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Zastosowanie 2-metoksyestradiolu w leczeniu mastocytozy

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie 2-metoksyestradiolu w leczeniu
mastocytozy.
Mastocyza jest heterogenng grupa chordb zwigzanych z patologiczng akumulacja
mastocytow (mast cells, dalej jako MC lub MCs) w réznych narzadach, najczesciej
w szpiku kostnym i skdrze. Zasadniczg molekularng przyczyng choroby jest
somatyczna mutacja pD816V genu c¢-KIT kodujacego btonowy receptor dla
czynnika wzrostu komérek pnia (stem cells factor, dalej jako SCF). Mutacja ta
uniezaleznia aktywacje MC od SCF oraz czyni je nadwrazliwymi na dziatanie
czynnikdw stymulujgcych i wptywa na obnizenie procesu ich apoptozy. Mutacje
pD816V obserwuje sie u ponad 90% pacjentow dorostych chorujacych na

uktadowa posta¢ mastocytozy oraz u okoto 50% chorych dzieci.

Nowotworowe MCs, naciekajgce tkanki w przebiegu tej choroby wykazujg
atypowag morfologie i zmieniony immunofenotyp (obecnos¢ na powierzchni
antygenow CD4 i CD25), ktére to cechy sg istotnymi kryteriami diagnostycznymi.
Mastocytoza charakteryzuje sie szerokim spektrum postaci klinicznych,
zwigzanych z uwalnianiem przez MC mediatoréw reakcji zapalnych, enzymoéw
proteolitycznych degradujgcych tkanki, czynnikdw wzrostu, cytokin i chemokin [1-
3)]. Do objawow skérnych zaliczamy plamisto-grudkowa osutke z typowym dla tej
choroby objawem Dariera, swiad oraz wystepowanie pecherzy. Mastocytoza jest
takze zwigzana z ryzykiem wystgpienia anafilaksji, osteoporozy oraz objawéw

agresywnych zwigzanych z uposledzeniem funkcji narzgdéw wewnetrznych [4-6].

W dotychczasowych zgtoszeniach patentowych opisano rézne sposoby
hamowania aktywnosci komérek tucznych (mastocytéow) oraz leczenia chorob
wywofanych ich aktywacjg, jednak zaden z nich nie dotyczy dziatania pochodnych

hormondéw sterydowych na te komérki.

W miedzynarodowym zgtoszeniu wynalazku W02014188423A1 ujawniono

sposoby hamowania aktywacji komérki tucznej i / lub leczenia choroby wywotane;j



10

15

20

25

30

49260/21 -2- 08-12-2021

poprzez wptyw na kontaktowanie sie rakowej komérki tucznej ze skuteczng ilodcig
wielowartosciowego zwigzku, ktdry wigze i aktywuje biatko bfonowe - lektyne
Siglec-7 (Sialic acid-binding Ig-like lectin 7), hamujac w ten sposéb aktywacje

rakowej komérki tucznej.

W patencie PL201879B wykazano, ze hybrydowe biatko, ktére wigze sie z
komérkami tucznymi i/lub granulocytami zasadochtonnymi i/lub jest wchtaniane
przez te komérki oraz z proteazy, ktdra rozszczepia biatka aparatu wydzielniczego
komérek tucznych lub granulocytéw zasadochtonnych. Biatko hybrydowe sktada
sie z IgE lub jego fragmentu Fc albo przeciwciata przeciwko receptorowi IgE
komérek tucznych i/lub granulocytéw zasadochtonnych oraz nieaktywnego ale
wigzgcego peptyd MCD oraz proteazy. Biatko wedtug zgltoszenia patentowego
moze byé zastosowane do wytwarzania leku do hamowania degranulacji komérek

tucznych.

W patencie EP1410802B1 ujawniono biatko fuzyjne hamujgce wzrost
mastocytdw i indukujgce ich apoptoze. Biatko fuzyjne zawiera domene transdukcji
biatka (PTD) i wariant czynnika, transkrypcyjnego MITF zwigzanego z mikroftalmia
(MITF- Microphthalmia-associated transcription factor). Zmniejszenie liczby
mastocytéw potwierdzano obnizeniem ilosci histaminy i zmniejszeniem

aktywnosci enzymu MC, chymazy.

W patencie EP95909451B1 opisano nowy lek blokujgcy aktywnosé
mastocytéw bedacy heterocyklicznym antagonistg receptora H1 histaminy.
Preparat ten moze miec potencjalne zastosowanie w wywofanych chorobach
wywofanych degranulacjg mastocytéw jak zespdf jelita nadwrazliwego, migrena
brzuszna, alergia pokarmowa i innych chorobach zwigzanych z aktywacja

mastoctow

Niewyjasnionym dotychczas zagadnieniem, dotyczacym patogenezy
mastocytozy jest obserwacja kliniczna regresji, niekiedy catkowitej, zwtaszcza w

okresie pokwitania, u wiekszosci chorujgcych dzieci. Natomiast u dorostych
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pacjentéw, u ktdrych choroba ma charakter przewlekty w czesdci przypadkdw

przechodzi w postac¢ agresywng (agressive systemic mastocytosis - ASM).

Cho¢ obserwowana u dzieci w okresie okoto pokwitaniowym tendencja do
spontanicznej regresji choroby mogtaby sugerowaé wptyw dziatania hormonéw
ptciowych, jednak dotychczas zaden zespdt badawczy nie wykazat i nie udowodnit

tego jaki hormon potencjalnie wptywa na ten proces.

We wczesnych etapach badan nad patogenezg mastocytozy byt brak

odpowiednich modeli komérkowych choroby in vitro.

Rozwigzaniem tego problemu byto wyizolowanie od pacjenta z biataczkg
mastocytarng dwéch dtugowiecznych linii ludzkich MC : linii HMC 1.1 i HMC 1.2
oraz doswiadczalne wyprowadzenie dwéch linii komérkowych ROSA. Linie ROSA
uzyskano po transformacji MC izolowanych z krwi pepowinowej przy pomocy
lentiwirusa zawierajgcym w genomie mutacje KIT p.D816V. Linie te pozwolity na
efektywne poszukiwanie kandydatéw lekéw do leczenia i monitorowania stanéw
chorobowych takich jak alergia, stan zapalny, choroba autoimmunologiczna czy

mastocytoza.
Charakterystyka linii HMC i ROSA

Linie HMC réznig sie wystepowaniem odmiennych mutacji genu KIT. Linia HMC-
1.1 ma w komédrkach mutacje KIT p.V560G, natomiast linia HMC-1.2
charakteryzuje sie obecnoscig dwdéch mutacji genu KIT: p.V560G i p.D816V.

Linia ROSA KIT pD816V ma mutacje p.D816V, natomiast linia ROSA KIT WT nie
posiada mutacji genu KIT [21-23]. Dodatkowo, informacje na temat linii ROSA
ujawniono w patencie EP2773749B oraz linie komérek zdeponowano w CNCM
(Francuskiej Narodowej Kolekcji Kultur Mikroorganizméw) w dniu 02/11/2011 pod
numerami: CNCM- 1-4551 ROSA-KIT WT; CNCM-1-4552 ROSA KIT D816V; CNCM
1-4553 ROSA KIT Delta 417-419 insY .
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Twoércy wynalazku przeprowadzili szereg prac badawczych majgcych na
celu opracowanie skutecznej terapii mastocytozy w oparciu o preparaty
hormonalne, z wykorzystaniem opisanych powyzej linii komdrkowych.
Nieoczekiwanie okazato sie, ze jeden z zeriskich hormondéw piciowych jest

obiecujgcym kandydatem do zastosowania jako lek do terapii mastocytozy.

Przedmiotem wynalazku jest 2-metoksyestradiol do zastosowania w

leczeniu mastocytozy, zwtaszcza jej postaci skérnej i/lub postaci uktadowe;.

2-metoksyestradiol do zastosowania wedtug wynalazku jest srodkiem dziatajgcym
selektywnie cytotoksycznie wobec mastocytdw nowotworowych z mutacjg genu

KIT.

HO

2-metoksyestradiol (dalej jako 2-ME) jest zwigzkiem wystepujacym fizjologicznie,
jest to metabolit 17B-estradiolu (E2), ktéry nalezy do estrogendw, zenskich
hormonéw pifciowych [8]. Dodatkowo, wykazano, ze 2- ME jest skutecznym

Srodkiem przeciwnowotworowym [9].

2-ME, dostepny pod nazwag handlowag Panzem, znajduje sie w zaawansowanych
fazach badan klinicznych dotyczacych leczenia licznych nowotwordw ztosliwych,

w tym jelita grubego, piersi, ptuc lub kostniakomiesaka [10-13].

Molekularny mechanizm dziatania 2-ME nie jest jeszcze do korica poznany, jednak
wiadomo, ze generuje on reaktywne formy tlenu i azotu prowadzac do stresu

nitro-oksydacyjnego wywotujgcego apoptoze komorek [8].
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Do najwazniejszych mechanizméw przeciw proliferacyjnych zalicza sie hamowanie
dynamiki tworzenia mikrotubul, hamowanie neoangiogenezy oraz regulacja

zewnetrznych i wewnetrznych szlakéw apoptotycznych [14].

Wykazano, ze 2-ME selektywnie indukuje neuronalng syntaze tlenku azotu (nNOS)
w linii komoérkowej kostniakomiesaka 143B w stezeniach farmakologicznych oraz
fizjologicznych. 2-ME zwieksza lokalizacje nNOS w jadrze komérkowym powodujgc
uszkodzenie DNA stresem nitro-oksydacyjnym, co nastepnie powoduje

zatrzymanie cyklu komoérkowego i apoptoze komérek kostniakomiesaka [15-20].

Indukcja nNOS w stezeniach fizjologicznych sugeruje hipoteze, ze 2-ME w ludzkim
organizmie, nie jest tylko metabolitem aktywnej czgsteczki, ale takze samodzielnie

dziatajgcym hormonem [16].

W toku przeprowadzonych prac badawczych zaobserwowano, ze 2-ME jest
selektywnie cytotoksyczny wobec MC nowotworowych, i to tych ktére miaty
mutacje genu KI/T (linie HMC 1.1, HMC 1.2, ROSA KIT D816V), natomiast nie
wykazywat tej aktywnosci w stosunku do prawidtowych MC (linia ROSA KIT WT).

Wykazano, ze zastosowanie 2-ME w stezeniu 1 uM przez 48 godzin
ogranicza zywotnos¢ komorek linii HMC 1.1 (z mutacjg p.V560G) do 71%, podczas,
gdy przy stezeniu 2-ME na poziomie 5 pM zywotnosé komodrek spadata do 63%, a
przy stezeniu 10 pM 2 M-E do 67%. W przypadku dla linii komdérek HMC 1.2 (z
mutacjami p.V560G i p. D816V) liczba zywych komérek po potraktowaniu 2-ME
przez 48 godzin spadata do poziomoéw odpowiednio: do 78% dla stezenia 2-ME
wynoszacego 1 pM, dla stezenia 5 pM do 76%, natomiast dla stezenia 10 pM do
70%.

W przypadku badani prowadzonych na liniach komérkowych ROSA, efekty
spadku zywotnosci mastocytéw pod wptywem 2-ME okazaty sie byé jeszcze
bardziej spektakularne. Linia ROSA KIT D816V (z mutacjg p. KIT D816V) okazata sie
by¢ najbardziej podatna na 2-ME, gdyz po potraktowaniu tych komérek 2-ME w
stezeniu 1 pM ich zywotnos¢ obnizyta sie az do 56%. Po uzyciu wyzszych stezen: 5

i 10 pM liczba zywych komérek spadata odpowiednio do 55% i 51%. W przypadku
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linii ROSA KIT WT (bez mutacji genu KIT), przy stezeniu 2-ME 1 pM wzrost
komorek zahamowany zostat tylko o 5%, a przy stezeniu 5 pM o 12%, natomiast
przy stezeniu 10 pM odpowiednio 0 14%.

Uzyskane wyniki badan majg donioste znaczenie dla zrozumienia
patogenezy mastocytozy, zwtaszcza u dzieci oraz ttumacza zjawisko regresji
choroby w okresie pokwitania jak réwniez wskazujg na potencjalng mozliwosc
opracowania nowych terapii choroby skdry i choroby uktadowej z zastosowaniem
2-ME.

Wyniki badan wskazujg takze, ze linie komérkowe ROSA KIT D816V oraz
ROSA KIT WT stanowig bardzo dobre modele do badania wplywu $rodkéw

aktywnych na mastocyty.

Przedmiot wynalazku uwidoczniony jest na figurze rysunku, na ktérej Fig. 1.
przedstawia wyniki wptywu dziatania réznych stezen 2-ME (2-metoksyestradiolu)
przez 48 godzin na zywotnos$¢ komérek linii HMC 1.1, HMC 1.2, ROSA KIT D816V,
ROSA KIT WT. oraz komérek kontrolnych.

Przyktad realizacji wynalazku przedstawiono w ponizej.

Przykfad 1

Do badan uzyto cztery linie komérkowe mastocytéw:
e HMC-1.1 z mutacjg genu KIT pV560G;
e HMC-1.2 z mutacjami genu KIT pG560V oraz pD816V,
e ROSA KIT D816V z mutacjg KIT pD816V;
e ROSAKIT WT -linia bez mutacji KIT [21-23].

Linie HMC otrzymano pozyskano z Department of Allergic Diseases. Mayo Clinic.
Rochester. MN, USA

Linie ROSAKIT pozyskano z Centre National de la Recherche Scientifique 3
(Francja), ktére sg zdeponowane w CNCM (Francuskiej Narodowej Kolekcji Kultur
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Mikroorganizméw) od dnia 02/11/2011 pod numerami: CNCM- 1-4551 ROSA-KIT
WT; CNCM-1-4552 ROSA KIT D816V.

Warunki hodowli dla linii HMC

Hodowle prowadzono w inkubatorze komérkowym o temperaturze 37 °Ci 5% CO,,
w warunkach jatowych w komorze z laminarnym przeptywem jatowego powietrza.
Zastosowano pozywke Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Merck Millipore)
suplementowang 1,2 mM a-tioglicerolu, 50 mL Foetal Bovine Serum (ATCC), oraz
5 mL antybiotykéw (PEN./STREP. 100x, Merck Millipore)

Warunki hodowli dla linii ROSA KIT

Hodowle prowadzono w inkubatorze komérkowym o temperaturze 37 °C i w
atmosferze 5% CO». Prace laboratoryjne prowadzono w warunkach jatowych w
komorze z laminarnym przeptywem jatowego powietrza. Do hodowli zastosowano
pozywke Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Merck Millipore) z dodatkiem 50
mL Foetal Bovine Serum (ATCC), oraz 5 mL antybiotykéw (PEN./STREP. 100x,
Merck Millipore), natomiast dla ROSA KIT WT stosowana pozywka byta dodatkowo
suplementowana czynnikiem wzrostu komérek macierzystych szpiku rhSCF (R&D
Systems, Minneapolis, USA) w koricowym stezeniu 80 ng/ml.

Procedura

Komérki hodowano przez 48 godzin na 96-dotkowej ptytce, odpowiednio w
stezeniach dla linii HMC 1.1. i HMC 1.2 5 x 10* komérek na dotek, oraz dla linii
ROSA KIT D816V i ROSA KIT WT po 7,5 x 10* komérek na dotek.

Przed wykonaniem doswiadczen, przygotowano roztwdr roboczy 2-metoksy-
estradolu poprzez rozpuszczenie 5 mg 2-ME (Sigma-Aldrich, USA) w 500 pL
jatowego DMSO (dimetylosulfotlenek), tak, aby jego koricowe stezenie wynosito
33 mM. Nastepnie roztwér roboczy 2-ME rozcieficzano w 100 pL DMSQO, tak aby
uzyskaé koncowe stezenia roztwordw, odpowiednio 1, 5, i 10 w 100 pL DMSO.

Kontrole stanowity komorki potraktowane odpowiednimi objetosciami DMSO bez
dodatku 2-ME.

Po 48 godzinach inkubacji, do kazdego dotka zostato dodane 50 plL roztworu XTT
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy), przygotowany wedtug zaleceni
producenta. Po 4 godzinach inkubacji komérek z XTT odczytano poziom
absorbancji za pomocg czytnika Cytation 3 Imaging Reader (BioTek, USA) przy
dtugoscie fali 560 nm.
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Wyniki przedstawiono na Fig.1.

Po stosowaniu przez 48 godzin 2-ME w stezeniu 1 uM na linie HMC 1.1, proliferacja
komorek zostata zahamowana w 29%. W przypadku stezenia 5 pM zywotnosc

komorek spadata do 67%, a przy 10 uM do 63%.

Liczba zywych komérek linii HMC 1.2. po potraktowaniu 2-ME w stezeniu 1 pM
zmalata do 78%, zas przy zastosowaniu 5 pM spadta 0 24%, a przy 10 pM o 30%.

Linia ROSA KIT D816V okazata sie by¢ najbardziej podatna na 2-ME, gdyz po
potraktowaniu tych komérek 2-ME w stezeniu 1 pM ich zywotnos¢ obnizyta sie do
56%. Po uzyciu wyzszych stezen 5 i 10 pM liczba zywych komédrek spadta
odpowiednio do 55% i 51%.

W przypadku linii ROSA KIT WT 1 uM 2-ME zahamowat wzrost komorek tylko o 5%,
5 puM w 12%, natomiast 10 pM w 14%.

Iwona Ptodzich-Hennig
rzecznik patentowy
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