekszo$¢ lekéw celowanych
jest stosowanych w $cisle wyselekcjonowanej popu-
lacji, poniewaz stosowane u niewyselekcjonowane;j
grupy pacjentéw zazwyczaj nie wykazuja znaczacego
dziatania terapeutycznego. Istnienie czynnikéw pre-
dykeyjnych odpowiedzi na terapie celowang w NSCLC
wymusza postep w dziedzinie diagnostyki molekular-
nej, a jednoczesnie ,,przenosi” metody badart moleku-
larnych stosowane dotad gtéwnie w celach naukowych
do praktyki klinicznej. W zwiazku z tym powstaje wiele
probleméw zwigzanych z wyborem najbardziej czu-
tych i swoistych testéw do oceny np. mutacji genu
EGFR i odpowiedniej ich walidacji oraz certyfikowania
laboratoriéw diagnostycznych wykonujacych badania
na uzytek kliniczny. Amerykanska Agencja FDA wraz
z zatwierdzaniem lekéw ukierunkowanych molekular-
nie reguluje réwniez zasady badati molekularnych dla
potrzeb terapii celowanej. Przyktadem tego jest zgoda
FDA uzycia metody oznaczania mutacji krazacego
w osoczu genu EGFR pochodzacego z komérek guza [85].
Réwniez w Polsce reguluje sie metodologie badar mole-
kularnych dla celéw klinicznych i opracowuje stosowne
wytyczne [62]. W wytycznych zwraca sie uwage nie
tylko na zagadnienia techniczne oznaczania mutacji, ale
réwniez na $cista wspétprace biologa molekularnego,

PismienNIcTWO

patologa i klinicysty w dostarczaniu odpowiedniego
jakosciowo i ilo$ciowo materialu komérkowego lub
tkankowego, odpowiedniej oceny przez patologa oraz
czasu wykonania badania. Obecnie wigkszo$¢ badan
molekularnych wykonuje sie na tkance lub komérkach
NSCLC pozyskanych bezposrednio z guza podczas zabie-
gbéw diagnostycznych lub terapeutycznych. Rozszerze-
nie panelu badafi materiatu tkankowego o diagnostyke
molekularng wymusza na klinicystach uzyskanie wigk-
szej niz dotychczas ilo$ci materiatu tkankowego, co jest
trudne, a czasem nawet niemozliwe u 0séb z zaawan-
sowanym nowotworem. Odpowiedzig na te problemy
jest opracowanie metod ,,ptynnej biopsji”, czyli pozy-
skiwanie kragzacego DNA uwalnianego z komérek guza.
Wspomniany wyzej test zaaprobowany przez FDA jest
przyktadem takiej metody. Wada nowych lekéw, poza
konieczno$cia zaawansowanych badan laboratoryj-
nych w celu selekcji pacjentéw, jest réwniez wysoka
cena, odzwierciedlajaca koszty licznych badan podsta-
wowych, klinicznych, wreszcie kosztéw produkeji zwia-
zanych np. z tym, ze niektdére nowe leki beda wymaga¢
np. inzynierii genetycznej. Powoduje to wprowadzanie
odrebnych analiz kosztowych terapii, co przedstawili
z podaniem przyktadéw Larson i wsp. [24].

Pomimo wad terapii celowanej, wydaje sie, ze przyszto§é
onkologii opiera¢ sie bedzie z pewnos$cig na coraz licz-
niejszych lekach ukierunkowanych molekularnie. Taki
dobdr metod moze zaowocowaé lepszymi wynikami
i dalszym wydtuzeniem zycia pacjentéw przy zminima-
lizowaniu groznych objawach niepozadanych i zachowa-
niu dobrej jakosci zycia.
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The highly selective multi-targeted agent sorafenib is an inhibitor of a number of
intracellular signaling kinases with anti-proliferative, anti-angiogenic and pro-
apoptotic effects in various types of tumors, including human non-small cell lung
cancer (NSCLC). Betulin displays a broad spectrum of biological and pharmacolog-
ical properties, including anticancer and chemopreventive activity. Combination
of drugs with different targets is a logical approach to overcome multilevel cross-
stimulation among key signaling pathways in NSCLC progression. NSCLC cell
lines, A549, H358 and A427, with different KRAS mutations, and normal human
peripheral blood lymphocyte cells, were treated with sorafenib and betulinic acid
alone and in combination. We examined the effect of different combined treat-
ments on viability (MTS test), proliferation and apoptotic susceptibility based on
flow cytometry, alterations in signaling pathways by western blotting and col-
ony-forming ability. The combination of sorafenib with betulinic acid had a
strong effect on the induction of apoptosis of different NSCLC cell lines. In addi-
tion, this combination was not toxic for human peripheral blood lymphocytes.
Combination treatment changed the expression of proteins involved in the mito-
chondrial apoptosis pathway and induced apoptotic death by caspase activation.
Importantly, combination treatment with low drug concentrations tremendously
reduced the colony-forming ability of A549, H358 and A427 cells, as compared to
both compounds alone. In this study, we showed that combination therapy with
low concentrations of sorafenib and betulinic acid had the capacity to induce
high levels of cell death and abolish clonogenic activity in some NSCLC cell lines
regardless of KRAS mutations.

(10)

ung cancer is the second leading cause of cancer-related

mortality worldwide, and more than 1.6 million cases are
diagnosed every year."""? Tobacco smoking and exposure to
environmental carcinogens have been found to be the major
risk factors in the development of this disease.”” Lung cancer
can be classically subdivided into small cell lung
cancer (SCLC) and three types of non-small cell lung cancer
(NSCLC) that include squamous cell carcinoma, adenocarci-
noma and large cell carcinoma.’” Most lung cancer patients
are diagnosed at an advanced stage, with a short survival
rate.” Despite considerable advances in our knowledge and
experience in the treatment of lung cancer patients, our capac-
ity to effectively fight and treat this disease is still limited.
One way to improve these results is to (personalize treatment
based on tumor molecular characteristics.>

Molecular targeted therapies are currently applied in the
treatment regimen of NSCLC, because they have been shown
to extend progression-free survival and improve overall sur-
vival.®© Molecular biomarkers, such as epidermal growth fac-
tor receptor (EGFR) mutations or amplification,” echinoderm
microtubule-associated  protein-like ~ 4-naplastic lymphoma
kinase (EML4-ALK) translocation® or KRAS® and PI3KCA

© 2017 The Authors. Cancer Science published by John Wiley & Sons Australia, Ltd
on behalf of Japanese Cancer Association.
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mutations,”  can serve as targets for these therapies, and also
as indicators of therapeutic outcomes.

Sorafenib is a multi-targeted kinase inhibitor that has shown
efficacy against a wide variety of tumors in preclinical mod-
els."" The anti-tumor effect of sorafenib is thought to be
mediated through its inhibition of the RAS/RAF/ERK pathway
involved in cell proliferation as well as its inhibition of
VEGFR2-related angiogenesis.'? Tt has also been reported
that sorafenib induces apoptosis in human leukemia cells and
other human tumor cell lines through translation inhibition and
downregulation of myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1) and a Bcl-
2 family member."'” Sorafenib has demonstrated anti-tumor
activity in phase I and II trials as monotherapy'*'> and com-
bined treatment"®'” in patients with advanced NSCLC. How-
ever, sorafenib in combination with cytotoxic agents for the
treatment of NSCLC patients failed to demonstrate significant
survival benefit in phase III studies.'® Until now, the precise
molecular mechanisms that account for this phenomenon have
remained unclear.'”

Novel medicinal lead compounds are sought by assaying
large compound collections that can be retrieved from natural
sources or produced by synthetic chemistry or
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biotransformation.*” Natural substances derived mostly from
plants provide an excellent platform for new drug discovery.
Plant pentacyclic lupane-type triterpenes, such as betulin and
betulinic acid, are recognized as chemopreventive agents and
are believed to be pharmacologically harmless. Betulinic acid,
discovered in 1995 in the stem bark of the plant Zizyphus mau-
ritiana, has been experimentally evaluated for its multiple bio-
logical activities.*'*? Previously reported in vitro and in vivo
studies have demonstrated that these compounds have anti-
tumor and antiproliferative properties, and induce apoptosis in
various tumor cells.**>> Apoptosis is accompanied by cas-
pase activation, mitochondrial membrane alterations and DNA
fragmentation.(%) Thus far, betulinic acid and other betulin
derivatives have been poorly explored against NSCLC,?*%7-2®
but many new studies have shown that they have a potential
role in anti-cancer therapy.** %

Recently, studies have shown that a combination of different
drugs in tumor patient therapies may increase the efficiency of
antitumor response. Combining drugs with different targets is
a logical approach to overcome multilevel cross-stimulation
among key pathways in NSCLC progression. In the present
study, we hypothesized that combined treatment of sorafenib
and betulinic acid could enhance the inhibitory effect on
NSCLC cells.

Materials and Methods

Cell culture and reagents. The NSCLC lines, with different
KRAS mutations A549 (p.G12S), H358 (p.G12C) and A427
(p.G12D) were purchased from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA) and cultured in recom-
mended growth media with 10% FBS (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) and Antibiotic Antimycotic
Solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). All cell lines
were cultured at 37°C in a humidified atmosphere of 5%
CO,. The cells were seeded at densities of 1 x 10* cells/
0.1 mL (0.32 cm?) (cell viability assay), 6 x 10* cells/
0.5mL (1.9 cm® (flow cytometry), 1 x 10°  cells/3 mL
9.5 cm2) (long-term colony formation assay, serial replating
assay) and 1 x 10° cells/4 mL (21 sz) (western blotting).
The cells were treated with sorafenib (1.3 pg/mL; LC Labora-
tories), betulinic acid (3 pg/mL; Sigma-Aldrich Chemistry),
and both sorafenib and betulinic acid at 1 day post-seeding.
Three days later, the cells were collected for an appropriate
assay.

Cell viability assay. Cell viability was assessed by CellTiter
96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s protocol.
Each treatment within a single experiment was performed in
triplicate. Absorbance at 490 nm was recorded by a Wallac
1420 VICTOR2 plate reader (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA). Data were normalized to untreated control.

Proliferation assay. Cell labeling with CellTrace Far Red was
performed according to the protocols provided by the manufac-
turer (CellTrace Far Red Cell Proliferation Kit, Invitrogen,
Molecular Probes, USA). The compound was dissolved in dry
DMSO to make a 5-mM stock solution stored at —20°C until
use. Seeded cells were suspended in 1 mL PBS and 1 pL of
CellTrace Far Red stock solution was added to a final concentra-
tion of 5 uM. Cells were incubated at 37°C and protected from
light for 20 min. The cells were washed with warm PBS (with
Ca2 + and Mg2 + ) and after 1 h in new clean medium, cells
were treated with drugs. CellTrace Far Red produces a stable
and well retained fluorescent signal with very little variance

© 2017 The Authors. Cancer Science published by John Wiley & Sons Australia, Ltd
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between cells within generations, allowing visualization of pro-
liferating cells for up to eight generations. When cells were
dividing, CellTrace Far Red distributed equally into daughter
cells. Data was acquired on a FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed
using Flowing Software 2.5.1 (Perttu Terho, Turku, Finland).

Annexin V staining. Apoptosis was assessed using an
Annexin V Apoptosis Detection Kit (Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Santa Cruz, CA, USA) according to the manufacturer’s
protocol. Briefly, the cells were stained with Annexin V-FITC
(8 pg/mL) and PI (5 pg/mL) for 15 min at room temperature
(RT) in the dark. In between steps, the cells were washed with
cold PBS (with Ca2 + and Mg2 + ) containing 2.5% FBS.
Data was acquired on a FACSCalibur flow cytometer (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed using
Flowing Software 2.5.1 (Perttu Terho, Turku, Finland). Apop-
tosis was quantified as a percentage of both Annexin V-posi-
tive and Annexin V/PI-double-positive cells.

Western blotting. Whole cell lysates were prepared using
cold RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0,
1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 1% SDS) supple-
mented with SigmaFAST Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-
Aldrich) and Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo
Fisher Scientific). The cell lysates were then sonicated for 10 s
at 100% power using a Sonopuls HD 2070 ultrasonic homoge-
nizer (Bandelin, Berlin, Germany) and centrifuged at 10 000 g
for 10 min at 4°C to pellet cellular debris. Protein concentra-
tion was determined using a Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s
protocol. Absorbance at 570 nm was recorded by a Wallac
1420 VICTOR?2 plate reader. Cell lysates with Laemmli sam-
ple buffer (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 10% glycerol, 5% 2-mer-
captoethanol, 2% SDS, 0.05% bromophenol blue) were heated
for 5 min at 95°C, the proteins were separated by SDS-PAGE
using 8%—12% resolving gels (SDS-PAGE running buffer:
25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) and transferred
(semi-dry transfer) to PVDF membrane (0.45 um pore size;
Merck Millipore, Billerica, MA, USA). In between steps,
membranes were washed with TBST (20 mM Tris, 150 mM
NaCl, 0.1% Tween 20), blocked either with 1% casein in 0.1
M Tris-HCI pH 8.0, 214 mM NaCl or 5% BSA/TBST (Sigma-
Aldrich) for 1 at RT or overnight at 4°C and then incubated
with primary antibody overnight at 4°C. After probing with
HRP-conjugated secondary antibody for 1 h at RT, proteins of
interest were detected using SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate (Thermo Fisher Scientific). The following
antibodies were used in this study: anti-caspase-8 p18 (1:1000,
#sc-7890; Santa Cruz Biotechnology), anti-caspase-9 p35

(1:1000, #sc-8355; Santa Cruz Biotechnology), anti-PARP
(1:1000, #sc-7150; Santa Cruz Biotechnology), anti-CHOP
(1:2000, #2895; Cell Signaling Technology), anti- Bcl-2

(1:1000, #sc-7382; Santa Cruz Biotechnology), anti- Bcl-xs/l

(1:1000, #sc-634; Santa Cruz Biotechnology), anti- Bax
(1:1000, #sc-6236; Santa Cruz Biotechnology), anti- Bak
(1:1000, #sc-832; Santa Cruz Biotechnology), anti-Akt

(1:1000, #4691; Cell Signaling Technology), anti-phospho-Akt
(1:1000, #4060; Cell Signaling Technology), anti-mTOR
(1:1000, #2983; Cell Signaling Technology), anti-phospho-
mTOR (1:1000, #2974; Cell Signaling Technology), anti-
ERK1/2 (1:1000, #9102; Cell Signaling Technology), anti-
phospho-ERK1/2 (1:1000, #9101; Cell Signaling Technology),
anti-actin/HRP (1:2000, #sc-1615; Santa Cruz Biotechnology),
anti-mouse/HRP (1:2000, #P0447; Dako, Glostrup, Denmark)
and anti-rabbit/HRP (1:2000-3000, #P0048; Dako).
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Long-term colony formation assay. The viable cells were
counted using a hemacytometer (trypan blue exclusion method)
and seeded in duplicate at a density of 5 x 102 cells/6 mL
(21 cm?). The dishes had been pre-coated with poly-L-lysine/
PBS (0.001%; Sigma-Aldrich) and washed twice with PBS
(with Ca2 + and Mg2 + ). After 2 weeks, the colonies were
fixed and stained with 1% crystal violet/ethanol (Sigma-
Aldrich), documented with an Olympus Stylus SH-50 camera
(Olympus America, USA), and counted manually using ImageJ
1.47 software (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA). The term plating efficiency (PE) indicates the percent-
age of seeded cells that grow to form colonies. The surviving
fraction (SF) is calculated as the ratio between PE of treated
and control cells multiplied by 100.

Analysis of drug interaction. The nature of the interactions
between drugs studied was analyzed using the combination
index method, derived from the median-effect principle of
Chou and Talalay.®® CI values indicate the following: <0.1,
very strong synergism; 0.1-0.3, strong synergism; 0.3-0.7,
synergism; 0.7-0.85, moderate synergism; 0.85-0.9, slight
synergism; 0.9-1.1, nearly additive; 1.1-1.2, slight antago-
nism; 1.2-1.45, moderate antagonism; 1.45-3.3, antagonism;
3.3-10, strong antagonism; >10, very strong antagonism.
The CI value was calculated using CompuSyn software
(ComboSyn, Paramus NJ, USA). The CI was defined as fol-
lows: CI = (D),/(Dx); + (D),/(Dx), for mutually exclusive
drugs. In the denominator, (Dx) is for D; “alone” that inhi-
bits a system x%, and (Dx), is for D, “alone” that inhibits
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a system X%. In the numerators, (D); + (D), “in combina-
tion” also inhibit x%.

Statistical analysis. Data are presented as means £ SD of
results from at least three independent experiments. Compar-
isons between two groups: sorafenib treatment group versus
combinatorial treatment group and betulinic acid treatment
group versus combinatorial treatment group were analyzed by
two-tailed Student’s r-test. Significance was assumed at
*P < 0.05 and **P <0.01.

Results

Combination of sorafenib and betulinic acid inhibits growth of
non-small cell lung cancer cell lines. To evaluate the effect of sor-
afenib, betulinic acid and their combination on the viability of
NSCLC cells in vitro, we first examined the effects of this drug
on the growth of NSCLC cells using the MTS assay. NSCLC
cells were treated either with 1.3 pg/mL sorafenib or 3 pg/mL
betulinic acid alone or in combination for 72 h. Sorafenib and
betulinic acid alone decreased cell viability by an average of
88.3 £ 4.9 and 62.2 + 8.8% in A549 cells, 89.2 + 9.1 and
70.3 = 7.5% in H358 cells, and 94.2 £+ 1.4 and 77.7 =+ 5.1% in
A427 cells, respectively, but the combination treatment reduced
cell viability more effectively to 52.2 4+ 3.9% in A549 cells
(CI =0.749), 54.4 + 5.3% in H358 cells (CI = 0.802) and
34.5 2.6% in A427 cells (CI = 0.497) (Fig. 1a). We next inves-
tigated whether the combination of relatively low concentrations
of sorafenib and betulinic acid could inhibit NSCLC cell
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Fig. 1.

Effects of combination treatment with sorafenib (SOR) and betulinic acid (BA) on the growth of non-small cell lung cancer (NSCLC) cell

lines. (a) Cell viability of A549, H358 and A427 cells after exposure to 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combination.
(b) Cell proliferation of A549, H358 and A427 cells after treatment with 1.3 pug/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combina-
tion (n = 4). Data are presented as means + SD normalized to untreated control. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with sorafenib treatment group

and betulinic acid treatment group.
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proliferation in vitro using a CellTrace Far Red Cell Prolifera-
tion Kit. As shown in Figure 1b, combination treatment signifi-
cantly reduced the percentage of proliferating cells to
4.15 + 2.45% in A549 cells (CI = 0.224), 13.59 £ 6.63% in
H358 cells (CI =0.169) and 9.21 4+ 1.44% in A427 cells
(CI = 0.249), as compared to either compound alone (P < 0.05).

Combined treatment of sorafenib and betulinic acid induce cell
death in non-small cell lung cancer cell lines. We measured
apoptosis-associated cell death using Annexin V-FITC/PI dou-
ble staining and we detected apoptosis-related genes by west-
ern blotting to examine whether cell number reduction could
be attributed to increased cell death. Combined treatment with
sorafenib and betulinic acid induced apoptosis in 85.1 + 5.4%
of A549 cells, 54.5 £+ 8.1% of H358 cells and 88.1 £ 11.9%
of A427 cells (Fig. 2a). Treatment with a combination of these
drugs led to a marked increase of apoptotic cells when com-
pared to the extent of apoptosis following single drug treat-
ments (P < 0.01) (Fig. 2a).

www.wileyonlinelibrary.com/journal/cas

Apoptosis-related caspase-9 and caspase-8 gene activation
and PARP cleavage was also measured in A549 cells (Fig. 2b).
Combination of sorafenib and betulinic acid resulted in procas-
pase-9 and procaspase-8 cleavage, which led to the appearance
of caspase-9 and caspase-8 after 24 h and cleaved PARP after
48 h.

The expression patterns of CHOP, Bcl-2, Bcel-x, Bax and
Bak were determined by western blot analysis to explore
the possible mechanism of the proapoptotic effect of com-
bination treatment with sorafenib and betulinic acid. The
results (Fig. 2c,d) showed that combined treatment with
sorafenib and betulinic acid significantly increased the
expression of CHOP and Bax proteins, and decreased the
expression of anti-apoptotic genes, Bcl-2 and Bcl-x in live
A549 cells when compared to the expression levels in
cells treated with sorafenib and betulinic acid alone. In
contrast, the expression of Bak was increased by betulinic
acid alone.
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Fig. 2. Cytotoxicity effect of combination treatment with sorafenib (SOR) and betulinic acid (BA) on non-small cell lung cancer (NSCLC) cells. (a)

Representative Annexin V-FITC/Pl-double staining histograms of A549, H358 and A427 cells after treatments with 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/
mL betulinic acid alone and in combination (n = 4). (b) Representative immunoblot of cleaved caspase-9 and caspase-8 activation and PARP frag-
mentation from A549 cells treated with 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combination (n = 3). Actin served as a load-
ing control. (c) Representative immunoblot of CHOP expression from A549 cells treated with 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid
alone and in combination (n = 3). Actin served as a loading control. (d) Representative immunoblot of bcl-2 family expression from A549 cells
treated with 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combination (n = 3). Actin served as a loading control. (e) Representa-
tive immunoblots of phospho-Akt (Ser473), Akt, phospho-mTOR (Ser2481), mTOR, phospho-ERK1/2, ERK1/2 expression from A549 cells after 24 h
treatment with 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combination (n = 3). Actin served as a loading control.
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The PI3K/AKT and MAPK signaling pathways are among
the most frequently deregulated pathways in cancer, thereby
suggesting a key role in carcinogenesis. Therefore, using west-
ern blotting, we evaluated the effect of sorafenib and betulinic
acid alone and in combination on the phosphorylation of these
proteins. The combination treatment inhibited expression or
phosphorylation of Akt and mTOR, whereas MAPK was not
affected (Fig. 2e).

Combined but not single sorafenib and betulinic acid treat-
ment markedly reduces colony-forming ability of non-small cell
lung cancer cells. Subsequently, we investigated whether com-
binatorial treatments with sorafenib and betulinic acid could
impair NSCLC cell colony-forming ability more effectively
than individual compounds. For this purpose, we performed a
long-term colony formation assay. As shown in Figure 3, the
clonogenic activity of A549, H358 and A427 cells after combi-
natorial but not single sorafenib and betulinic acid treatment
significantly decreased (P < 0.05). This effect was much stron-
ger in H358 cells (Fig. 3).

Combination treatment with sorafenib and betulinic acid is not
toxic to human peripheral blood lymphocytes. Peripheral blood
lymphocyte (PBL) cells were treated with 1.3 pg/mL sorafenib
and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combination. Cell via-
bility was measured after 72 h by the MTS assay. As shown
in Figure 4a, combination treatment inhibited cell growth by
an average of 67 + 3.1%, but the percentage of apoptotic cells
measured by Annexin V-FITC/PI-double staining showed that
combinational treatment with sorafenib and betulinic acid did
not increase apoptosis in PBL cells.

Discussion
One of the goals of cancer chemotherapy is to explore and

develop therapies that can selectively induce apoptosis in can-
cer cells. Recent studies have shown that different drug
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combinations used in the treatment of tumor patients can
increase the efficiency of antitumor response. In the present
study, we hypothesized that the combination of sorafenib and
betulinic acid could enhance the inhibitory effect in NSCLC
cells.

Previous studies have shown that sorafenib alone inhibited
the growth of NSCLC cells, and its combination with other
drugs, such as gemcitabine or erlotinib, could increase the
inhibitory effect in NSCLC cells or mouse models.***> The
effectiveness of betulinic acid and other betulin derivatives in
combination with chemotherapy or other target drugs is poorly
explored. Only the synergistic effect of betulin with acyclovir
and rimantadine was measured against herpes simplex and
influenza viruses.*®**” To the best of our knowledge, the
results of the present study have demonstrated for the first time
that the combination of sorafenib and betulinic acid provides
synergistic anti-proliferative and pro-apoptotic effects in
NSCLC cells.

In this study, we found that the exposure of NSCLC cells to
sorafenib and betulinic acid more effectively reduced cell via-
bility and clonogenicity, and increased programmed cell death
more than individual compounds at the same or even higher
concentrations. We evaluated the effects of sorafenib and betu-
linic acid on the growth of NSCLC cells using two different
assay systems, the MTS assay and the CellTrace Far Red Cell
Proliferation Kit assay. We found that the potency of combina-
tion treatment in cell growth inhibition was similar for NSCLC
cells, regardless of the assay system used. The inhibitory effect
of sorafenib on tumor cell growth in vitro is mediated by the
inhibition of RAF signaling pathways.'" Takezawa er al."'?
showed that sorafenib targeted B-RAF in NSCLC cells with
wild-type KRAS and C-RAF in cells with mutant KRAS. The
literature suggests that betulinic acid has the potential to
specifically inhibit cancer cell growth through targeting the
phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT signaling pathway.?®
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Combinational treatment with sorafenib (SOR) and betulinic acid (BA) significantly reduces the colony-forming ability of A549, H358

and A427 cells as compared to either compound alone. Long-term colony formation assay. On the left: representative images of colonies formed
by A549, H358 and A427 cells after treatment with 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combination. On the right: the
surviving fraction (SF) of A549, H358 and A427 cells after treatment with 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combina-
tion (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 compared with sorafenib treatment group and betulinic acid treatment group.
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Fig. 4. Combination treatment with sorafenib (SOR) and betulinic acid (BA) is not toxic to human peripheral blood lymphocytes (PBL). (a) Cell
viability of PBL cells after treatment with sorafenib 1.3 pg/mL and betulinic acid 3 pg/mL alone and in combination (n = 4). Data are presented
as means + SD normalized to untreated control. (b) Representative Annexin V-FITC/PI-double staining histograms of PBL cells after treatments
with 1.3 pg/mL sorafenib and 3 pg/mL betulinic acid alone and in combination (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 compared with sorafenib treatment

group and betulinic acid treatment group.

In the present study, we also examined this intracellular signal-
ing pathway in NSCLC cell lines following treatment with the
combination of sorafenib and betulinic acid. Our results
showed that sorafenib combined with betulinic acid inhibited
the Akt signaling pathway in AS549 cells. One of the conse-
quences of Akt inhibition is the inhibition of mTOR. In turn,
no changes were detected in MAPK activation. Thus, the com-
bination of sorafenib with betulinic acid may target the PI3K/
AKT pathway and this targeted approach may underlie the
synergistic effects revealed here.

Apoptosis is associated with the inhibition of the Bcl-2 pro-
tein family and the activation of the caspase cascade.®® The
function of Bcl-2 protein, also known as pro-survival Bcl-2
protein, is to inhibit apoptosis and prolong cell survival. Over-
expression of Bcl-2 protein is associated with a poor response
to lung cancer treatment.®” Bax, a pro-apoptotic protein of
the Bcl-2 family, plays a key role in mediating the apoptotic
response.”’ The ratio of Bcl-2 to Bax is commonly consid-
ered a determinant in the initiation of apoptosis.(‘“) We
observed that combination treatment with sorafenib and betuli-
nic acid could significantly inhibit the downregulation of Bcl-2
and upregulation of Bax. Kennedy et al.“*?’ demonstrated that
Akt inhibited apoptosis and cytochrome c release induced by
several pro-apoptotic Bcl-2 family members. Suppression of
Akt can directly activate Bad. Several papers have reported
that suppression of PI3K/AKT signaling induces endoplasmic
reticulum (ER) stress and that apoptosis involves Bax/Bak
oligomerization. “* In this study, we have shown that betuli-
nic acid alone increased the expression of Bak. In addition, the
Bcl-2 protein family is essential in mediating the crosstalk
between ER and mitochondria to trigger apoptosis under
chronic or irreversible ER stress.*” We used CCAAT/en-
hancer-binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP)
as a marker of ER stress-mediated apoptosis, the expression of
which is induced after combination treatment. CHOP is a

© 2017 The Authors. Cancer Science published by John Wiley & Sons Australia, Ltd
on behalf of Japanese Cancer Association.

transcription factor involved in the ER stress response. The
overexpression of CHOP induces apoptosis through downregu-
lation of Bcl-2 and upregulation of the pro-apoptotic proteins
like Bim, Bax and Puma.*>*® In our investigation, CHOP
was rapidly induced by combination of sorafenib and betulinic
acid. We found that combined treatment with sorafenib and
betulinic acid induced both caspase 9 and caspase 8 in A549
cells, suggesting that both mitochondrial-dependent and mito-
chondrial-independent factors were responsible for the apop-
totic potential. Subsequently, elevated levels of caspases led to
the formation of cleaved product (85 kDa) of poly ADP-ribose
polymerase (PARP). The function of PARP is a routine repair
of DNA damage and this protein is commonly considered as a
biochemical hallmark of apoptosis.*” The annexin V/PE
experiment was used to determine the apoptosis in A549,
H358 and A427 NSCLC cells. The results showed that the
apoptosis rate of the experimental group was significantly
increased, as compared to the control group. The obtained
results suggest that the possible mechanism of action of both
compounds involves inhibition of Akt, which, in turn, induces
ER stress, CHOP overexpression, decreasing Bcl2 expression
and enhancing Bak expression. This is followed by the activa-
tion of caspases and cleavage of PARP in the nucleus.

We also performed a longer-term clonogenic survival assay
and, once again, we found that the combination with sorafenib
and betulinic acid inhibited the survival of NSCLC cells. It
should be noted that combinatorial treatments with low con-
centration of sorafenib and betulinic acid have therapeutic
potential for NSCLC treatment, because targeting a clono-
genic/tumor initiating/stem cell-like subset of cancer cells is
thought to be essential for a successful cancer therapy.“®

Clinically, phase III trials of sorafenib in previously treated
advanced NSCLC have failed, because they did not signifi-
cantly increase overall survival and generated unacceptable
toxicities.!” We used a low concentration of this drug to
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avoid this toxicity effect. In this study, we have shown that
combination treatment with sorafenib and betulinic acid is not
toxic for human PBL.

Recently, several publications have shown a synergistic
effect of sorafenib in combination with different compounds
against different types of tumors. Sorafenib in combination
with histone deacetylase (HDAC) inhibitors exerted antiprolif-
erative effect in vitro and in vivo on anaplastic thyroid carci-
noma cell lines.*” Sorafenib combined with gemcitabine or
pemetrexed generated a synergistic effect against the A549 cell
line.®” The antitumor effect of sorafenib and pemetrexed
combination was additionally enhanced by PDES inhibitors in
NSCLC cells.®" Varinostat, when combined with gefitinib,
strongly inhibited the growth of mutant KRAS lung cancer
cells and hepatocarcinoma, but the combination of sorafenib
and varinostat did not show such an effect.®?

In conclusion, the present study showed that sorafenib in
combination with betulinic acid enhanced the inhibitory effect
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on NSCLC cells. Betulinic acid strengthened the anti-prolifera-
tive action of sorafenib, promoting NSCLC cell apoptosis and
allowing for the use of lower doses of sorafenib than currently
applied. More importantly, the combination of sorafenib and
betulinic acid was effective regardless of KRAS mutations.
Therefore, it is worthwhile considering this combination treat-
ment for NSCLC, and further evaluation in clinical trials is
warranted.
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Abstract: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most deadly cancers in the world
due to late diagnosis and poor response to available treatments. It is important to identify treatment
strategies that will increase the efficacy and reduce the toxicity of the currently used therapeutics.
In this study, the PDAC cell lines AsPC-1, BxPC-3, and Capan-1 were treated with sorafenib and
betulinic acid alone and in combination. We examined the effect of combined treatments on viability
(MTS test), proliferation and apoptosis (annexin V staining), cell cycle arrest (PI staining), alterations
in signaling pathways (Western blotting), and colony-forming ability. The combination of sorafenib
with betulinic acid inhibited the viability and proliferation of PDAC cells without the induction of
apoptosis. The antiproliferative effect, caused by G2 cell cycle arrest, was strongly associated with
increased expression of p21 and decreased expression of c-Myc and cyclin D1, and was induced
only by combined treatment. Additionally, decreased proliferation could also be associated with
the inhibition of the P13K/Akt and MAPK signaling pathways. Importantly, combination treatment
reduced the colony-forming ability of PDAC cells, as compared to both compounds alone. Collectively,
we showed that combined treatment with low concentrations of sorafenib and betulinic acid had the
capacity to inhibit proliferation and abolish clonogenic activity in PDAC cell lines.

Keywords: pancreatic ductal adenocarcinoma; combination therapy; sorafenib; betulinic acid;
clonogenic activity

1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most deadly cancers of the digestive
system worldwide [1]. Pancreatic cancer affects both men and women, and the overall five-year
survival rate remains below 5% [2]. Chemotherapy is an important therapeutic method, but the
sensitivity is low due to increasing drug resistance [3]. This situation is probably caused by the specific
tumor microenvironment of pancreatic cancer.

Currently, gemcitabine is used as a standard therapy for advanced pancreatic cancer. However,
gemcitabine alone is not very effective and is associated with drug resistance [4]. In view of that
problem, developing new agents and innovative approaches are a continuing research effort to advance
the treatment of this disease [5].

We have previously shown that combination treatment with sorafenib (SOR) and betulinic acid
(BA) inhibits proliferation, induces cell death, and reduces colony-forming ability in non-small cell
lung cancer (NSCLC) cell lines with different KRAS mutations [6]. In pancreatic cancer, activating
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KRAS mutations occur at a frequency of 90% [7]. Previous studies have shown that almost all therapies
targeting KRAS mutations have failed [8]. Many efforts have been made in the field of PDAC therapies
to develop drugs or combination of drugs targeting the components of the downstream effector
pathways of KRAS signals, such as the MAPK and PI3K/ Akt signaling pathways [9].

Sorafenib (SOR) is an oral, multitargeted kinase inhibitor directed against the mitogen-activated
protein kinase (MAPK) pathway, vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-2) and -3
(VEGEFR-3), platelet-derived growth factor receptor-b (PDGFRDb), Fms-related tyrosine kinase 3 (FLT3),
and mast/stem cell growth factor receptor Kit (c-KIT) [10,11]. Sorafenib is approved for the treatment
of renal cell carcinoma, hepatocellular carcinoma, and thyroid cancer [12,13]. The data suggest that
sorafenib has a potential therapeutic benefit for PDAC treatment; however, the results of a combination
therapy utilizing sorafenib with gemcitabine or sorafenib with erlotinib indicated that sorafenib was
not able to enhance chemotherapeutic effect [14,15].

Several anticancer and anti-infectious drugs are derived from natural products [16]. Betulinic acid
(BA) is a natural pentacyclic triterpene with a lupine structure isolated from the bark of the white birch
(Betula pubescens) [17]. BA has been shown to induce apoptosis in a p53- and caspase-independent
manner, mitochondrial membrane alteration, and DNA fragmentation [18]. Importantly, some reports
showed that BA induced cell death by downregulating the expression of the P13K/Akt signaling
pathway [19]. BA exhibits significant antitumor activities in various cancer cells, including pancreatic
cancer [20].

In this study, we showed that combination treatment with SOR and BA also reduced the clonogenic
potential of PDAC cells, suppressed proliferation via cell cycle arrest, and inhibited the PI3K/Akt
and MAPK signaling pathways, but it did not induce apoptosis. Combination therapies that act on
different molecular targets in the cancer should increase the probability of cancer elimination and
decrease the development of resistant cancer cells.

2. Results

2.1. The Combination of Sorafenib and Betulinic Acid Inhibits the Proliferation of PDAC Cell Lines, but Does
Not Induce Apoptosis

Recently, we have shown that combination treatment with SOR and BA caused significant
proliferation-inhibitory effects in NSCLC cell lines [6]. We first investigated the effects of SOR and
BA on cell viability using the MTS assay to determine whether their combination can inhibit the
proliferation of human PDAC cell lines with different mutational KRAS status (Table 1). Treatment
of BxPC-3 cells with SOR and BA resulted in dose-dependent growth inhibition, but two other cell
lines, AsPC-1 and Capan-1, were resistant to treatment with SOR and BA after 72 h. Next, PDAC
cell lines were treated with sorafenib (AsPC-1 and Capan-1, 5 uM; BxPC-3, 3 uM) and betulinic acid
(6 pM) alone or in combination for 72 h. SOR and BA alone decreased cell viability by an average
of 73.4 + 13.6% and 83.5 = 10.8% in AsPC-1 cells, 84.8 4= 10.9% and 72.3 £ 13.2% in BxPC-3 cells,
81.1 &+ 12.2% and 101.8 =+ 8.7% in Capan-1 cells, respectively, but combination treatment reduced
cell viability more effectively to 59.8 & 3.7% (CI = 0.829) in AsPC-1 cells, 42.2 &= 10.1% (CI = 0.633) in
BxPC-3 cells, and 59.7 £ 5.7% (CI = 0.409) in Capan-1 cells (Figure 1A).

Table 1. Mutational status of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) critical genes [21,22].

Oncogenes
PDA 11 Li
CCellLine ="y RAS BRAF
AsPC-1 G12D wt
BxPC-3 wt V487-P492>A
Capan-1 G12v wt

wt—wild-type.
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Figure 1. Effect of combination treatment with sorafenib (SOR) and betulinic acid (BA) on cell growth
inhibition of PDAC cell lines. (A) Viability of AsPC-1, BxPC-3, and Capan-1 cells after exposure to
sorafenib and betulinic acid at different drug concentrations (AsPC-1 and Capan-1: 5 uM, BxPC-3:
3 uM) and betulinic acid (6 pM) alone and in combination. (B) The number of AsPC-1, BxPC-3,
and Capan-1 cells after treatments with sorafenib (AsPC-1 and Capan-1: 5 uM, BxPC-3: 3 uM) and
betulinic acid (6 M) alone and in combination (1 = 4). Data are presented as means + SD normalized
to the untreated control. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with the sorafenib treatment group and
betulinic acid treatment group.

We subsequently investigated whether the combination of SOR and BA could inhibit PDAC cell
proliferation using trypan blue staining. As shown in Figure 1B, combination treatment significantly
reduced the number of cells from 45.5 4+ 12.7 x 10* to 13.3 + 5.5 x 10* (CI = 0.229) in AsPC-1 cells,
from 46.8 4 8.2 x 10* to 13.02 4 4.9 x 10* (CI = 0.198) in BXxPC-3 cells, and from 18.2 4 3.8 x 10* to
6.9 £ 2.5 x 10* (CI = 0.272) in Capan-1 cells, as compared to either compound alone (p < 0.05).

Additionally, we used the annexin V-FIC/PI double staining and apoptosis-associated DNA
fragmentation by staining cells with propidium iodide (PI) to evaluate whether the SOR and BA
combination induced apoptosis in PDAC cells. As shown in Figure 2, combination treatment did not
increase apoptosis in PDAC cell lines.

2.2. The Combination of Sorafenib and Betulinic Acid Induces G2 Cell Cycle Arrest in AsPC-1 Cells

The cell cycle distribution analysis was performed using flow cytometry to elucidate how the
combination of SOR and BA inhibited cell proliferation. The results showed that the combination
of SOR and BA significantly induced cell cycle arrest at G2 phase (Figure 3A). The percentage of G2
phase cells increased to 39% after treatment with the SOR and BA combination.
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Figure 2. Cytotoxicity effect of combination treatment with SOR and BA on PDAC cells. (A) Representative
FACS dot plots showing the effect of combination treatment with sorafenib (AsPC-1 and Capan-1:
5 uM, BxPC-3: 3 uM) and betulinic acid (6 pM) on phosphatidylserine exposure and plasma membrane
integrity after 72 h of incubation with pancreatic cancer cells, as determined by annexin V-FIC/PI staining.
(B) Apoptosis-associated DNA fragmentation of AsPC-1, BxPC-3, and Capan-1 cells after treatments with
sorafenib (AsPC-1 and Capan-1: 5 uM, BxPC-3: 3 uM) and betulinic acid (6 uM) alone and in combination
(n = 3). Data are presented as means =+ SD. * p < 0.05 compared with the sorafenib treatment group and
betulinic acid treatment group.

The effect was further confirmed by the detection of key proteins that help regulate the cell
cycle. Figure 3B shows that the level of p21 increased after treatment with SOR and BA alone and in
combination for 24 h, while the levels of c-Myc and cyclin D1 decreased after combination treatment.
However, the expression of cyclin Bl remained unchanged. These results suggest that cell cycle
arrest in the G2 phase is a probable mechanism by which SOR + BA prevent PDAC cell proliferation.
The results were similar in the other two cell lines.

2.3. Combination Treatment with Sorafenib and Betulinic Acid Inhibits the Expression of the PI3K/Akt and
MAPK Signaling Pathways in the AsPC-1 and BxPC-3 Cell Lines

We investigated the effects of SOR and BA alone and in combination on the PI3K/Akt and/or
MAPK signaling pathways in AsPC-1 and BxPC-3 cells, because the activation of these pathways is
important for cell cycle progression in human pancreatic cancer cells [23,24]. Western blotting results
showed (Figure 4) that combination treatment inhibited ERK1/2 phosphorylation after 24 and 72 h in
BxPC-3 cells. In addition, combination treatment inhibited the expression and phosphorylation of Akt
after 72 h in AsPC-1 cells and after 24 and 72 h in BxPC-3 cells.
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Figure 3. Effect of combination treatment with SOR and BA on cell cycle arrest in AsPC-1 cells.
(A) Representative cell cycle analyzed by FACS of AsPC-1 cells after treatments with sorafenib (5 uM)
and betulinic acid (6 M) alone and in combination (1 = 3). (B) Representative immunoblot of p21,
c-Myc, cyclin D1, and cyclin Bl expression from AsPC-1 cells treated with sorafenib (5 uM) and
betulinic acid (6 uM) alone and in combination (1 = 3). Actin served as a loading control. Data are
presented as means £ SD. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with the sorafenib treatment group and
betulinic acid treatment group. All experiments were repeated at least three times.
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Figure 4. The effect of combination treatment with SOR and BA on protein expression of the PI3K/Akt
and MAPK signaling pathways in human PDAC cell lines—AsPC-1 and BxPC-3. Representative
immunoblot of phospho-Akt (Ser473), Akt, phospho-ERK1/2, and ERK1/2 expression from AsPC-1
and BxPC-3 cells treated with sorafenib (AsPC-1: 5 uM, BxPC-3: 3 uM) and betulinic acid (6 uM) alone
and in combination (1 = 3). Actin served as a loading control. Data are presented as means + SD.
* p < 0.05 compared with the sorafenib treatment group and betulinic acid treatment group.
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2.4. The Combination of Sorafenib and Betulinic Acid Reduces the Colony-Forming Ability of PDAC Cell Lines

The long-term assay (clonogenic survival) was employed to determine the ability of combination
treatment with SOR and BA to influence pancreatic cancer cell survival. PDAC cell lines were treated
with sorafenib (AsPC-1 and Capan-1: 5 uM, BxPC-3: 3 uM) and betulinic acid (6 uM) alone or in
combination for 14 days, after which the number of colonies formed was counted (Figure 5). The SOR
and BA combination significantly reduced the number of colonies (surviving fraction) compared to the
control and single sorafenib and betulinic acid treatments for all cell lines. In addition to reducing the
number of colonies, colony size appeared to be smaller in the SOR+BA treatment, suggesting that the
combination also prevented the clonogenic expansion of existing tumor cells.
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Figure 5. Effect of combination treatment with SOR and BA on the colony-forming ability of AsPC-1,
BxPC-3, and Capan-1 cell lines. On the left: representative images of colonies formed by AsPC-1,
BxPC-3, and Capan-1 cells after treatment with sorafenib (AsPC-1 and Capan-1: 5 uM, BxPC-3: 3 uM)
and betulinic acid (6 tM) alone and in combination. On the right: the surviving fraction (SF) of AsPC-1,
BxPC-3, and Capan-1 cells after treatment with sorafenib (AsPC-1 and Capan-1: 5 uM, BxPC-3: 3 uM)
and betulinic acid (6 pM) alone and in combination (n = 3). * p < 0.05 ** p < 0.01 compared with the
sorafenib treatment group and betulinic acid treatment group.

3. Discussion

There are limited effective treatments for patients with pancreatic cancer. Gemcitabine combined
with other adjuvants has been used to treat PDAC, but these approaches have had limited success
and only extended life span by months with additional toxicity [25,26]. Several combination therapies
with sorafenib, such as SOR with gemcitabine and erlotinib, have been evaluated in clinics; however,
the outcomes were disappointing [14,15,27,28]. In addition, SOR has already been shown to exert
no benefit for survival or other efficacy parameters in locally advanced or metastatic pancreatic
adenocarcinoma [29]. Furthermore, Pandita et al. [20] showed that the combination of betulinic acid
and gemcitabine inhibited cell proliferation, induced apoptosis, and downregulated the expression
of PKM2 in PDAC cell lines. Moreover, betulinic acid was shown to have broad antitumor effects on
PDAC cells in some other studies [30-32].

In this study, we determined that the natural product betulinic acid enhanced the effects of
sorafenib in PDAC cell lines. Single treatment with SOR or BA shows dose-dependent growth
inhibition only in the BxPC-3 cell line, whereas AsPC-1 and Capan-1 are highly resistant. Increased
sensitivity of BxPC-3 cells can be caused by the presence of a mutation in BRAF, which is a possible
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target of sorafenib. We found that SOR in combination with BA significantly inhibited the proliferation,
promoted cell cycle arrest, and reduced the colony-forming ability of PDAC cells in vitro. Interestingly,
this combination did not induce apoptosis.

Our data showed that combination treatment with SOR and BA increased the expression of p21
and simultaneously decreased the expression of c-Myc and cyclin D1. Some authors also reported that
cyclin D1 was involved in G2 arrest, especially under high levels of oxidative stress [33]. Hitomi et al.
suggested that the elevated cyclin D1 level in the G2 phase was a critical checkpoint for the progression
of the cell cycle [34]. Suppression of cyclin D1 levels during the G2 phase promoted the inhibition of
proliferation [35]. The c-MYC proto-oncogene is activated in many PDAC cases and plays a central role
in many cellular processes, such as proliferation, differentiation, and apoptosis [36]. Moreover, c-Myc
overexpression was reported to be associated with gemcitabine resistance [37]. According to some
reports, c-Myc inhibition was not always associated with cell death [38]; in vivo, c-Myc correlated
inversely with p21 expression. The level of c-Myc determines if p21 is induced or suppressed and
whether cells undergo apoptosis or growth arrest [39]. Increased p21 expression is associated with cell
cycle arrest, proliferation inhibition, and cell senescence [40]. Cell cycle regulators, including p21, p27,
and cyclins, should be tightly controlled; p21 coordinates with p27, thereby modulating the expression
of cyclin D1 and E2 [40]. Deregulation of cyclin D1 can lead to genetic instability in in vitro and in vivo
tumorigenesis [41]. Additionally, cyclin D1 overexpression is an independent prognostic factor for
survival in patients with PDAC [42].

PI3K/ Akt and MAPK/ERK are two of the early signaling pathways of cell cycle progression [28,43].
In this study, we demonstrated that combination treatment with SOR and BA inhibited pancreatic
cancer cell cycle progression by inactivating PI3K/ Akt and MAPK signaling. Recently published data
have shown a synergic effect between sorafenib and HS-173 (a novel PI3K inhibitor). This treatment,
by synergistically inhibiting the MAPK and PI3K/Akt pathways, induced G2/M arrest and increased
apoptosis in pancreatic cancer cells [44]. However, while concurrent treatment with MEK and PI3K
inhibitors has recently been investigated in mouse models of pancreatic cancer, only low antitumor
activity was observed [45,46]. Moreover, a clinical trial of MEK and PI3K inhibitor combinations also
suggested that normal tissue toxicity may limit this combination [40]. A clinical study of Akt and ERK
inhibitor combinations needs to be conducted to determine whether targeting ERK rather than MEK
will overcome these limitations.

Mechanisms of growth suppression by signaling inhibitors are usually characterized using
short-term analyses, yet clinical application of such inhibitors involves persistent long-term treatment.
In the present study, we performed a long-term clonogenic survival assay. Combination treatment
with SOR and BA markedly decreased the colony-forming capability of PDAC cells. This treatment
has been shown previously to be nontoxic for normal human peripheral blood lymphocytes [6].
It should be noted that tumor cell cloning efficiency is positively correlated with proliferation
and self-renewal abilities, which may be associated with cell tumorigenesis [47]. Studying tumor
clonogenic/stem-like cells contributes to the identification of molecular targets important in successful
cancer therapy [48].

In summary, we have demonstrated for the first time that combination treatment with SOR and BA
can more effectively attenuate cell proliferation, promote cell cycle arrest, and reduce colony-forming
ability than a single treatment in human PDAC cell lines. Moreover, combined treatment with SOR
and BA can inhibit phosphorylation of Akt and ERK1/2 more potently than their individual use,
which may account for the synergistic antitumor effect of this combination treatment. This study may
provide a novel indication for pancreatic cancer treatment.
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4. Materials and Methods

4.1. Cell Culture and Reagents

Pancreatic ductal adenocarcinoma lines with different types of mutations (AsPC-1, BxPC-3,
and Capan-1) were purchased from the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)
and cultured in the recommended growth media with 10% FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) and antibiotic/antimycotic solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
All cell lines were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO,. The cells were seeded
at densities of 1 x 10* cells/0.1 mL (0.32 cm?) (cell viability assay), 6 x 10* cells/0.5 mL (1.9 cm?)
(flow cytometry), 1 x 10° cells/3 mL (9.5 cm?) (long-term colony formation assay, serial replating
assay), and 1 x 10° cells/4 mL (21 cm?) (Western blotting). The cells were treated with sorafenib (LC
Laboratories), betulinic acid (Sigma-Aldrich Chemistry, St. Louis, MO, USA), and both at one day
post-seeding. The cells were collected for the appropriate assay three days later.

4.2. Cell Viability Assay

Cell viability was assessed by the CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega, Madison, WI, USA), according to the manufacturer’s protocol. Each treatment within
a single experiment was performed in triplicate. Absorbance at 490 nm was recorded using a
Wallac 1420 VICTOR?2 plate reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Data were normalized to
the untreated control.

4.3. Cell Count

Floating and trypsinized cells were collected and suspended in fresh medium at room temperature.
Twenty microliters of cell suspension was mixed with 20 pL of 0.4% Trypan blue solution (Bio-Rad,
Carlsbad, CA, USA), and 20 pL of this mixture was used to count blue (dead) and white (alive) cells.

4.4. Analysis of Drug Interaction

The nature of the interactions between the drugs studied was analyzed with the help of
combination-index (CI) methods, derived from the median-effect principle of Chou and Talalay [49].
CI values indicate the following: <0.1, very strong synergism; 0.1-0.3, strong synergism; 0.3-0.7,
synergism; 0.7-0.85, moderate synergism; 0.85-0.9, slight synergism; 0.9-1.1, nearly additive; 1.1-1.2,
slight antagonism; 1.2-1.45, moderate antagonism; 1.45-3.3, antagonism; 3.3-10, strong antagonism;
>10, very strong antagonism. The CI value was calculated using CompuSyn software (ComboSyn,
Inc., Paramus, NJ, USA). The CI was defined as follows: CI = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 for mutually
exclusive drugs. In the denominator, (Dx) is for D1 “alone” that inhibits a system x%, and (Dx)2 is for
D2 “alone” that inhibits a system x%. In the numerators, (D)1 + (D)2 “in combination” also inhibit x%.

4.5. Annexin V Staining

Apoptosis was assessed by the Annexin V Apoptosis Detection Kit (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA), according to the manufacturer’s protocol. Briefly, the cells were stained with annexin
V-FITC (8 ug/mL) and PI (5 ug/mL) for 15 min at RT in the dark. The cells were washed with
cold PBS (with Ca?* and Mg?*) containing 2.5% FBS between the steps. Data were acquired using
a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed using
Flowing Software 2.5.1 (Perttu Terho, Turku, Finland). Apoptosis was quantified as a percentage of
both annexin V-positive and annexin V/PI-double-positive cells.

4.6. Cell Cycle and DNA Fragmentation Assay

The cells were fixed in 75% ethanol at 4 °C for 30 min, and then incubated with 50 ng/mL PI
staining solution and 0.2 mg/mL RNase in the dark overnight at 4 °C. Data were acquired using a
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FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed using the
ModFit LT 5.0 software (Verity Software House, Inc., Topsham, ME, USA).

4.7. Western Blotting

Whole cell lysates were prepared using cold RIPA buffer (150 mM NaCl (POCH), 50 mM Tris-HCl
pH 8.0 (BioShop, Burlington, ON, Canada), 1% NP-40 (Calbiochem, San Diego, CA, USA), 0.5% sodium
deoxycholate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and 1% SDS (BioShop, Burlington, ON, Canada))
supplemented with SigmaFAST Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and
Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Cell lysates were
then sonicated for 10 s at 100% power using a Sonopuls HD 2070 ultrasonic homogenizer (Bandelin,
Berlin, Germany) and centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4 °C to pellet cellular debris. Protein
concentration was determined by the Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), according to the manufacturer’s protocol. Absorbance at 570 nm was recorded using a
Wallac 1420 VICTOR? plate reader. Cell lysates with Laemmli sample buffer (50 mM Tris-HCI pH 6.8,
10% glycerol (BioShop, Burlington, ON, Canada), 5% 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 2% SDS, 0.05% bromophenol blue (BioShop, Burlington, ON, Canada)) were heated for 5 min
at 95 °C, the proteins were separated by SDS-PAGE using 8-12% resolving gels (SDS-PAGE running
buffer: 25 mM Tris, 192 mM glycine (BioShop Burlington, ON, Canada), 0.1% SDS) and transferred
(semidry transfer) to a PVDF membrane (0.45 um pore size; Merck Millipore) (transfer buffer: 25 mM
Tris, 192 mM glycine, and either 10% or 20% methanol (POCH)). In between the steps, membranes were
washed with TBST (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20 (BioShop, Burlington, ON, Canada)).
Membranes were blocked either with 1% casein (0.1 M Tris-HCl pH 8.0, 214 mM NaCl, 1% casein from
bovine milk (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)) or 5% BSA /TBST (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) for an hour at RT or overnight at 4 °C and then incubated with primary antibody overnight at 4 °C.
After probing with HRP-conjugated secondary antibody for 1 h at RT, proteins of interest were detected
using SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). The following antibodies were used in this study: anti-p21/HRP (1:1000, #sc-6246; Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), anti-c-Myc (1:1000, #sc-788; Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA), anti-cyclin D1 (1:1000, #2978; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), anti-cyclin
B1 (1:2000, #4135; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA ), anti-Akt (1:1000, #4691; Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA), anti-phospho-Akt (1:1000, #4060; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA), anti-ERK1/2 (1:1000, #9102; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA),
anti-phospho-ERK1/2 (1:1000, #9101; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), anti-actin/HRP
(1:2000, #sc-1615; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), anti-mouse/HRP (1:2000, #P0447; Dako,
Glostrup, Denmark), and anti-rabbit/HRP (1:2000-3000, #P0048; Dako, Glostrup, Denmark).

4.8. Long-Term Colony-Formation Assay

Viable cells were counted using the trypan blue method and seeded in duplicate at a density
of 5 x 102 cells/6 mL (21 cm?). The dishes had been precoated with poly-L-lysine/PBS (0.001%;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and washed twice with PBS (with Ca?* and Mg2+). After 2 weeks,
the colonies were fixed and stained with 1% crystal violet/ethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), documented with an Olympus Stylus SH-50 camera (Olympus, Tokyo, Japan), and counted
manually using the Image]J 1.47 software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The term
plating efficiency (PE) indicates the percentage of seeded cells that grow to form colonies. The surviving
fraction (SF) is calculated as the ratio between the PEs of treated and control cells multiplied by 100.

4.9. Statistical Analysis

Data are presented as means + SD of the results from at least three independent experiments.
Comparisons between the two groups: sorafenib treatment group vs. combinatorial treatment group,
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and betulinic acid treatment group vs. combinatorial treatment group, were analyzed by a two-tailed
Student’s t-test. The significance was assumed at * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Abbreviations

PDAC pancreatic ductal adenocarcinoma

PBL
RAS

peripheral blood lymphocytes
retrovirus-associated DNA sequences

MAPK mitogen-activated protein kinase pathway

PI3K
AKT
RAF

phosphoinositide-3-kinase
protein kinase B
v-raf 1 murine leukemia viral oncogene homolog 1

BRAF v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor-2
PDGFR-b platelet-derived growth factor receptor-b

FLT3

Fms-related tyrosine kinase 3

c-KIT cell growth factor receptor Kit

c-MYC transcription factor Myc

MTS
PI
RT
PBS
FBS

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
propidium iodide

room temperature

phosphate-buffered saline

fetal bovine serum
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