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Zastosowanie agonistow EGFR i HGFR jako lekéw przeciwnowotworowych
dzialajgcych na komérki nowotworowe o okreslonym fenotypie

Agonisci receptora dla naskdrkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor
receptor) prowadzg do dimeryzacji dwoch podjednostek EGFR, natomiast agonisci receptora
dla czynnika wzrostu hepatocytow (HGFR, ang. hepatocyte growth factor receptor,
nazywanego rowniez MET) prowadza do dimeryzacji dwoch podjednostek HGFR [Liu P,
Sattler M]. Po dimeryzacji nastgpuje fosforylacja domen C-terminalnych receptoréw i
aktywacja zwigzanych z nimi kaskad sygnalnych [Herbst RS, Normanno N]. Wickszos¢
mutacji EGFR prowadzi do konstytutywnej aktywacji, ktora jest w duzej mierze niezalezna
od agonistow EGFR [Kuan CT]. O mutacji takiej mozemy mowi¢ gdy pomimo braku
agonisty EGFR (np. naskorkowego czynnika wzrostu — EGF, ang. epidermal growth factor)
moze dochodzi¢ do homodimeryzacji mutantow EGFR i aktywacji szlakéw sygnalnych.
Dimeryzacja, jak opisano wcze$niej, wywoluje autofosforylacj¢. Niemniej jednak mozliwy
jest wpltyw agonistow EGFR /lub HGFR nawet na mutanty aktywujace EGFR. Wynika to z
faktu, ze mozliwa jest heterodimeryzacja prawidlowego EGFR (EGFRwt, wild type) z
mutantem aktywujacym jak i heterodimeryzacja prawidlowego HGFR (HGFRwt, wild type) z
mutantem aktywujacym EGFR, pod warunkiem zwigzania przez prawidlowy EGFR czy
HGFR agonisty [Zeineldin R, Garnett J]. Ostatnie doniesienia podkreslajg istotno$é
heterodimeryzacji w przypadku wielu mutacji EGFR [Shan Y, Red Brewer M]. Jednak nie
wszystkie mutacje EGFR prowadzg do ulatwienia homodimeryzacji mutant-mutant czy
heterodimeryzacji mutant-biatko prawidlowe. Czes¢ mutacji receptora powoduje jego
aktywacje w oparciu o inne mechanizmy, przyktadowo mozliwe jest zwigkszenie aktywnosci
kinazowej czy zwigkszenie wrazliwosci na agoniste. Mozliwe sg réwniez delecje prowadzace
do usunigcia domeny autoinhibicji EGFR np. EGFRvIV i EGFRvV. Opisana tu terapia, jesli
dotyczy mutantéw, to okreslonych jako aktywujacych i heterodimeryzujacych mutantéw
EGFR, czyli takich, ktére chociaz moga by¢ aktywne pod nieobecnos¢ agonistow EGFR to
ich aktywacja moze by¢ przez agonistow wzmacniana. Jest to mozliwe w zwiazku z
wystepowaniem zjawiska heterodimeryzacja mutant — forma prawidlowa receptora
zwigzanego z agonistg/ aktywowanego agonists.

Agonisci EGFR 1 HGFR to znane czynniki pobudzajace wzrost i proliferacj¢ komorek [Herbst
RS]. Moga wplywa¢ rowniez negatywnie na programowang smieré¢ komorki — apoptoze
[Kuan CT]. Sa to dzialania typowo pro-nowotworowe. W przypadku komoérek
nowotworowych bardzo czesto obserwuje sie mutacje gendéw kodujacych biatka tych
receptorow (czesciej EGFR), ktore definiowane sg jako aktywujace [Lynch TJ]. Mutacjami
tego typu sa mutacje prowadzace do powstania EGFRVIII jak rowniez mutacje punktowe np.:
V689M, L703F, A289V, R108K, T263P, G598V, L834R i L858R [Shan Y, Okabe T, Kuan
CT]. Produkty genow EGFR, c-MET (gen kodujacy HGFR) i ich mutantéw dzialajg poprzez
szlaki sygnalizacyjne. Rdowniez geny kodujace biatka dzialajace na tych szlakach
sygnalizacyjnych wulegaja bardzo czgsto mutacjom w komoérkach nowotworowych.
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Obserwowane s mutacje aktywujace aktywatoréw tych szlakéw np. RAS [Zenonos K],
PIK3CA [Karakas B] i mutacje inaktywujace inhibitorow tych szlakéw np. PTEN [Teng DH,
Moon SH] czy NF1 [Sabova L]. Wszystkie te obserwacje doprowadzity do powstania modelu
choroby nowotworowej méwiacego, ze przeciwnowotworowe efekty terapeutyczne osiggnaé
mozna dzigki blokowaniu np. receptora dla EGF czy HGF, wzglednie szlakow aktywowanych
przez te receptory [Engelman JA]. Klasycznym juz zwigzkiem, ktory jest stosowany w takim
ujeciu jest erlotinib — bloker kinazy tyrozynowej EGFR [Sos M, Raymond E]. Mniej znanym
jest SU11274 — bloker kinazy HGFR [Comoglio PM, Sattler M]. Terapie oparte na
wspomnianym modelu czgsto nie spelniajg oczekiwan co do skutecznosci. Whbrew
oczekiwaniom zastosowanie terapii blokujacych, czy to EGFR czy HGFR, nie przynosi czgsto
spodziewanych rezultatéw [Tang Z]. Olbrzymie koszty poniesione w czasie pracy nad tymi
terapiami nie réwnowaza spolecznie osigganych korzysci. Model, na ktérym bazowano
opracowujgc te terapie zaklada, iz receptory EGFR czy HGFR wywola¢ mogg jedynie
dzialania pro-nowotworowe [Herbst RS], a ich blokowanie powoduje spowolnienie
proliferacji 1 indukcj¢ apoptozy, a zatem dzialania przeciwnowotworowe. Pojawia sie jednak
coraz wigcej przykladow sytuacji, w ktérych dziatanie HGF czy EGF, a co za tym idzie ich
receptorOw 1 kaskad sygnalnych aktywowanych przez ten receptory, wywoluje efekty
niezgodne z opisanym powyzej modelem — modelem zakladajacym, iz pobudzanie EGFR
wywoluje zawsze przyspieszenie namnazania si¢ komorek i ich ochrong¢ przed $miercig
programowang. Przykladem takiego zjawiska jest senescencja indukowana przez onkogeny
(OIS, oncogene induced senescence) [Courtois S]. Senescencja, czyli nieodwracalne ustanie
podzialéw komoérkowych, moze zosta¢ wywolana poprzez aktywacje EGFR, HGFR, badz
niektorych szlakéw transdukcji sygnaléw pobudzanych przez te receptory [Courtois S]. O ile
przyspieszenie proliferacji komoérek ma znamiona dziatania pro-nowotworowego, o tyle jej
nieodwracalne zahamowanie nie wykazuje juz tak oczywistego dzialania anty-
nowotworowego. Podobnie, wbrew pierwszym doniesieniom o dziataniu anty-apoptotycznym
agonistow EGFR 1 HGFR, opisano dziatlania EGFR/HGFR czy kaskad sygnalnych szlakéw
tych receptoréw, ktore moga sprzyja¢ $mierci programowanej — apoptozie [Garcia R, Gunther
HS, Armstrong DK]. Wywolanie $mierci komérki nowotworowej nie powinno sprzyjaé
procesowi nowotworowemu.

Znanych jest bardzo wiele mutantéw EGFR. Ciggle jednak ich wplyw na komorki
nowotworowe nie jest w petni wyjasniony. Obecno$¢ EGFRVIII i mutacji punktowych
odpowiadajacych za aktywacj¢ z mozliwa heterodimeryzacjg wykrywa si¢ u pacjentéw z
rakiem prostaty, rakiem jelita grubego, rakiem piersi, a nawet guzami mozgu [Gan HK].
Mutacje punktowe EGFR wykrywa si¢ czgsciej w rakach ptuc. Bardzo czgsto obecnosci
EGFRVIII czy innych mutantéw aktywujacych heterodimeryzujacych EGFR towarzyszy
wysoka ekspresja EGFR bedaca konsekwencja chociazby amplifikacji genu EGFR
(amplifikacja jest tu rozumiana jako pojawienie si¢ wielu kopii genu z powodéw innych niz
polisomia chromosomu 7) [Stockhausen MT]. Podobnie, obecno$ci mutantéw aktywujgcych
heterodimeryzujacych towarzyszy wysoka ekspresja HGFR (MET) bedgca np. konsekwencja
amplifikacji genu c¢-MET [Jun HJ]. Wspédldzialaniec EGFRwt z EGFRVIII czy innymi
mutantami typu EGFRMUTAKTHET 157 HGFR z tymi mutantami wynika giéwnie z mozliwosci
heterodimeryzacji EGFRmutant-EGFRwt i EGFRmutant-HGFR [Red Brewer M, Zeineldin



R]. Heterodimeryzacja jest mozliwa po zwigzaniu agonisty przez prawidlowy receptor — jego
monomer. Wielokrotnie obserwuje si¢ jednak amplifikacj¢ czy to EGFR czy HGFR i
nadekspresj¢ tych receptorow bez wspolwystgpowania mutacji EGFR. Mozna roéwniez
obserwowa¢ nadekspresj¢ czy to EGFR czy to HGFR bez amplifikacji genow kodujgcych te
biatka, ktdrej nie towarzyszy obecnosé mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR.

Opis patentu (szczegdtowy opis wynalazku)

Niniejszy wynalazek dotyczy terapii pacjentéw z chorobami nowotworowymi
charakteryzujacymi si¢ obecno$cia komérek wykazujacymi okreslony fenotyp. Wynalazek
dotyczy terapii personalizowanej jak i celowanej. Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie
agonistéw EGFR 1/lub HGFR jako lekoéw przeciwnowotworowych. Przez agonist¢ rozumie
si¢ tutaj kazda molekule/zwigzek chemiczny bedaca (bedacy) w stanie aktywowaé te
receptory. W przypadku EGFR lista naturalnych agonistow jest dluga. Sg to przede
wszystkim EGF a nast¢pnie TGF alpha, HB-EGF, Amfiregulina, Betacellulina, Epiregulina,
Epigen [Herbst RS, Schneider MR]. Ponadto, mozliwe jest opracowanie lub wykrycie
kolejnych agonistow EGFR. HGFR ma jednego naturalnego agonist¢ w postaci HGF.
Réwniez w odniesieniu do HGFR mozliwe jest dzialanie agonistéw, ktére zostang dopiero
zidentyfikowane.

Wykonane przez odkrywcow opisywanego tu wynalazku badania wskazuja wprost na
mozliwo$¢ zastosowania agonistow EGFR i/lub HGFR jako zwigzkow mogacych w
niektorych sytuacjach spowodowa¢ zablokowanie podzialéw komorek nowotworowych, a
nawet ich $mieré. Przedmiotem niniejszego wynalazku jest zastosowanie agonistow EGFR i
HGFR osobno, lub w kombinacji, jako zwigzkéw wykazujacych efekty przeciwnowotworowe
u wybranych pacjentéw. Jak wynika z obserwacji wnioskodawcy moga to by¢ po pierwsze
pacjenci, u ktorych wykryto komoérki wykazujace wysokg ekspresje mutanta aktywujacego
heterodimeryzujacego EGFR i wysoka ekspresj¢ EGFRwt /lub MET. Po drugie, mogg to byé
pacjenci, u ktérych wykryto komérki nowotworowe z nadekspresja jedynie EGFR lub
nadekspresja jedynie HGFR, wzglednie nadekspresja EGFR i HGFR.

Przez wysoka ekspresje EGFR rozumie si¢ tu ekspresje w przypadku ktérej, po izolacji biatka
z komoérek nowotworowych i wykonaniu analizy technika Western Blot, zmierzony
densytometrycznie stosunek prazkow beta aktyny do EGFR nie jest wigkszy niz 5.

Przez wysoka ekspresj¢ mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR rozumie si¢ tu
ekspresj¢ w przypadku ktorej, po izolacji biatka z komérek nowotworowych i wykonaniu
analizy technikag Western Blot, densytometrycznie stosunek prazkéw beta aktyny do mutanta
EGFR nie jest wiekszy niz 5.

Przez wysoka ekspresj¢ MET (HGFR) rozumie si¢ tu ekspresj¢ w przypadku ktorej, po
izolacji biatka z komodrek nowotworowych i wykonaniu analizy technikg Western Blot,
zmierzony densytometrycznie stosunek prazkow beta aktyny do HGFR nie jest wigkszy niz 5.

O silnej ekspresji dowodzi réwniez silny sygnal EGFR, MET i mutanta EGFR w badaniu
immunocytochemicznym /lub badaniu immunohistochemicznym (Ryec. 1).



Ryc. 1. A. Komérki linii NCI-H460 wykazujace wysoka ekspresje EGFRVIII; B. Komorki linii MCF7
wykazujace wysoka ekspresj¢ HGFR; C. Komorki linii MDA-MB-468 wykazujace wysoka ekspresje EGFR.

W opisie wynalazku okreslenie HGFR jest tozsame z okre$leniem HGFRwt (ang. wild type).
Oznacza to HGFR o prawidlowej sekwencji aminokwaséw. Okreslenie to jest réwniez
jednoznaczne z okresleniem MET — inna nazwg biatka HGFR. W opisie wynalazku okreslenie
EGFR jest tozsame z okresleniem EGFRwt. Oznacza to EGFR o prawidlowej sekwencji
aminokwaséw. W opisie wynalazku okreslenie nadekspresja jest tozsame z okresleniem
wysoka ekspresja.

Analizy przeprowadzone przez wnioskodawcow dotyczgce procesu heterodimeryzacji
przykladowego mutanta aktywujqcego heterodimeryzujgcego (EGFRvIII) i EGFR

Przy budowie heterodimeru EGFRwt — EGFRVIII jako monomery wykorzystano:

1. EGFRwt — struktura krystalograficzna biatka EGFR zwigzanego z EGF, czyli
zaktywowane biatko EGFR (kod z bazy PDB: 11VO);

2. EGFRVIII - model komputerowy utworzony w module Prime oprogramowania firmy
Schrédinger.

Modele heterodimeru zostaly utworzone przy pomocy modutu ZDOCK zaimplementowanego
w oprogramowaniu Discovery Studio 3.5 firmy Accelrys. ZDOCK jest algorytmem do
sztywnego dokowania bialek; wykorzystuje szybkg transformate Fourier *a do poszukiwania
wszystkich mozliwych konformacji wigzacych pomiedzy dokowanymi biatkami. Jakosé
oddziatywan jest oszacowana na podstawie komplementarnosci powierzchni wigzacej biatek
oraz energii desolwatacji oraz energii elektrostatycznej. Najlepsze pozy podlegaja procedurze
RDOCK, podczas ktorej nastepuje minimalizacja energii (CHARMM) majgca na celu
ulepszenie energii oddzialywann pomigdzy dokowanymi biatkami i eliminacje zderzef
sterycznych pomiedzy atomami oraz przeliczenie energii elektrostatycznej i desolwatacii.
Najlepsze pozy sa uszeregowane wg wartosci energii funkcji oszacowujgcej (ZRank Score).

Wyniki
Najlepsze pozy przedstawione sa w ponizszej tabeli; pogrupowane s3 w dwa klastry
1uszeregowane wg wartosci ZDock Score. W tabeli przedstawiono réwniez wielkosci

powierzchni wiazacych pomiedzy biatkami oraz ilosci wigzan wodorowych, oddziatywan pi
1 mostkdw solnych tworzgcych oddziatywania biatko — biatko.



Tab. 1. Wyniki dimeryzacji przykladowego mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego
EGFR (EGFRvVII) 1 EGFRwt.

Wyniki dimeryzacji biatka wtEGFR i EGFRvIII
receptor = wtEGFR
lligand = EGFRVIII
| |t | | Y|
Klaster f:::: gzg?: Contact | Contact g::f:‘:et Contact | Contact :g:z:zxf; oddziafywaﬂ mostkéw
Area Surface | Surface Arca Surface | Surface pi solnych
Area Area Area Area
Posell 1 52 538,20 | 257,92 | 280,28 { 549,35 | 272,80 | 276,55 9 2 0
Pose52 1 52 655,54 1 361,39 { 294,15 | 676,83 | 331,16 | 345,67 7 1 0
PoseB |- 4 ] 1 52 613,34 | 338,25 | 275,09 | 621,67 | 304,55 | 317,12 6 1 1
Pose67 | 4246] -44,04 1 52 606,09 | 289,57 | 316,51 | 622,34 | 308,47 | 313,87 5 2 0
Pose72 41,02] -4328 1 52 544,54 | 276,15 | 268,39 | 54548 | 302,92 | 242,56 11 0 2
Posed2 40,52 -51,30 1 52 1452,244|209,734| 242,509 | 4506 | 258,65 | 191,95 5 2 0
Pose3 4031 1 52 44523 | 235,40 | 209,82 | 461,04 | 223,72 | 237,32 4 2 0
Pose36 -54,00 5 23 756,82 | 344,14 | 412,67 | 754,92 | 376,41 | 378,50 9 0 0
Posel7 5 23 600,68 | 278,81 | 321,87 | 607,54 | 302,33 | 305,21 3 0 0
Pose29 : 1 5 23 668,52 | 297,82 | 370,70 | 649,25 | 310,23 | 339,02 8 0 0
Pose74 -43.07 5 23 687,85 1 29127 | 396,58 | 677,87 | 33593 | 341,94 5 1 0
Posed40 [ . -52,04 5 23 614,80 | 278,27 | 336,53 | 621,69 | 343,73 | 277,96 7 1 2
Pose59 3894 -46,31 5 23 704,17 | 314,79 | 389,38 | 70122 | 342,63 | 358,59 8 1 0

Ilustracja wynikow

Rye. 2. Receptor EGF (kolor granatowy) zwigzany z EGF (kolor szary) (na podstawie struktury
krystalograficznej 11VO).



Ryec. 3. Oddzialywania pomigdzy heterodimerem EGFRVIII i EGFRwt — poza 74 z klastra 5.

Reszty interfejsu oddzialywania zaznaczone sg odpowiednio kolorem jasnoniebieskim i
jasnofioletowym. Wiazania wodorowe zaznaczono zielonymi kropkami, a oddzialtywania pi
kolorem pomaranczowym.

Whniosek

Prowadzone analizy potwierdzaja mozliwo$¢ heterodimeryzacji EGFRvIII i EGFR pod
warunkiem przylagczenia EGF do EGFR.

Testowanie wiarygodnosci modelu badar

Przykladowe badanie fosforylacji metoda Western Blot wykonane zostalo w celu ustalenia
czy w zastosowanym modelu obserwuje si¢ aktywacje EGFR po zastosowaniu jego agonisty,
a takze jego blokowanie w obecnosci blokera tego receptora pomimo obecno$ci agonisty.
Bylo to badanie funkcjonalne sprawdzajace wiarygodnosé modelu. EGFR posiada domeng o
aktywnoscl kinazy tyrozynowej i w wyniku jej aktywacji obserwuje si¢ autofosforylacje
EGFR. Fosforylacja odpowiednich tyrozyn umozliwia aktywacj¢ kaskad sygnalnych. Z



drugiej strony, dzialanie blokera EGFR - erlotinibu oparte jest na zablokowaniu aktywnosci
kinazy tyrozynowe;j tego receptora.

Badanie wykonano w celu ustalenia czy w stosowanym modelu EGF faktycznie pehi role
agonisty EGFR (wywoluje fosforylacje EGFR), natomiast erlotinib jest blokerem EGFR —
prowadzi do inhibicji fosforylacji tego receptora (Ryc. 4). Analogiczne badanie wykonano dla
HGF 1 SU11274.
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Rye. 4. Wynik badania technika Western Blot z wykorzystaniem przeciwciata skierowanego przeciw biatku
EGFR ufosforylowanemu w pozycji 1068. Wynik potwierdza, ze EGF powoduje aktywacje EGFR (jego
fosforylacje; sciezka 3 i 6) podczas gdy erlotinib znosi aktywacje receptora w badaniach z zastosowaniem
opisywanego modelu ($ciezka 4 i 7). Wynik badania dowodzi, ze model, w oparciu o ktéry przeprowadza si¢
badania, jest wiarygodny. Agonista dokonuje aktywacji EGFR, ktora to aktywacja znoszona jest przez inhibitor
kinazy tyrozynowej tego receptora.

Obserwacje wnioskodawcy wykonane w oparciu o zweryfikowany pozytywnie model badan
wskazuja, ze u pacjentow, u ktorych wykrywa si¢ wspotwystepowanie wysokiej ekspresji
mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR z wysoka ekspresja EGFRwt
zastosowanie agonisty EGFR moze przynies¢ wymierne korzysci. Podobnie, u pacjentéow
wykazujacych wysoka ekspresje EGFRMUT*HET | wysoka ekspresje MET korzyéci przyniesé
moze zastosowanie agonisty HGFR. Wreszcie, mozliwe jest zastosowanie obydwu agonistow
réwnocze$nie jesli mamy do czynienia ze wspolwystgpowaniem ekspresji na wysokim
poziomie @ HGFR, EGFR oraz wspolwystepowaniem mutanta aktywujacego
heterodimeryzujacego EGFR. Wnioskodawca uwidacznia réwniez, ze agonisci EGFR i
HGFR wykazuja efekt cytotoksyczny juz wobec komorek, ktoére wykazuja jedynie wysoka
ekspresii EGFR i/lub HGFR jednak pod warunkiem wydlizenia czasu ekspozycji 1
zwigkszenia stgzenia tych agonistow.



Zrozumialym jest, ze zastosowanie w terapii agonistow receptorow EGFR i HGFR moze by¢
skierowane tylko przeciwko $cisle zdefiniowanym komoérkom nowotworowym. Przedmiotem
wynalazku jest wigc przeciwnowotworowe zastosowanie agonisty EGFR i/lub HGFR wobec
komoérek nowotworowych wykazujacych jednoczesnie wysokg ekspresje mutanta
aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR wraz z wysokg ekspresja EGFR i/lub HGFR
(MET). Jest to wigc docelowo terapia personalizowana, ktéra moze by¢ jednak zastosowana u
bardzo duzej grupy pacjentow.

Jesli komorki wykazuja wysoka ekspresje EGFR i ekspresje mutanta EGFR to agonista EGFR
wywolije w modelu eksperymentalnym blokowanie podzialéw, a erlotinib znosi ten
antynowotworowy wplyw agonisty EGFR. Podobnie, jesli komoérki wykazuja wysoka
ekspresj¢ HGFR i ekspresj¢ mutanta EGFR, to agonista HGFR wywoluje w modelu
eksperymentalnym blokowanie podzialéw, a SU11274 znosi ten antynowotworowy wplyw
agonisty HGFR. Nie jest to jednak dzialanie charakterystyczne dla agonisty EGFR czy HGFR
wobec wszystkich typow komorek. Jak pokazuja wyniki badan, zastosowanie agonisty EGFR
czy HGFR w odpowiednim st¢Zeniu przy okreslonym czasie ekspozycji wobec komdrek z np.
wysokg ekspresja EGFR ale bez mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR, czy
wysoka ekspresja HGFR ale bez mutanta EGFRMVT*HET srowadzié bedzie w wickszosci
przypadkéw do pobudzenia proliferacji. Jest to wynik zgodny z danymi literaturowymi i na
takich wynikach opiera si¢ poszukiwanie lekoéw przeciwnowotworowych blokujacych
dziatanie receptorow dla czynnikéw wzrostu. Niemniej jednak, efekt dzialania agonisty
EGFR czy HGFR moze by¢ inny niz pro-nowotworowy co jest zgodnie z wynikami
zawartymi w opisie prezentowanego tu wynalazku. Ponadto, wspdlwystepowanie na wysokim
poziomie ekspresji EGFR i EGFRMYT*¥ET s miejsce w wigkszosci przypadkéw, w ktérych
wykrywa si¢ obecnos¢ tego mutanta. Taka sytuacja moze wystgpowaé u pacjentéw z rakiem
pluc, rakiem piersi, rakiem jelita grubego, rakiem prostaty i guzami mézgu. Czgsto obecnosei
mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR w komérkach tych nowotworéw
towarzyszy wysoka ekspresja EGFR i/lub MET. Wlasnie wobec takich komorek agonisci
EGFR i1 HGFR stosunkowo latwo wywohija efekt cytotoksyczny i/lub blokujg proliferacje
komoérek. Co niezwykle istotne, badani agoni$ci nie wykazali w badaniach wnioskodawcy
dzialania cytotoksycznego czy inhibicji proliferacji w odniesieniu do komérek prawidlowych.
Wykazali, jak juz wspomniano, efekt przeciwny, czyli pobudzenie proliferacji komorek
prawidlowych jak i komdrek nowotworowych wielu linii komérkowych. Wobec powyzszego,
opisana terapia moze zosta¢ zaliczona do celowanej, ale nie ze wzgledu na to, ze dziala na
specyficzny cel jako molekule np. bialko ale dlatego, Ze dziata na konkretny rodzaj komédrek
— wykazujacych konkretny fenotyp/genotyp. Na poziomie fenotypu rozumie si¢ tu wysoka
ekspresje EGFR i ekspresje mutanta EGFR. Na poziomie genotypu np. amplifikacje EGFR i
mutacj¢ genu EGFR. Co bardzo istotne, zablokowanie cytotoksycznych czy
antyproliferacyjnych efektéw wywolanych przez agonist¢ EGFR i/lub HGFR zostalo
osiagniete dzieki zastosowaniu erlotinibu i SU11274. Jest to wynik spojny z obserwacjami
cytotoksycznego dzialania agonisty EGFR i/lub HGFR wobec komoérek o wskazanym
fenotypie (wysoka ekspresja EGFR i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR).
Pokazuje to, iz zwigzki te traktowane jako leki przeciwnowotworowe mogg w pewnych



okolicznosciach sprzyja¢ przetrwaniu komoérek nowotworowych, natomiast zwigzki
postrzegane jako pronowotworowe moga wywrzeé efekt antynowotworowy.

Ocena wplywu agonistow EGFR i HGFR byta mozliwa dzigki wykorzystaniu odpowiednich
linii komérkowych (wykazujacych opisanag w wynalazku kombinacje ekspresji EGFR, HGFR
1 mutantéw EGFR), nowoczesnych narzedzi badawczych (pozwalajgcych $ledzi¢ losy
komorek in vitro w czasie rzeczywistym), a takze agonistow i inhibitoréw tych receptoréw.
Ponadto, wykonano badania funkcjonalne samych receptorow.

Dzialanie cytotoksyczne, antyproliferacyjne jak i promitotyczne agonisty EGFR wykazano
stosujagc  obserwacje mikroskopowe w czasie rzeczywistym komoérek kilku linii
charakteryzujacych sie wysoka ekspresjs EGFRwt (bez mutacji EGFR), EGFRMUTAKTHET
(niski poziom EGFR), a takze wysoka ekspresjg EGFRMUTAKTHET a7 2 EGFRwt (do
obserwacji wykorzystano urzadzenie CT-Biostation). Podobnie, dzialanie cytotoksyczne,
antyproliferacyjne jak i promitotyczne agonisty HGFR wykazano stosujgc obserwacje
mikroskopowe w czasie rzeczywistym, obserwacje komorek kilku linii charakteryzujgcych si¢
wysoka ekspresja HGFRwt (bez mutanta aktywujacego EGFR), charakteryzujacych sie
obecnoscia mutanta aktywujacego EGFR i niskim poziomem HGFR, a takze wysoka
ekspresjag HGFR i EGFRMYT*®ET (44 obserwacii wykorzystano urzadzenie CT-Biostation).
Ponadto, wykonano pomiary z wykorzystaniem urzadzenia X-CELLigence pozwalajgcego
oszacowa¢ zmiany w poziomie konfluencji komorek, a co za tym idzie oceni¢ wplyw zwigzku
na aktywnos$¢ mitotyczng i/lub wzrost (wzrost rozumie si¢ tu jako zwickszenie objetosci)
komorek. Do badan wykorzystano najnowoczes$niejsze narz¢dzia pozwalajace doskonale
monitorowaé efekty cytotoksyczne badanych zwigzkow.

Wykazano efekty dzialania agonistow EGFR na proliferacje komérek wykazujacych 1.
wysokg ekspresje mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR (EGFRMVT#HET) "5
wysoka ekspresje EGFRwt i 3. wysoka ekspresje EGFRMUTSKHET § wysoka ekspresj¢ EGFRwt
oraz 4. na proliferacje komorek prawidtowych.

Wykazano, ze zastosowanie agonisty EGFR w odniesieniu do komérek wykazujgcych
wysoka ekspresje mutanta aktywujgcego heterodimeryzujacego EGFR i wysoka ekspresje
EGFRwt skutkuje silnym efektem cytotoksycznym i/lub zablokowaniem proliferacji. Nie
wykazano takich efektow wobec komorek wykazujgcych niskg ekspresje EGFR, w tym
komorek prawidlowych. Nie wykazano takiego efektu wobec komérek wykazujacych wysoka
ekspresje jedynie mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR. W przypadku tych
linii agonisci EGFR wykazywali brak dzialania lub dzialanie pobudzajace w nizszych
stezeniach (przykladowo, 10 ng/ml) a erlotinib wykazywal dziatanie hamujgce proliferacje
(Tab. 2). Nie wykazano takiego efektu wobec komoérek wykazujacych wysokg ekspresje
jedynie EGFRwt jesli stosowano agonistow w niskim stezeniu, przykladowo 10 ng/ml. Jesli
badano komoérki wykazujace jedynie wysoka ekspresje EGFR to konieczne bylo zastosowanie
agonistow EGFR w ste¢zeniu co najmniej 20 ng/ml i przy czasie ekspozycji dtuzszym niz 48 h
aby zaobserwowaé wyrazny efekt cytotoksyczny. Efekt cytotoksyczny wywolywany przy
wyzszych st¢zeniach i po dluzszym czasie ekspozycji byt znoszony przez erlotinib.



Odpowiedni dobor linii komorkowych pozwolil wskazaé cechy jakie musza zosta¢ spetnione
aby agonista EGFR wykazal dzialanie przeciwnowotworowe.

Ponadto wykazano, ze zastosowanie agonisty HGFR w odniesieniu do komoérek
wykazujacych wysoka ekspresje mutanta aktywujacego heterodimeryzujagcego EGFR i
wysoka ekspresj¢ MET (HGFRwt) skutkuje silnym efektem cytotoksycznym i/lub
zablokowaniem proliferacji. Nie wykazano takich efektow wobec komoérek z niska ekspresja
HGFR, w tym komoérek prawidlowych. Nie wykazano takiego efektu wobec komdrek
wykazujacych wysoka ekspresje jedynie mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR.
W przypadku tych linii agonista HGFR wykazywat brak dzialania lub dzialanie pobudzajace
w nizszych stezeniach. SU11274 wykazywal inhibicj¢ proliferacji jesli agoniste HGFR
stosowano w nizszych st¢zeniach i zablokowanie efektu cytotoksycznego zaleznego od
wyzszych stezen (Tab. 3). Nie wykazano takiego efektu wobec komérek wykazujacych
wysoka ekspresje jedynie MET (HGFRwt) jesli stosowano agonistdw w nizszych stezeniach
(przyktadowo 10 ng/ml). Wykazano efekt cytotoksyczny HGF wobec komérek wykazujacych
wysoka ekspresj¢ HGFR ale nie EGFRMUTHET jeg]j stezenie agonisty wynosilo co najmnie;j
20 ng/ml a czas ekspozycji komdrek duzszy niz 48 h.

Efekt cytotoksyczny agonisty EGFR byl znoszony przez erlotinib w liniach z wysoka
ekspresja EGFR i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR. Efekt cytotoksyczny
agonisty HGFR byt znoszony w liniach z wysoka ekspresja HGFR i mutanta aktywujacego
heterodimeryzujacego EGFR przez SU11274. Jest to wynik potwierdzajacy, ze za efekt
cytotoksyczny w przypadku komoérek z nadekspresjy EGFR 1 mutanta aktywujacego
heterodimeryzujacego EGFR odpowiedzialna jest aktywacja EGFR jego agonista. Natomiast
w  przypadku  komoérek  wykazujagcych  nadekspresj¢  mutanta  aktywujgcego
heterodimeryzujacego EGFR i MET za taki efekt odpowiada aktywacja agonista MET.
Wskazuje to rowniez, ze blokery kinaz tyrozynowych EGFR (erlotinib) i MET (SU11274)
moga wywiera¢ w pewnych okolicznosciach efekty pozytywny wobec komorek
nowotworowych — blokowa¢ antynowotworowe dziatanie endogennych ligandow EGFR i
MET. Nalezy oczywiscie pamigtaé, ze w wielu warunkach udowodniono pozytywny wpltyw
na proliferacje komdrek nowotworowych agonistéw receptoréw EGFR i HGFR [Tanaka K,
Herbst RS]. Autorzy zgloszenia uwidaczniajg bowiem, iz agonisci EGFR i HGFR wykazali w
wigkszosci prowadzonych na potrzeby tego wniosku badan dzialanie pronowotworowe
(promitotyczne) wobec komdrek innych niz wykazujace réwnoczesng nadekspresja EGFR i
mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR (EGFRMUTHHET) czy HGFR i mutanta
aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR. Przykladowo, dla linii wykazujacych jedynie
nadekspresje EGFR wykazano promitotyczny wplyw agonisty EGFR w nizszych stezeniach
(Tab. 2). Dla linii wykazujacych jedynie ekspresje HGFR promitotyczny wplyw agonisty
HGFR w nizszych st¢zeniach (Tab. 3). Wywolanie $mierci komérek z nadekspresjg jedynie
EGFR czy jedynie HGFR wymagalo zastosowania agonistow tych receptorow w st¢zeniach
wyzszych niz 20 ng/ml i czasu ekspozycji dtuzszego niz 48h.

W przedstawionych tutaj warunkach eksperymentalnych blokowanie wptywu agonisty EGFR
wywolane przez erlotinib i agonisty HGFR przez SU11274 potwierdzilo specyficzne
dzialanie tych agonistow.
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Poza badaniami cytotoksycznosci przeprowadzono badania funkcjonalne samych receptorow
EGFR, MET, a takze mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR. Postuzono sie
badaniami receptorow wykazujacymi zwigzek miedzy stopniem ich ufosforylowania a
efektem cytotoksycznym. Zgodnie z danymi literaturowymi ekspozycja komorek na EGF
powoduje fosforylacje EGFR [Honegger AM, Hsu CY]. Dodanie erlotinibu do pozywki
hodowlanej zapobiega, zgodnie z przewidywaniami, fosforylacji tego receptora i mutanta
aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR [Downward J]. Badanie to przeprowadzono
rownolegle z badaniem cytotoksycznosci. Uwidoczniono, ze zastosowane molekuty, zaréwno
czynniki wzrostu (EGF, HGF) jak i blokery ich receptoréw (erlotinib, SU11274) wykazaty

specyficzne efekty.

Tabelaryczne podsumowanie wynikow otrzymanych podczas badar in vitro w czasie

rzeczywistym

Tab. 2. Wptyw EGF i erlotinibu na badane linie komdrkowe.

Typ komérek/ Niska ekspresja Wiysoka ekspresja Wysoka ekspresja WysokaMeUkTigl;{eEﬁJa
7 EGFRwt EGFRwt . EGFR
astosowany B EGFRwt i . .

. rak Brak MUTakHET Niska ekspresja
Zwigzek EGFRMUT&ET | popgMutaser | EGFR EGFRwt
DMSO Brak efektu Brak efektu Brak efektu Brak efektu

(dimetylosulfotlenek) Proliferacja Proliferacja Proliferacja Proliferacja
yrosutlotiene komorek komorek komorek komorek
Pobudzenie
proliferacji/Brak
Pobudzenie c ef;:(l:l?;/ Eikt Zahamowgnie Pobudzenie
Agonista EGFR proliferacji/Brak yto ZSZ chy W | proliferacji/Smieré | proliferacji/Brak
efektu wyzszyel komérek efektu
stezeniach i po
dtuzszym czasie
ekspozycji
Zablokowanie
zahamowania
proliferacji
Zablokowanie
Zniesienie efektu Zniesienie efektu efektu Zniesienie efektu
wywotywanego wywolywanego cytotoksycznego wywolywanego
Agonista EGFR + przez agoniste przez agonistg wywolanego przez przez agoniste
Erlotinib EGFR EGFR agoniste EGFR EGFR
Zahamowanie Zahamowanie (odwrdcenie Zahamowanie
proliferacji proliferacji efektow proliferacji
wywolanych przez
agoniste EGFR
opisanych w
komoéree powyzej)
Tab. 3. Wplyw HGF i SU11274 na badane linie komérkowe.
Typ komérek/ Niska ekspresja Wysoka ekspresja Wysoka ekspresja wysoka nfukﬁmsi!a
7 HGFRwt HGFRwt . EGFR
astosowany HGFRwt i " .

. Brak Brak MUTakHET niska ekspresja
Zwigzek EGFRMUTSHET | popgMutiser | EGFR HGFR
DM Brak efektu Brak efektu Brak efektu Brak efektu

SO . - . . . . : .
(dimetylosulfotlenek) Proliferacja Proliferacja Proliferacja Proliferacja
Y © komorek komoérek komérek komorek




Pobudzenie

proliferacji/brak
efektu w nizszych
Pobudzenie stezeniach/ Zahamowanie Pobudzenie
Agonista HGFR proliferacji/brak Smieré komérek w | proliferacji/Smieré proliferacji/brak
efektu wyzszych komoérek efektu
stezeniach lub po
dhuzszym czasie
ekspozycji
Zablokowanie
zahamowania
proliferacji
Zablokowanie
Zniesienie efektu Zniesienie efektu efektu Zniesienie efektu
wywolywanego wywolywanego cytotoksycznego wywolywanego
Agonista HGFR + przez agoniste przez agoniste wywolanego przez przez agonistg
SU11274 HGFR HGFR agoniste¢ HGFR HGFR
Zahamowanie Zahamowanie (odwrécenie Zahamowanie
proliferacji proliferacji efektéw proliferacji
wywolanych przez
agoniste HGFR
opisanych w
komdree powyzej)
Tab. 4. Wptyw HGF i EGF na badane linie komoérkowe.
\ Niska ekspresja Wysoka ekspresja . Wysoka ekspresja
szp komérek/ | HGERwti EGFRwt | HGFRiEGFRwt | (\voookaekspresia | poppwiTaceTy
astosowany Brak Brak HGFRwt i EGFRwt iska .
Zwigzek r T i EGFRMUTET | Diska ekspresja
2 EGFRMUTSHET EGFRMUTSHET HGFR i EGFR
DMSO Brak efektu Brak efektu Brak efektu Brak efektu
(dimetylosulfotlenek) Prollfe:raqa Prohfefrac]a Prollfe'raCJa Prohfefrac_]a
komérek komérek komorek komorek
Pobudzenie
proliferacji/brak
efektu nizsze
Agonista HGER/ Pgbudzg_nie stezenia. Efekt Za'lhamg.wgni.e , Pc?budz?nie
Agonista EGFR proliferacji/brak cytotolfsyczny w prollferaCJ,1 Smier¢ proliferacji/brak
efektu wyzszych komérek efektu
stezeniach, po
dhuzszym czasie
ekspozycji
Zablokowanie
zahamowania
proliferacji
Zablokowanie
efektu
Zniesienie efektu Zniesienie efektu cytotoksycznego Zniesienie efektu
Agonista HGER/ wywolywar!ego wywo%ywaqego wywo%ane_go przez wywo})wvan_ego
Agonista EGFR przez agoniste przez agoniste agoniste przez agonistg
+erlofini HGFR/EGFR HGFR/EGFR HGFR/EGFR HGFR/EGFR
erlotinib/SU11274 . . . .
Zahamowanie Zahamowanie (odwrocenie Zahamowanie
proliferacji proliferacji efektow proliferacji
wywolanych przez
agoniste
HGFR/EGFR

opisanych w

komoérce powyzej)

*EGFRVV™ET_ mutant aktywujacy heterodimeryzujacy EGFR

12



10.

11.

12.

13.

14.

Liu P, Cleveland TE 4th, Bouyain S, Byrne PO, Longo PA, Leahy DJ. A single ligand
is sufficient to activate EGFR dimers. Proc Natl Acad Sci U S A.
2012;109(27):10861-6.

Sattler M, Reddy MM, Hasina R, Gangadhar T, Salgia R.The role of the c-Met
pathway in lung cancer and the potential for targeted therapy. Ther Adv Med Oncol.
2011;3(4):171-84.

Herbst RS. Review of epidermal growth factor receptor biology. Int. J. Radiat. Oncol.
Biol. Phys. 2004; 59 (2 Suppl): 21-6.

Normanno N, De Luca A, Bianco C, Strizzi L, Mancino M, Maiello MR, Carotenuto
A, De Feo G, Caponigro F, Salomon DS. Epidermal growth factor receptor (EGFR)
signaling in cancer. Gene. 2006;366(1):2-16.

Kuan CT, Wikstrand CJ, Bigner DD. EGF mutant receptor vIII as a molecular target
in cancer therapy. Endocr. Relat. Cancer. 2001; 8 (2): 83-96.

Zeineldin R, Ning Y, Hudson LG. The Constitutive Activity of Epidermal Growth
Factor Receptor vIII Leads to Activation and Differential Trafficking of Wild-type
Epidermal Growth Factor Receptor and erbB2 Journal of Histochemistry &
Cytochemistry. 2008; 58(6): 529—541.

Garnett J, Chumbalkar V, Vaillant B, Gururaj AE, Hill KS, Latha K, Yao J, Priebe W,
Colman H, Elferink LA, Bogler O. Regulation of HGF Expression by AEGFR-
Mediated c-Met Activation in Glioblastoma Cells. Neoplasia. 2013;15(1):73-84.

Red Brewer M, Yun CH, Lai D, Lemmon MA, Eck MJ, Pao W. Mechanism for
activation of mutated epidermal growth factor receptors in lung cancer. Proc Natl
Acad SciU S A. 2013 Sep 9. [Epub ahead of print]

Shan Y, Eastwood MP, Zhang X, Kim ET, Arkhipov A, Dror RO, Jumper J, Kuriyan
J, Shaw DE.Oncogenic mutations counteract intrinsic disorder in the EGFR kinase and
promote receptor dimerization. Cell. 2012;149(4):860-70.

Okabe T, Okamoto I, Tamura K, Terashima M, Yoshida T, Satoh T, Takada M,
Fukuoka M, Nakagawa K Differential constitutive activation of the epidermal growth
factor receptor in non-small cell lung cancer cells bearing EGFR gene mutation and
amplification. Cancer Res. 2007,67(5):2046-53.

Lynch TJ, Bell DW, Sordella R, Gurubhagavatula S, Okimoto RA, Brannigan BW,
Harris PL, Haserlat SM, Supko JG, Haluska FG, Louis DN, Christiani DC, Settleman
J, Haber DA. Activating mutations in the epidermal growth factor receptor underlying
responsiveness of non-small-cell lung cancer to gefitinib. N. Engl. J. Med. 2004; 350
(21): 2129-39.

Zenonos K, Kyprianou K. RAS signaling pathways, mutations and their role in
colorectal cancer. World J Gastrointest Oncol. 2013;5(5):97-101.

Karakas B, Bachman KE, Park BH. Mutation of the PIK3CA oncogene in human
cancers Cancer Res. 2013;73(1):276-84.

Teng DH, Hu R, Lin H, Davis T, Iliev D, Frye C, Swedlund B, Hansen KL, Vinson
VL, Gumpper KL, Ellis L, El-Naggar A, Frazier M, Jasser S, Langford LA, Lee J,

13



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Mills GB, Pershouse MA, Pollack RE, Tornos C, Troncoso P, Yung WK, Fujii G,
Berson A, Steck PA, et al. MMACI1/PTEN mutations in primary tumor specimens and
tumor cell lines. Cancer Res. 1997;57(23):5221-5.

Moon SH, Kim DK, Cha Y, Jeon I, Song J, Park KS. PI3K/Akt and Stat3 signaling
regulated by PTEN control of the cancer stem cell population, proliferation and
senescence in a glioblastoma cell line. Int J Oncol. 2013;42(3):921-8.

Sabova L, Kretova M, Luciakova K.New insights into the role of NF1 in cancer.
Neoplasma. 2013;60(3):233-9.

Engelman JA, Zejnullahu K, Mitsudomi T, Song Y, Hyland C, Park JO, Lindeman N,
Gale CM, Zhao X, Christensen J, Kosaka T, Holmes AJ, Rogers AM, Cappuzzo F,
Mok T, Lee C, Johnson BE, Cantley LC, Jinne PA. MET Amplification Leads to
Gefitinib Resistance in Lung Cancer by Activating ERBB3 Signaling. Science. 2007,
316 (5827): 1039-43.

Sos, ML, Koker, M, Weir BA, Heynck S, Rabinovsky R, Zander T, Seeger JM, Weiss
J, Fischer F, Frommolt P, Michel K, Peifer M, Mermel C, Girard L, Peyton M, Gazdar
AF, Minna JD, Garraway LA, Kashkar H, Pao W, Meyerson M, Thomas RK. PTEN
Loss Contributes to Erlotinib Resistance in EGFR-Mutant Lung Cancer by Activation
of Akt and EGFR. Cancer Research 2009; 69 (8): 3256-3261.

Raymond E, Faivre S, Armand J. Epidermal growth factor receptor tyrosine kinase as
a target for anticancer therapy. Drugs. 2000;60 Suppl 1:42.

Comoglio PM, Giordano S, Trusolino L. Drug development of MET inhibitors:
targeting oncogene addiction and expedience. Nat Rev Drug Discov. 2008;7 (6): 504—
16.

Tang Z, Du R, Jiang S, Wu C, Barkauskas DS, Richey J, Molter J, Lam M, Flask C,
Gerson S, Dowlati A, Liu L, Lee Z, Halmos B, Wang Y, Kern JA, Ma PC. Dual MET
EGFR combinatorial inhibition against T790M-EGFR-mediated erlotinib-resistant
lung cancer, Br J Cancer. 2008; 99(6):911-22.

Courtois-Cox S, Jones SL, Cichowski K. Many roads lead to oncogene-induced
senescence. Oncogene. 2008;27: 2801-2809.

Garcia R, Franklin RA, McCubrey JA. Cell Death of MCF-7 Human Breast Cancer
Cells Induced by EGFR Activation in the Absence of Other Growth Factors. Cell
Cycle. 2006;5(16):1840-6.

Gunther HS, Schmidt NO, Phillips HS, Kemming D, Kharbanda S, Soriano R,
Modrusan Z, Meissner H, Westphal M, Lamszus K. Glioblastoma-derived stem cell-
enriched cultures form distinct subgroupsaccording to molecular and phenotypic
criteria. Oncogene. 2008; 27: 2897-2909.

Armstrong DK, Kaufmann SH, Ottaviano YL, Furuya Y, Buckley JA, Isaacs JT,
Davidson NE. Epidermal growth factor-mediated apoptosis of MDA-MB-468 human
breast cancer cells. Cancer Res. 1994;54: 5280-5283.

Gan HK, Cvrljevic AN, Johns TG. The epidermal growth factor receptor variant III
(EGFRVIII): where wild things are altered. FEBS J. 2013 Jun 18. doi:
10.1111/febs.12393. [Epub ahead of print]

14



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Stockhausen MS, Broholm H, Villingshej M, Kirchhoff M, Gerdes T, Kristoffersen K,
Kosteljanetz M, Spang-Thomsen M, Poulsen HS. Maintenance of EGFR and
EGFRUVIII expressions in an in vivo and in vitro model of human glioblastoma
multiforme. Experimental Cell Research 2011; 317(11):1513-1526.

Jun HJ, Acquaviva J, Chi D, Lessard J, Zhu H, Woolfenden S, Bronson RT, Pfannl R,
White F, Housman DE, Iyer L, Whittaker CA, Boskovitz A, Raval A, Charest A.
Acquired MET expression confers resistance to EGFR inhibition in a mouse model of
glioblastoma multiforme. Oncogene. 2012;31(25):3039-50.

Schneider MR, Wolf E. The epidermal growth factor receptor ligands at a glance. J
Cell Physiol. 2009;218(3):460-6.

Tanaka K, Babic I, Nathanson D, Akhavan D, Guo D, Gini B, Dang J, Zhu S, Yang H,
De Jesus J, Amzajerdi AN, Zhang Y, Dibble CC, Dan H, Rinkenbaugh A, Yong WH,
Vinters HV, Gera JF, Cavenee WK, Cloughesy TF, Manning BD, Baldwin AS,
Mischel PS. Oncogenic EGFR signaling activates an mTORC2-NF-kB pathway that
promotes chemotherapy resistance. Cancer Discov. 2011;1(6):524-38.

Honegger AM, Kris RM, Ullrich A, Schlessinger J. Evidence that autophosphorylation
of solubilized receptors for epidermal growth factor is mediated by intermolecular
cross-phosphorylation. Proc Natl Acad Sci U S A. 1989;86(3):925-9.

Hsu CY, Hurwitz DR, Mervic M, Zilberstein A. Autophosphorylation of the
intracellular domain of the epidermal growth factor receptor results in different effects
on its tyrosine kinase activity with various peptide substrates. Phosphorylation of
peptides representing Tyr(P) sites of phospholipase C-gamma. J Biol Chem.
1991;266(1):603-8.

Downward J, Parker P, Waterfield MD. Autophosphorylation sites on the epidermal
growth factor receptor. Nature. 1984;311(5985): 483-5.

15



Przyklady
Analiza w oparciu o metody obrazowe (CT-Biostation)

Przyklad 1. W celu sprawdzenia terapeutycznego efektu agonisty EGFR wykonano nastepujacy
eksperyment. Badano 4 rodzaje komoérek w obecnosci podstawowego agonisty EGFR:

Badanie agonisty EGFR — EGF

a. Wykazujace niski poziom EGFR i brak ekspresje mutanta aktywujgcego EGFR (testowano
EGFRvIII)
. Wykazujace wysoki poziom EGFR i brak EGFRVIII
c. Wykazujace wysoki poziom EGFRVIII i niskg ekspresje EGFR
d. Wykazujace wysoki poziom EGFR i wysoki poziom EGFRVIII

Komérki umieszczono w adherentnych naczyniach hodowlanych 6-dotkowych. Aby odtworzyé wynik
nalezy postgpowac zgodnie z ponizszymi zaleceniami. Zalecenia wykonano dla wszystkich w/w 4 linii
komoérkowych:

Dzien 1

1. Komérki w konfluencji do 90% przeplukaé buforowana sola fizjologiczna bez jonow Mg™* i
Ca”" Usunaé PBS.

2. Nastepnie komorki odkleié¢ od naczynia uzywajgc Trypsyny-EDTA (0,05%, 1X) w czasie 1-3
min w 37°C.

3. Komorki przenie$¢ do probéwki o objetosci 15 ml, zwirowaé (200xg, 4 min) i zawiesié¢ w
pozywce DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy z 10% surowicg bydlgca i antybiotykami.

4. Zliczy¢ komorki,

5. Doda¢ 5x10* komérek na dotek adherentnej plytki 6-dotkowe;.

6. Uzupehi¢ w/w pozywka i pozostawi¢ na ok. 12 godzin.

Dzien 2

7. Komérki przemyé 2-3 razy buforowana sola fizjologiczng bez jonéw Mg™" i Ca®*. Usunaé
dokladnie PBS kazdorazowo.

8. Doda¢ 2,5 ml uprzednio przygotowanej pozywki z odpowiednimi zwigzkami (patrz nizej).
Przygotowa¢ pozywk¢ DMEM z wysokim stezeniem glukozy z antybiotykami bez surowicy.
Naczynie A — wszystkie 4 rodzaje komorek — do wszystkich 4 rodzajéow komérek: DMSO (1,5
ul/1 ml) w 5 ml DMEM z wysokim stezeniem glukozy bez surowicy.

Naczynie B — wszystkie 4 rodzaje komoérek — do wszystkich 4 rodzajéw komodrek EGF (10
ng/ml), w 5 ml DMEM 2z wysoka stezeniem glukozy wysokim st¢zeniem glukozybez
surowicy.

Naczynie C — wszystkie 4 rodzaje komérek — do wszystkich 4 rodzajow komérek EGF (10
ng/ml) i Erlotinib (15 pM) w 5 ml DMEM z wysokim st¢Zzeniem glukozy bez surowicy.

9. Wstawi¢ naczynie z komoérkami do CT-Biostation. Opisa¢ plytke i kazdy dotek.

10. Dokona¢ automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstgpach 3 godzinnych.

Kolejne dni

11. Co 24 godziny zmienia¢ pozywke pamigtajac o dodawaniu DMSO/EGF/Erlotinibu do
odpowiednich naczyn powyzej okreslonych jako A, B i C.
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12. Wstawi¢ komorki do CT-Biostation.

13. Dokona¢ automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstgpach 3  godzinnych.
Oprogramowanie CT-Biostation pozwala na automatyczne zliczanie komorek i pola
powierzchni zajmowanego przez te komorki.

14. Analogiczne obserwacje z mniejsza dokladnoscig moga zostaé wykonane dzigki zastosowaniu
mikroskopu JULI czy zwyklego mikroskopu $wietlnego. Nalezy jednak pamigtaé, ze CT-
Biostation umozliwia zachowanie warunkéw srodowiska w czasie eksperymentu i obserwacje
wielu naczyn hodowlanych réwnoczes$nie.

Komérki wykazujace wysoks ekspresje EGFRvilt § EGFRWT

N
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Rye. 5. Wplyw DMSO, EGF (10 ng/ml) a takze kombinacji EGF (10ng/ml) / Erlotinib (15 uM) na komérki
wykazujace wysoka ekspresje mutanta aktywujacego EGFR (EGFRVIII) i EGFRwt. O$ X — czas; o Y —liczba
komorek; linia czerwona — komorki pod wplywem EGF; linia niebieska — komarki pod wptywem DMSO; linia
zielona — komoérki pod wptywem EGF i Erlotinibu.



Komérki wykazujace niska ekspresje EGFRWT i brak EGFRvi}l
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Ryc. 6. Wptyw DMSO, EGF (10ng/ml) a takze kombinacji EGF (10ng/ml) / Erlotinib (15 uM) na komorki
wykazujace niska ekspresj¢ EGFRwt i brak EGFRVIIL. O$§ X - czas; 0§ Y — liczba komérek; linia czerwona —
komérki pod wptywem EGF; linia niebieska — komérki pod wptywem DMSO; linia zielona — komérki pod
wptywem EGF i Erlotinibu.

Obserwacje

W warunkach kontrolnych komérki wykazujace wysoka ekspresj¢ EGFRvIII i EGFRwt namnazajg si¢
(niebieska linia). Agonista EGFR wywotuje $mieré (wywoluje efekt cytotoksyczny) komorek
wykazujacych wysoka ekspresj¢ EGFRVII i EGFRwt in vitro (czerwona linia). Dodanie Erlotinibu
wraz z EGF do komorek wykazujacych wysoka ekspresje EGFRVIII i EGFRwt powoduje zniesienie
cytotoksycznego efektu EGF (zielona linia).

Podsumowanie wynikéw

AD. a
Komorki wykazujace niski poziom EGFR i brak EGFRvIII

Po dodaniu EGF w stezeniu 10 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych niski poziom EGFR i brak
EGFRvVII obserwowano przejsciowo niewielkie pobudzenie proliferacji w porownaniu z komérkami
eksponowanymi na DMSO. Dodanie Erlotinibu wraz z EGF do tych komérek nie wywotywato w
opisanych warunkach zadnych efektow.

Ad. b
Komoérki wykazujace wysoki poziom EGFR i brak EGFRVIII

Komoérki wykazujace wysoka ekspresje EGFRwt i brak EGFRVIII eksponowane na DMSO ulegaly
podzialom w czasie obserwacji. Po dodaniu EGF do hodowli tych komérek obserwowano przejsciowo
wzmozong proliferacje. Erlotinib znosit ten efekt — znosit wzmocnienie proliferacji indukowane przez
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EGF. Jest to wynik zgodny z klasycznym rozumieniem dzialania czynnikéw wzrostu. Czynnik
wzrostu wzmaga proliferacj¢ a blokowanie jego receptora uniemozliwia proliferacje komoérek.

Ad.c
Komorki wykazujace wysoki poziom EGFRVIII i niski poziom EGFRwt

Po dodaniu EGF w stgzeniu 10 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych niskg ekspresje EGFRwt i
wysoki poziom mutanta EGFRVIII obserwowano przejsciowo wzmozong proliferacje. Erlotinib znosit
ten efekt — znosit wzmocnienie proliferacji indukowane przejsciowo przez EGF. Jest to wynik zgodny
z klasycznym rozumieniem dzialania czynnikéw wzrostu. Czynnik wzrostu wzmaga proliferacje.
Blokowanie jego receptora uniemozliwia proliferacje komorek.

Ad. d
Komorki wykazujace wysoki poziom EGFRwt i EGFRVIII

Po dodaniu EGF w st¢zeniu 10 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych wysoka ekspresje EGFRwt i
EGFRVIII obserwowano bardzo krétkotrwala (3 godziny) proliferacje komoérek. Po kilku godzinach
widoczne bylo silne zahamowanie proliferacji i §mieré komérek wykazujacych wysoka ekspresje
EGFRwt i EGFRVIII, a eksponowanych na EGF. Dodanie do hodowli tych komérek Erlotinibu wraz z
EGF znosito antymitotyczne dzialanie EGF. Komorki wykazujace wysoki poziom EGFRwt i
EGFRVIII eksponowane na EGF 1 Erlotinib nie namnazaly si¢ tak szybko jak w warunkach
kontrolnych, to jest po dodaniu DMSO ale nie byt obserwowany efekt cytotoksyczny.

Przyklad 2. W celu sprawdzenia terapeutycznego efektu agonisty EGFR — Betaceluliny (BTC)
wykonano nastgpujacy eksperyment:

Badanie agonisty EGFR - Betaceluliny (BTC)
Badano 4 rodzaje komorek w obecno$ci podstawowego agonisty EGFR:

Wykazujace niski poziom EGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR
Wykazujace wysoki poziom EGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR
Wykazujace wysoki poziom mutanta aktywujacego EGFR i niskg ekspresj¢ EGFR
Wykazujace wysoki poziom EGFR i wysoki poziom mutanta aktywujacego
heterodimeryzujacego EGFR

2o oo

Komoérki umieszczono w adherentnych naczyniach 6-dotkowych. Aby odtworzy¢ wynik nalezy
postgpowac zgodnie z poniZzszymi zaleceniami. Zalecenia wykonano dla wszystkich 4 linii
komérkowych. W celu wykonania eksperymentu dla kazdej z 4 linii hodowlanych przygotowano 3
dotki z komorkami (w sumie 12 dotkéw):

Dzien 1

1. Komérki w konfluencji do 90% przephukaé buforowana solg fizjologiczna bez jonow Mg*' i
Ca®". Usunaé PBS.

2. Nastgpnie komoérki odklei¢ od naczynia uzywajac Trypsyny-EDTA (0,05%, 1X) w czasie 1-3
min w 37°C.

3. Komérki przenie$¢ do proboéwki o objetosci 15 ml, zwirowaé (200xg, 4 min) i zawiesié¢ w
pozywce DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy z 10% surowicg bydlec i antybiotykami.

4. Zliczy¢ komorki.



5. Dodaé 5x10* komérek na dotek adherentnej pytki 6-dotkowe;.
6. Uzupehi¢ w/w pozywka i pozostawi¢ na ok. 12 godzin.
Dzien 2

7. Komérki przemy¢ 2-3 razy buforowana sola fizjologiczna bez jonéw Mg*" i Ca®*. Usunaé
doktadnie PBS kazdorazowo.

8. Doda¢ 2,5 ml uprzednio przygotowanej pozywki z odpowiednimi zwigzkami (patrz nizej).
Przygotowaé pozywk¢ DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy z antybiotykami bez surowicy.
Naczynie A — wszystkie 4 rodzaje komérek — do wszystkich 4 rodzajéw komérek: DMSO (1,5
ul/1 ml) w 5 ml DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy bez surowicy.

Naczynie B — wszystkie 4 rodzaje komérek — do wszystkich 4 rodzajéw komoérek BTC (10
ng/ml), w 5 ml DMEM z wysokim stezeniem glukozy bez surowicy.

Naczynie C — wszystkie 4 rodzaje komérek — do wszystkich 4 rodzajéw komoérek BTC (10
ng/ml) i Erlotinib (15 pM) w 5 ml DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy bez surowicy.

9. Wstawi¢ naczynie z komérkami do CT-Biostation. Opisaé plytke i kazdy dotek.

10. Dokona¢ automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstgpach 3 godzinnych.

Kolejne dni

11. Co 24 godziny zmienia¢ pozywke¢ pamietajac o dodawaniu DMSO/BTC/Erlotinibu do
odpowiednich naczyn powyzej okreslonych jako A, B i C.

12. Wstawi¢ komoérki do CT-Biostation.

13. Dokona¢ automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstgpach 3  godzinnych.
Oprogramowanie CT-Biostation pozwala na automatyczne zliczanie komérek 1 pola
powierzchni zajmowanego przez te komorki.

14. Analogiczne obserwacje z mniejsza dokladnoscig mogg zosta¢ wykonane dzieki zastosowaniu

mikroskopu JULI czy zwyklego mikroskopu swietlnego. Nalezy jednak pamietaé, ze CT-
Biostation umozliwia zachowanie warunkow Srodowiska w czasie eksperymentu i obserwacje
wielu naczyn hodowlanych réwnoczes$nie.

Ponizej przedstawiono wplyw badanych substancji na komorki wykazujace wysoka ekspresje
EGFRwt i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujgcego EGFR.
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Ryc. 7. Betacelulina (BTC) w st¢zeniu 10 ng/ml nasila proliferacje komoérek wykazujacych wysoka ekspresje
EGFR przy braku mutanta aktywujacego EGFR natomiast Erlotinib znosi ten efekt.

Ponizej przedstawiono wplyw badanych substancji na komorki wykazujace wysoka ekspresje
EGFRwt i mutanta aktywujgcego EGFR.



DMSOOh N

BTC/ERLOTINIB

Ryc. 8. Betacelulina (BTC) w stezeniu 10 ng/ml wywoluj¢ $émieré komodrek wykazujacych wysoka ekspresje
EGFRwt i mutanta aktywujacego EGFR. Erlotinib znosi ten efekt wywotywany przez BTC.

Podsumowanie wynikéw

AD. a

Komorki wykazujace niski poziom EGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR



Po dodaniu BTC w stezeniu 10 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych niski poziom EGFR i brak
mutanta aktywujgcego heterodimeryzujacego EGFR obserwowano przejsciowo niewielkie pobudzenie
proliferacji w poréwnaniu z komérkami eksponowanymi na DMSO. Dodanie Erlotinibu wraz z BTC
do tych komoérek nie wywolywalo w opisanych warunkach wyraznego efektow.

Ad. b

Komérki wykazujace wysoki poziom EGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego
EGFR :

Po dodaniu BTC w stezeniu 10 ng/m! do hodowli komérek wykazujacych wysoka ekspresje EGFRwt i
brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR obserwowano przejsciowo wzmozong
proliferacje. Erlotinib znosit ten efekt — znosit wzmocnienie proliferacji indukowane przez BTC. Jest
to wynik zgodny z klasycznym rozumieniem dzialania czynnikéw wzrostu. Czynnik wzrostu wzmaga
proliferacjg a blokowanie jego receptora uniemozliwia proliferacj¢ komorek.

Ad. ¢

Komérki wykazujace wysoki poziom ekspresji mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR i
niski poziom EGFR

Po dodaniu BTC w stezeniu 10 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych niska ekspresje EGFRwt i
wysoki poziom mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR nie obserwowano wyraznego
efektu. Erlotinib nie wykazywal wyraznego efektu w odniesieniu do tych komérek eksponowanych na
BTC.

Ad. d
Komorki wykazujace wysoki poziom EGFR i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR

Widoczne bylo zahamowanie proliferacji i Smier¢ komorek wykazujgcych wysokg ekspresje EGFRwt
i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR, a eksponowanych na BTC w stezeniu 10 ng/ml.
Erlotinib podany wraz z BTC do tej hodowli znosilo cytotoksyczne dzialanie BTC. Komorki
wykazujgce wysoki poziom EGFR i mutanta aktywujacego EGFR eksponowane na BTC i erlotinib
zachowuja si¢ podobnie jak w warunkach kontrolnych to jest po dodaniu DMSO.

Przyklad 3. Przyklad przedstawia badanie wplywu agonisty receptora MET — HGF. Badanie
wykonano za pomoca pomiaru potencjalu powierzchniowego komorek. W celu ustalenia w jaki
sposéb HGF wplynie na proliferacj¢ badanych linii komoérkowych zastosowano urzadzenie X-
CELLigence. W tym przypadku, zgodnie ze specyfikacja urzadzenia X-CELLigence, dokonywano
pomiaru konduktancji wywolywanej przez komorki hodowane w monowarstwie.

Badano 4 rodzaje komérek w obecnosci agonisty MET (HGFR) tj. HGF:

a. Wykazujace niski poziom MET 1 brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR
. Wykazujace wysoki poziom MET i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR
c. Wykazujace wysoki poziom mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR i niski
poziom MET
d. Wykazujace wysoki poziom MET i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR

Komoérki umieszczono w naczyniach 16-dotkowych przeznaczonych do urzadzenia X-CELLigence. W
celu wykonania eksperymentu dla kazdej z 4 linii hodowlanych przygotowano 3 dotki z komorkami
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(w sumie 12 dotkéw). Protokot postepowania jest identyczny dla kazdej z linii, aby odtworzy¢ wynik

nalezy postepowaé zgodnie z ponizszymi zaleceniami. Procedure wykonano dla wszystkich 4 linii
komorkowych.

1. Komérki w konfluencji do 70% (koniecznie w fazie logarytmicznej, nie koncowej) przeptukaé
buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg2+ i Ca2+. Usuna¢ PBS.

2. Nastepnie dodaé¢ Trypsyny-EDTA (0,05%, 1a), 3 min w 37°C.

3. Wirowaé (1100 rpm, 7 min).

4. Odciagna¢ supernatant i bardzo dokladnie zawiesi¢ w pozywce DMEM z wysokim stezeniem
glukozy 1 10% surowica bydleca dodajac w pierwszej kolejnosci 300 pl a nastepnie 1800 pl
pozywki.

5. Zliczy¢ komorki uzywajac automatycznego licznika komorek ADAM badz komory Biirkera.

6. Doda¢ 1x10* komérek na dotek plytki 16-dotkowej E-Plate VIEW 16 (Roche). W tym celu
przenies¢ do probowki typu eppendorf odpowiednia ilo$¢ zawiesiny komorek (zawierajaca
wymagang ilo$¢ komérek na wszystkie dotki do analizy) i uzupeli¢ pozywka do wymagane;j
objetosci (200 pl pozywki z komérkami/dotek).

7. Ustawi¢ program RTCA Software (zgodnie z protokotem X-celligence) i skalibrowa¢ plytke z
pozywka bez surowicy. Ustawié krok 2 (step 2) na 80h.

8. Usunaé pozywke bez surowicy i doda¢ komoérki w pozywce z surowicg. Komorki kazdej z
testowanych linii dodaé¢ do 3 dotkéw w plytce 16-dotkowej. Przygotowaé eksperyment w 2-3
powtorzeniach.

9. Uruchomi¢ program i po 6-8h (po przyklejeniu si¢ komoérek ale w fazie logarytmicznego
wzrostu) wymieni¢ pozywke na pozywke bez surowicy i doda¢: DMSO (doda¢ taka objetosé
DMSO w jakiej dodaje si¢ SU11274, czyli 1,5 ul/ml medium), HGF (10 ng/ml), SU11274
(15uM).

10. Po ogrzaniu plytki uruchomi¢ drugi krok (step 2) i przejs¢ do obserwacji wykresow. Po

zakonczeniu kroku 2 eksportowaé zapisany run i usuna¢ plytki z urzadzenia.

Przykladowe obserwacije
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Wynik badania linii wykazujacej wysoka ekspresie HGFRwt i wysoka ekspresje EGFRMUTSHET [ inia

czerwona — komdorki wykazujace wysokg ekspresj¢ HGFRwt i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego

EGFR

nie byly eksponowane ani na HGF ani na SU11274, a jedynie na DMSOQ. Linia zielona — komorki

wykazujace wysoka ekspresie HGFRwt i mutanta aktywujacego heterodimeryzujagcego EGFR byly
eksponowane na HGF (10 ng/ml). Linia niebieska — komdérki wykazujace wysoka ekspresje HGFRwt i mutanta
aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR byly eksponowane na SU11274 i HGF (10 ng/ml). Moment dodania
substancji: 21 godzina eksperymentu (gwattowne obniZenie opornosci). O§ Y — ,,Cell indeks” wartosci rosngce
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wynikaja ze zmiany w rezystencji celi pomiarowej wywotanej wzrostem liczby i powierzchni zajmowanej w celi
przez komoérki. O§ X — czas przeprowadzonej analizy.

Obserwacje

Widoczne jest zahamowanie proliferacji komérek wykazujacych wysoka ekspresje HGFRwt i mutanta
aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR eksponowanych na HGF w ste¢zeniu 10 ng/ml. Dodanie do
hodowli tych komdrek SU11274 wraz z HGF znosi antymitotyczne dziatanie HGF. Komorki
eksponowane na HGF zachowujg si¢ podobnie jak w warunkach kontrolnych (po dodaniu DMSO).
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Ryc. 10. Wynik badania linii wykazujacej wysoka ekspresie HGFRwt (bez EGFRMUTETY [ inja czerwona —

komérki wykazujacej wysoka ekspresje HGFRwt (bez mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR) nie
byly eksponowane ani na HGF ani na SU11274. Linia zielona — komoérki wykazujacej wysoka ekspresje
HGFRwt (bez mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR).byly eksponowane na HGF (10 ng/ml).
Linia niebieska - komorki wykazujacej wysoka ekspresjg HGFRwt (bez mutanta aktywujacego
heterodimeryzujacego EGFR) byly eksponowane na SU11274 i HGF (10 ng/ml). Moment dodania substancji 21
godzina eksperymentu (gwaltowne obnizenie opornoéci- konduktancji). O§ Y — ,,Cell indeks” warto$ci rosngce
wynikaja ze zmiany w rezystencji celi pomiarowej wywotanej wzrostem liczby i powierzchni zajmowanej w celi
przez komorki. O$ X — czas przeprowadzonej analizy.

Podsumowanie wynikow

AD. a
Komorki wykazujace niski poziom MET i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR

Po dodaniu HGF w stezeniu 10 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych niski poziom MET i brak
mutanta aktywujagcego EGFR obserwowano przejsciowo niewielkie pobudzenie proliferacji w
poréownaniu z komérkami eksponowanymi na DMSO. Dodanie SU11274 wraz z HGF do tych
komorek nie wywolywalo w opisanych warunkach efektow.

Ad. b
Komérki wykazujace wysoki poziom MET i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR

Po dodaniu HGF w stezeniu 10 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych wysoka ekspresje HGFRwt
i brak mutanta aktywujacego EGFR obserwowano przejsciowo wzmozong proliferacje. SU11274
znosit ten efekt, to jest znosit wzmocnienie proliferacji indukowane przez HGF. SU11274 hamowat
proliferacje tych komorek. Komoérki poddane dziataniu SU11274 praktycznie nie ulegaly podzialom
po dwoch godzinach od dodania tego zwigzku. Jest to wynik zgodny z klasycznym rozumieniem
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dzialania czynnikéw wzrostu. Czynnik wzrostu wzmaga proliferacj¢. Blokowanie jego receptora
uniemozliwia proliferacje komorek.

Ad. ¢

Komérki wykazujace wysoki poziom mutanta aktywujacego heterodimeryzujgcego EGFR i niski
poziom MET

Komoérki te wykazywaly zdolnos¢ do proliferacji w warunkach kontrolnych. Po dodaniu HGF w
stezeniu 10 ng/ml do hodowli obserwowano przejsciowo wzmozong proliferacje. SU11274 znosit ten
efekt — znosil wzmocnienie proliferacji indukowane przejsciowo przez HGF. SU11274 hamowat
skutecznie proliferacje.

Ad. d
Komérki wykazujace wysoki poziom MET i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR

Widoczne bylo zahamowanie proliferacji komoérek wykazujacych wysoka ekspresje HGFRwt i
mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR, a eksponowanych na HGF w stezeniu 10 ng/ml.
Dodanie do hodowli tych komérek SU11274 wraz z HGF znosilo antymitotyczne dzialanie HGF.
Komérki wykazujace wysoki poziom MET i mutanta aktywujacego EGFR eksponowane na HGF i
SU11274 zachowuja si¢ podobnie jak w warunkach kontrolnych to jest po dodaniu DMSO.

Przyklad 4. W celu sprawdzenia terapeutycznego efektu agonisty EGFR - EGF wykonano
nastepujacy eksperyment:

Badanie agonisty EGFR — EGF
Badano 4 rodzaje komoérek w obecnosci podstawowego agonisty EGFR:

a. Wykazujace niski poziom EGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR
. Wykazujace wysoki poziom EGFR i brak mutanta aktywujgcego heterodimeryzujacego EGFR
c. Wykazujace wysoki poziom mutanta aktywujacego heterodimeryzujgcego EGFR i niska
ekspresj¢ EGFR
d. Wykazujace wysoki poziom EGFR i wysoki poziom mutanta aktywujgcego
heterodimeryzujacego EGFR

Komorki umieszczono w adherentnych naczyniach 6- dotkowych. Aby odtworzyé wynik nalezy
postgpowal zgodnie z ponizszymi zaleceniami. Zalecenia wykonano dla wszystkich 4 linii
komérkowych. W celu wykonania eksperymentu dla kazdej z 4 linii hodowlanych przygotowano 3
dotki z komérkami (w sumie 12 dotkow).

Dzien 1

1. Komérki w konfluencji do 90% przeplukaé buforowang solg fizjologiczna bez jonow Mg®* i
Ca”". Usunaé PBS.

2. Nastepnie komorki odklei¢ od naczynia uzywajac Trypsyny-EDTA (0,05%, 1X) w czasie 1-3
min w 37°C.

3. Komorki przenies¢ do probéwki o objetosci 15 ml, zwirowaé (200xg, 4 min) i zawiesi¢ w
pozywce DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy z 10% surowicg bydleca i antybiotykami.

4. Zliczy¢ komoérki.

5. Dodaé 5x10* komorek na dotek adherentnej plytki 6-dotkowej.



6. Uzupeni¢ w/w pozywka i pozostawi¢ na ok. 12 godzin.
Dzien 2

1. Komérki przemy¢ 2-3 razy buforowana solg fizjologiczng bez jonow Mg™* i Ca®". Usunaé
doktadnie PBS kazdorazowo.

2. Doda¢ 2,5 ml uprzednio przygotowanej pozywki z odpowiednimi zwigzkami (patrz nizej).
Przygotowaé pozywke DMEM z wysokim stezeniem glukozy z antybiotykami bez surowicy.
Naczynie A — wszystkie 4 rodzaje komorek — do wszystkich 4 rodzajéw komérek: DMSO (1,5
ul/1 ml) w 5 ml DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy bez surowicy.

Naczynie B — wszystkie 4 rodzaje komorek — do wszystkich 4 rodzajow komoérek EGF (50
ng/ml), w 5 ml DMEM z wysokim stezeniem glukozy bez surowicy.

Naczynie C — wszystkie 4 rodzaje komérek — do wszystkich 4 rodzajow komoérek EGF (50
ng/ml) i Erlotinib (15 pM) w 5 ml DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy bez surowicy.

3. Wstawié¢ naczynie z komérkami do CT-Biostation. Opisa¢ plytke i kazdy dolek.

4. Dokona¢ automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 3 godzinnych.

Kolejne dni

5. Co 24 godziny zmieniaé pozywke pamictajac o dodawaniu DMSO/EGF/Erlotinibu do
odpowiednich naczyn powyzej okreslonych jako A, B i C.

6. Wstawi¢ komorki do CT-Biostation.

7. Dokona¢ automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 3  godzinnych.
Oprogramowanie CT-Biostation pozwala na automatyczne zliczanie komérek i pola
powierzchni zajmowanego przez te komorki.

8. Analogiczne obserwacje z mniejszg doktadnoscig mogg zosta¢ wykonane dzigki zastosowaniu
mikroskopu JULI czy zwyklego mikroskopu $wietlnego. Nalezy jednak pamietaé, ze CT-
Biostation umozliwia zachowanie warunkéw srodowiska w czasie eksperymentu i obserwacje
wielu naczyn hodowlanych réwnoczesnie.

Ponizej przedstawiono przykladowe fotografie obrazujace wplyw DMSO, EGF w stg¢zeniu 50 ng/ml, a

takze kombinacji EGF 50 ng/ml / erlotinib na komoérki wykazujace wysoka ekspresje EGFR bez
mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR. EGF w stezeniu 50 ng/ml po krétkim czasie
wzmocnienia proliferacji powoduje $mieré komoérek wykazujacych wysoka ekspresj¢ EGFR przy
braku mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR. Erlotinib znosi ten efekt.
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DMSO Oh DMSO 72h

Qo

EGF 50ng/ml EGF 50ng/ml
Oh

EGF 50ng/ml 4 R GF 50ng/ml
Oh / Erlotinib N 72h / Erlotinib

Ryc. 11. Przykladowe fotografie z eksperymentu wykonanego dla komorek wykazujacych wysoka ekspresje
EGFRwt przed dodaniem i 72 h po dodaniu EGF w stezeniu 50 ng/ml oraz kombinacji EGF (50 ng/ml)
/Erlotinib.

Podsumowanie

AD. a

Komérki wykazujace niski poziom EGFR i brak mutanta aktywujgcego heterodimeryzujacego EGFR
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Po dodaniu EGF w st¢zeniu 50 ng/ml do hodowli komoérek wykazujacych niski poziom EGFR i brak
mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR obserwowano przej$ciowo niewielkie pobudzenie
proliferacji w poréwnaniu z komérkami eksponowanymi na DMSQ. Dodanie Erlotinibu wraz z EGF
do tych komoérek nie wywolywalo w opisanych warunkach wyraznego efektow.

Ad. b.

Komérki wykazujace wysoki poziom EGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego
EGFR

Po dodaniu EGF w stezeniu 50 ng/ml do hodowli komoérek wykazujacych wysoka ekspresje EGFRwt i
brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR obserwowano przejsciowo wzmozong
proliferacj¢. Nastepnie po dluzszym czasie — 72 h obserwowano $mieré komoérek. Erlotinib znosit ten
efekty wywotywane przez EGF. Nie jest to wynik zgodny z klasycznym rozumieniem dziatania
czynnikéw wzrostu.

Ad. ¢

Komérki wykazujace wysoki poziom mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR i niski
poziom EGFR

Po dodaniu EGF w stezeniu 50 ng/ml do hodowli komérek wykazujgcych niskg ekspresjc EGFRwt i
wysoki poziom mutanta aktywujgcego heterodimeryzujacego EGFR nie obserwowano wyraznego
efektu. Erlotinib nie wykazywat wyraznego efektu w odniesieniu do tych komoérek eksponowanych na
EGF w stezeniu 50 ng/ml.

Ad.d
Komérki wykazujace wysoki poziom EGFR i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR

Widoczne bylo zahamowanie proliferacji i $mier¢ komorek wykazujacych wysokg ekspresj¢ EGFRwt
i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR, a eksponowanych na EGF w stezeniu 50 ng/ml
po 72h ekspozycji. Erlotinib podany wraz z EGF do tej hodowli znosit cytotoksyczne dziatanie EGF.
Komérki wykazujace wysoki poziom EGFR i mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR
eksponowane na EGF i erlotinib zachowuja si¢ podobnie jak w warunkach kontrolnych to jest po
dodaniu DMSO.

Przyklad 5. W celu sprawdzenia przeciwnowotworowego efektu agonisty HGFR — HGF wykonano
nastepujacy eksperyment:

Badanie agonisty HGFR — HGF
Badano 4 rodzaje komoérek w obecnosci podstawowego agonisty EGFR:

a. Wykazujace niski poziom HGFR i brak mutanta aktywujgcego heterodimeryzujacego EGFR

b. Wykazujace wysoki poziom HGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego
EGFR

c. Wykazujace wysoki poziom mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR i niska
ekspresje HGFR

d. Wykazujace wysoki poziom HGFR i wysoki poziom mutanta aktywujacego
heterodimeryzujacego EGFR
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Komérki umieszczono w adherentnych naczyniach 6- dotkowych. Aby odtworzy¢ wynik nalezy
postepowaé zgodnie z ponizszymi zaleceniami. Zalecenia wykonano dla wszystkich 4 linii
komérkowych. W celu wykonania eksperymentu dla kazdej z 4 linii hodowlanych przygotowano 3
dolki z komérkami (w sumie 12 dotkéw).

Dzien 1

7. Komérki w konfluencji do 90% przeplukaé buforowang sola fizjologiczna bez jonéw Mg®* i
Ca®". Usunaé PBS.

8. Nastgpnie komoérki odklei¢ od naczynia uzywajac Trypsyny-EDTA (0,05%, 1X) w czasie 1-3
min w 37°C.

9. Komorki przeniesé¢ do probowki o objetosci 15 ml, zwirowa¢ (200xg, 4 min) i zawiesi¢ w
pozywce DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy z 10% surowica bydlecg i antybiotykami.

10. Zliczy¢ komorki.

11. Doda¢ 5x10* komérek na dotek adherentnej plytki 6-dotkowej.

12. Uzupehi¢ w/w pozywka i pozostawié na ok. 12 godzin.

Dzien 2

9. Komérki przemyé 2-3 razy buforowana solg fizjologiczng bez jonéw Mg®* i Ca®*. Usunaé
dokladnie PBS kazdorazowo.

10. Dodac¢ 2,5 ml uprzednio przygotowanej pozywki z odpowiednimi zwigzkami (patrz nizej).
Przygotowad pozywk¢ DMEM z wysokim stezeniem glukozy z antybiotykami bez surowicy.
Naczynie A — wszystkie 4 rodzaje komorek — do wszystkich 4 rodzajéow komérek: DMSO (1,5
ul/1 mi) w 5 ml DMEM z wysokim st¢zeniem glukozy bez surowicy.

Naczynie B — wszystkie 4 rodzaje komdrek — do wszystkich 4 rodzajow komérek EGF (50
ng/ml), w 5 ml DMEM z wysokim stezeniem glukozy bez surowicy.

Naczynie C — wszystkie 4 rodzaje komérek — do wszystkich 4 rodzajéw komérek HGF (50
ng/ml) i SU11274 (15 uM) w 5 ml DMEM z wysokim stezeniem glukozy bez surowicy.

11. Wstawi¢ naczynie z komérkami do CT-Biostation. Opisaé ptytke i kazdy dolek.

12. Dokona¢ automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 3 godzinnych.

Kolejne dni

13. Co 24 godziny zmienia¢ pozywke pamigtajac o dodawanin DMSO/HGF/ SU11274 do
odpowiednich naczyn powyzej okreslonych jako A, B i C.

14. Wstawi¢ komorki do CT-Biostation.

15. Dokona¢ automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstgpach 3  godzinnych.
Oprogramowanie CT-Biostation pozwala na automatyczne zliczanie komdrek i pola
powierzchni zaymowanego przez te komorki.

16. Analogiczne obserwacje z mniejsza dokladnoscig moga zosta¢ wykonane dzieki zastosowaniu
mikroskopu JULI czy zwyklego mikroskopu $wietlnego. Nalezy jednak pamietaé, ze CT-
Biostation umozliwia zachowanie warunkow $rodowiska w czasie eksperymentu i obserwacje
wielu naczyn hodowlanych rownoczesnie.

Ponizej przedstawiono przykladowe fotografie obrazujace wplyw DMSO, HGF w stezeniu 50
ng/ml, a takze kombinacji HGF 50 ng/ml / SU11274 na komérki wykazujace wysoka ekspresje
EGFR bez mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR.
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Ryc. 12. HGF w stgzeniu 50 ng/ml po krétkim czasie wywolywania wzmocnienia proliferacji
powoduje zahamowanie proliferacji komorek wykazujacych wysoka ekspresje HGFR przy braku
mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR. Po ponad 48 h od dodania EGF uwidacznia sie
wyrazny efekt cytotoksyczny. SU11274 znosi efekty dzialania EGF. Linia niebieska ~ DMSO; linia
czerwona — HGF 50 ng/ml; linia zielona — HGF 50 ng/m1/ SU11274.

Podsumowanie
Ad.a
Komorki wykazujace niski poziom HGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR

Po dodaniu HGF w stezeniu 50 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych niski poziom HGFR i brak
mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR obserwowano przej$ciowo niewielkie pobudzenie
proliferacji w poréwnaniu z komérkami eksponowanymi na DMSO. Dodanie SU-11274 wraz z HGF
do tych komérek nie wywotywato w opisanych warunkach wyraznego efektow.

Ad. b

Komorki wykazujace wysoki poziom HGFR i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego
EGFR

Po dodaniu HGF w st¢zeniu 50 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych wysoka ekspresje HGFRwt
i brak mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR obserwowano przejéciowo wzmozong
proliferacje. Nastepnie po dluzszym czasie (48 h) obserwowano $mieré¢ komoérek. SU-11274 znosit
efekty wywotywane przez HGF. Nie jest to wynik zgodny z kilasycznym rozumieniem dziatania
czynnikdéw wzrostu.

Ad. c

Komorki wykazujace wysoki poziom mutanta aktywujacego heterodimeryzujacego EGFR i niski
poziom HGFR

Po dodaniu HGF w st¢zeniu 50 ng/ml do hodowli komérek wykazujacych niskg ekspresje EGFRwt i
wysoki poziom mutanta aktywujacego heterodimeryzujagcego EGFR nie obserwowano wyraznego
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efektu. SU11274 nie wykazywat wyraznego efektu w odniesieniu do tych komoérek eksponowanych na
HGF.

Ad. d

Komérki wykazujace wysoki poziom HGFR i wysoki poziom mutanta aktywujacego
heterodimeryzujacego EGFR

Widoczne bylo zahamowanie proliferacji i $mier¢ komorek wykazujacych wysoka ekspresje HGFRwt
i mutanta aktywujacego EGFR, a eksponowanych na HGF w stezeniu 50 ng/ml . SU11274 podany
wraz z HGF do tej hodowli znosit cytotoksyczne dziatanie HGF. Komoérki wykazujace wysoki poziom
HGFR i mutanta aktywujacego EGFR eksponowane na HGF i SU11274 zachowujg si¢ podobnie jak
w warunkach kontrolnych to jest po dodaniu DMSO.
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