Losemiye Karsi Yeni Ilaclar
Rasyonel tasarimlanan inhibitorlerle Bruton Tirozin Kinazi ve Janus Kinaz 3’iin
ikisinin birden hedeflenmesi Graft-Versus-Host hastaligini (GVHD) 6nlemektedir
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Ozet

Bu calismanin amaci (a) T-hiticre kompart-
mani disindaki Bruton Tirozin Kinazi (BTK)’nin
inhibisyonunun farede allogenik kemik iligi
transplantasyonu (BMT) sonrasi olusan graft-
versus-host hastaliginin (GVHD) olusumunun
uzerindeki etkisinin degerlendirilmesi ve (b)
rasyonel tasarimlarla belirlenen inhibitorlerle
BTK ve Janus Kinaz 3 (JAK3)’un ikisinin birden
hedeflenmesinin allogenic BMT sonrasinda yasa-
ma sUresinin uzatilmas: tUzerindeki etkisinin
incelenmesi idi. Allogenic BALB/c vericilerden
kemik iligi / splenosit graftli, tasiyici solvent-
uygulanmis kontrol C57BL/6 fareleri yaygin
multi-organ tutulumlu akut GVHD gelisimine
bagimli olarak 40 gunltik bir medyan yasam
stresi (MYS) sonunda o6lduler. BMT alicilarinin
LFM-A13 ile tedavisi (25 mg/kg/gtin) MYSni
anlamli dtizeyde uzatarak 47 glne ulastird:.
BMTyi takip eden iki ayda ihtimali yasam sire-
si tasiyici solvent ile tedavi edilen kontrol grubu
farelerde %22 iken LFM-A13 ile tedavi edi-
len farelerde %22+6 (P=0.0008) bulunmustur.
Ozellikle BTK inhibitéri LFM-A13 ve standart
anti-GVHD tedavisinde kullanilan methotrexat
(MTX) (10 mg/m?/glin) ile kombine tedavisi
LFM-A13 ile tekli tedaviden daha etkin bulun-
mustur. Bununla beraber LFM-A13 ve JAK3’u
hedefleyen yeni anti-GVHD ilac1 JANEX-1 (60
mg/kg/glin) kombinasyonu LFM-A13, JANEX-1
veya MTX ile tek ilacli tedavilerinden daha etkili
olmustur. En etkili GVHD proflaksisini (LFM-
A13+JANEX-1) alan alicilarin %70 inden fazlasi
>80 gtin MYS degeri ile 80-gtinltik gbézlem stiresi
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icerisinde hayatta kalmistir. Sonuclarimiz allo-
genik BMT uygulanan farelerde BTK inhibitéra
LFM-A13 ve JAKS3 inhibitért JANEX-1 kombi-
nasyonunun yasam suUresi dizeyinde O6nemli
avantaj sagladiginin ve standart anti-GVHD ilaci
MTX’ kullanan GVHD proflaksisinden ¢ok daha
Ustlin oldugunun deneysel bir delilini olustur-
maktadair.

Takdim

Allogenik kemik iligi tranplantasyonu (BMT)
sonrasi gelisen graft-versus-host hastalig:
(GVHD) hala morbitite ve mortalitenin 6énemli
bir bélimunt olusturan faktérlerdendir (Fer-
rara 2003). Alloreaktif verici T-hucrelerinin
alictya duyarli hala gelmeleri, cogalmalar1 ve
alici dokusunun tahribine araci olmalar1t GVHD
nin temelini olusturmaktadir. Gintimuze kadar
yapilan deneysel ve klinik arastirmalar verici T-
hicrelerinin GVHD nin temel araci ve effektorle-
ri oldugunu belirlemistir. Allogenik BMT’nin en
ideal sican modellerinden biri ile daha 6nce yap-
mis oldugumuz calismalar (Cetkovic-Cvrlje, et al
2002, Cetkovic-Cvrlje, et al 2001) T-hticrelerinde
yogun bir sekilde ifade edilen edilen Janus kina-
se 3 (JAK3 kinase) un akut GVHD nin patoge-
nezinde 6nemli roller oynadigini vurgulamistir.
Ozglin tirozin kinaz inhibitéria JANEX-1 ile JAK3
nin hedeflenmesi majér MHC bariyerlerine rag-
men allogenik BMT alan farelerde yaygin GVHD
i 6nlemigtir (Cetkovic-Cvrlje, et al 2001, Uckun,
et al 2002a).

Tecl, Tecll, Itk, Bmx/Etk ve DSrc28C kinaz-
larida kapsayan BTK/Tec ailesine ait bir tye
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olan Bruton tirozin kinazi (BTK) (Steller 1995)
reglilatoér sinyal iletisim yollarinda 6énemli bir rol
oynayan T-huicre soyu disindaki hematopoietik
huicrelere ait sitoplazmik bir protein tirozin kinaz-
dir (Uckun 1998). BTK B-dizisi lenfoid hticrelerde
buytme, farklilasma ve yasamda kalmay1 kontrol
eden sinyal iletisim yollarinda rol oynamaktadir
(Kurosaki 2000, Rawlings and Witte 1994, Uckun
1998). Yakin zamanda yapilan calismalar BTK nin
makrofaj effektor fonksiyonlarmmin olusumunda
rolti oldugunu goéstermistir (Mukhopadhyay, et al
1999, Mukhopadhyay, et al 2002). Bununla bera-
ber monositlerde lipopolisakkarit-uyarimli tumor
nekrozis factor olusumunda BTK nin anahtar
bir faktér oldugu bulunmustur (Horwood, et al
2003).

Son zamanlarda kimyasal yapiya bagiml
olarak tasarimlanan BTK ye 6zgln inhibitérler
rapor edilmistir (Mahajan, et al 1999). LFM ana-
loglarinin rasyonel tasarimlarinda BTK nin kinaz
domainindeki katalitik bélimune tercihi ve secici
olarak baglanmalari icin ileri “docking” yontemleri
kullanilmistir. Ana bilesik a-cyano-f-hidroksi-p-
metil-N-(2,5-dibromofenil)-propenamid (LFM-A13)
rekombinant BTK yi 2.5 uM luk bir IC,  degeri ile
inhibe etmistir (Mahajan, et al 1999). BTK kinaz
deneylerindeki Ustlin etkinliginin yani sira LFM-
A13 tin BTK inhibisyonu 6nemli derecede secici
ve 6zglndur. LFM-A13 300puM kadar ytuksek kon-
santrasyonlarda dahi diger protein kinazlardan
Janus ailesi tirozin kinazlar1 JAK1 ve JAK3 n,
SYK in, Src ailesi tirozin kinazlar1 HCK ve LYN in,
reseptor ailesi tirozin kinazlardan EGF-reseptor
kinazin (EGFR) ve Instilin Reseptér Kinazin (IRK)
enzimatik aktivitelerini etkilememistir (Mahajan,
et al 1999).

Verici T-huicrelerinin yani sira T-hiicre soyu
dis1 kompatimaninin elementlerinin GVHD patoge-
nezisinde yeri bilinmektedir. Bu calismanin amaci
(a) T-hticre kompartmani disindaki Bruton Tirozin
Kinazi (BTK) nin inhibisyonunun farede allogenik
kemik iligi transplantasyonu (BMT) sonras: olu-
san graft-versus-host hastaliginin (GVHD) olusu-
munun Uzerindeki etkisinin degerlendirilmesi ve
(b) rasyonel tasarimlarla belirlenen inhibitorlerle
BTK ve Janus Kinaz 3 (JAK3) Un ikisinin birden
hedeflenmesinin allogenic BMT sonrasinda yasa-
ma sUresinin uzatilmasi tizerindeki etkisinin ince-
lenmesidir.
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Materyal ve metod

8-10 hafta yaslarinda C57BL/6 (H-2") erkek
fareler (alicilar) and 6-8 hafta yaslarinda BALB/c
(H-29) erkek fareler (vericiler) Taconic (German-
town, NY) firmasindan temin edilmistir. Hayvan
calismalar1 Parker Hughes Enstitisti Hayvan
Calismalari Bakim ve Kullanim Kurulu tarafindan
onaylanmis ve tim hayvan bakimi Laboratuar
Hayvan Bakim Kurallar1 (NIH yayinlari #85-23,
1985 tarihli tashihi) na uymaktadir. Alict C57BL/
6 farelerin transplant 6ncesi tim vlcut irradi-
asyonlar:1 (TBI) ve kemik iligi transplantasyonu
tarafimizca yayinlanmis metodlar cercevesinde
yapilmistir (Cetkovic-Cvrlje, et al 2002, Cetkovic-
Cvrlje, et al 2001, Uckun, et al 2002a). Standart
graft inoculumu 0.5 ml of RPMI 1640 icerisinde
25 x 10° kemik iligi hticresi and 25 x 10° spleno-
sitden karisimindan ibarettir. 85 gtinltik goézlem-
leme stUresi icerisinde BMT alicilar1 gtinltik olarak
GVHD nin her hangi bir klinik belirtisi (kilo kaybz,
deride eritema, alopecia, kamburlasma, diare) ve
yasam suresi temelinde takip edilmislerdir (Cetko-
vic-Cvrlje, et al 2002, Cetkovic-Cvrlje, et al 2001,
Uckun, et al 2002a). Yasam stresi BMT guntn-
den (gin 0) baslayarak hesaplanmistir. Allo-eng-
raftment BALB/c hucrelerini belirleyen periferal
mononukleer hucrelerin FITC-isaretli anti-H-2D¢
antikoru (klon 34-2-12, Pharmingen, San Diego,
CA) kullanilarak flow sitometrik H-2D¢ tiplenmesi
ile gézlenmistir.

GVHD proflaksisi icin alici farelere LFM-A13,
JANEX-1, Methotrexat (MTX) (Immunex Corpo-
ration, Seattle, Washington) veya tasiyict solvent
kontrol uygulanmistir. BTK-inhibitord LFM-A13
(25 mg/kg/gun) ve JAK3-inhibitortt JANEX-1 (60
mg/kg/day) gtinltik olarak BMT nin ‘0’ inc1 glintin-
den baslayarak verilmistir. Bu bilesiklerin sentez-
leri ve karakterizasyonlar: daha 6nceki yayinlarda
detaylanmistir (Mahajan, et al 1999, Sudbeck, et
al 1999). Standart anti-GVHD ilaci MTX (10 mg/
m2/gun) karsilastirma kriteri olarak kullanilmis-
tir. MTX BMT sonrasi intraperitoneal (i.p.) yolla 1,
3, 6 ve 11 inci ginlerde verilmistir. TGm ilaglar i.p.
yolla 200 pL hacimde tatbik edilmistir. Alic1 fareler
elektif olarak belirli stirelerle nekropsi icin 6ldu-
rulmusttr. Alinan dokular histopatolojik GVHD
degerlendirilmesinde kullanilmistir. Yasam stUresi
verileri yasam-tablosu metodu ile analiz edilmistir.
0.05 den ktictik P-degerleri (log-rank testi) istatis-
tiksel acidan 6nemli olarak degerlendirilmistir.
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Sonuclar

LFM-A13 Farelerde Majér Histokompatibilite
Engeline Ragmen Fetal Akut Graft-Versus-Host
Hastaligini Hafifletmektedir

BALB/c farelerinden BM/S graft1 alan tim TBI
uygulanmis ve tasiyici solvent uygulanmis kontrol
C57BL/6 farelerinde (H-2%) (N=43) 2-3 hafta iceri-
sinde klinik olarak diare, kamburlasma, kilo kaybi
ve burusuk deri ile takip edilen yaygin multi-organ
tutulumlu GVHD gelisti. Bu hayvanlar 40 gtnltk
bir medyan yasam suresi (MYS) sonunda o6lduler
(Sekil 1).

LFM-A13 tedavisi BMT alicilarinin yasama
bir sekilde uzatarak (N=50,
P=0.0008 tasiyict solvent uygulanmis kontrol
grubu ile karsilastirildiginda) MYS ni 47 glne
cikardi. Post-BMT ihtimali yasam suresi tasiyici
solvent uygulanan farelerde %2+2 iken LFM-A13
uygulanan farelerde %2246 idi (Sekil 1). Bununla
beraber, 80 gtinltik deneysel stire icerisinde LFM-
A13 uygulanan farelerin %2+2 si yasamda kaldi
(Sekil 1). Bu verilerin takibinde effektif bir GVHD
6nleme rejiminde BTK inhibitért LFM-A13 ile
standart bir immunosupressif ajanin kombinasyo-

suresini Onemli

nunun muhtemel etkisini incelemeye karar verdik.
Daha 6nce de belirtildigi tizere (Cetkovic-Cvrlje, et
al 2001, Uckun, et al 2002a) MTX etkili bir anti-
GVHD ilactir. Akut GVHD nin hafifletilmesinde
MTX LFM-A13 den daha fazla tesirlidir (P=0.0004,
Sekil 1A). LFM-A13 ile MTX iceren kombinasyon
rejimi tek basina LFM-A13 uygulamasindan daha
efektiftir (P<0.0001, Sekil 1A). LFM-A13+MTX
kombinasyonlu GVHD proflaksisinin verildi-
gi C57BL/6 alicilarinin yarisindan cogu bu 80
gunlik goézleme stresi icerisinde hayatta kalmis
ve saglkli goértlmuslerdir. Kumulatif yasamda
kalma ihtimali LFM-A13+MTX grubunda %58+11
iken MTX ile tedavi edilen grupta %31+12 olarak
hesaplanmistir (Sekil 1A).

Bu verilerin temelinde GVHD proflaksisinde
allotransplantasyonlu kemik iligi alicilarinin
yasam suUrelerinin JAK3 inhibitéra JANEX-1
(60 mg/kg/glin) beraberinde LFM-A13 (25 mg/
kg/glin) kombinasyonu ile daha ileriye goéttira-
lebilme ihtimalini degerlendirmeye karar ver-
dik. Sekil 1B de sunuldugu tzere, LFM-A13 ile
JANEX-1 kombinasyon uygulamasi sadece akut
GVHD nin O6nlenmesinde belirgin bir sekilde
etkili kalmamakla beraber LFM-A13 (P<0.0001)
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Sekil 1. Akut GVHD nin bir sican modelinde Post-BMT yasamda kalima BTK inhibitoru LFM-A13’iin Methotrexat (MTX) ile [A] ve JANEX-1 ile [B] kombi-
nasyonlarinin etkileri. Irradiye edilen (7.5 Gy) C57BL6 (H-2b) alicilarina BALB/c (H-2d) farelerinden BM ve splenosit (her birinden 25x106) verildi. LFM-A13
0'inci giinden 80'inci giine kadar 25 mg/kg/giin dozunda i.p. olarak verildi. Methotrexat (MTX) 10 mg/m2/gun dozunda i.p. yolla BMT sonrasi 1, 3, 6 ve
11’inci giinlerde uygulandi. JANEX-1 0’inci giinden 80’inci giine kadar i.p. olarak 60 mg/kg/giin dozunda tatbik edildi. P degerleri yagam tablosu analizi

(log-rank test) ile kontrol grubu ile karsilastirarak elde edildi.
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veya JANEX-1 (P=0.0006) ile tekli tedavilere
istatistiksel olarak belirgin bir sekilde tisttin gel-
mistir. Bagimli olarak LFM-A13 ve JANEX-1 ile
tekli tedavi alan alicilarin MYS leri siras: ile 47
ve 57 gin uzarken, tasiyici solvent uygulanmis
kontrol grubunun MYS i olan 40 gun ile karsi-
lastirildiginda LFM-A13+JANEX-1 den olusan
kombinasyon tedavisinde MYS ni 80 glintin Uze-
rine ulasmistir. Dikkate deger olarak 80 glinltk
gdzlem sUresi sonrasinda hayatta kalan alici
orani1 LFM-A13 ve JANEX-1 uygulanan gruplar-
da sirasi ile %212 ve %31+12 iken bu iki ilacin
kombinasyonu ile tedavi edilen grupta %73+13
tur. LFM-A13+JANEX-1 ile tedavi altinda uzun
stire kalan hayvanlarin (N=7) organlarinin his-
topatolojik incelelmeleri orta dlizeyde karaciger,
deri, ince ve kalin bagirsak GVHD degerleri gbs-
termekle beraber bu degerler tasiyict solvent ile
tedavi edilmis kontrol grubunun degerlerinden
anlamli dtizeyde asagidadir (veriler sunulma-
mistir). LFM-A13+JANEX-1 ile tedavi edilen BMT
alicilarinda ortalama GVHD degerleri karaciger
icin 0.9+0.2, deri icin 0.3+0.1, ince bagirsak
icin 0.6%£0.1 ve kalin bagirsak icin 0.4+0.1 dir.
Bu ikili ila¢c kombinasyonu ile tedavi edilerek
uzun sure yasamda kalan 7 H-2DP-positif alici
farenin splenositlerinin flow sitometrik H-2D9-
tiplendirilmesi %95.6£1.8 lik H-2D? donér hticre
engraftmentinin varligina isaret etmistir.

Tartisma

Son yillarda BMT alaninda yapilan calismalar
GVHD nin temel aracilar1 olarak donor T-hticrele-
rini vurgulamistir. Halbuki yakin zaman igerisinde
hem klinik hem de deneysel transplantasyon goz-
lemlerinden elde edilen veriler T-hticre disindaki
kompartmanin GVHD nin gelisiminde roliintin
varligina isaret etmistir. Bu calismada rasyonel
tasarimlarla belirlenen BTK inhibitéri LFM-A13
ile T-hticre kompartmani disindaki BTK nin
hedeflenmesinin bir akut fare GVHD modelinde
allogenic BMT sonrasi gelisen GVHD nin siddetini
baskiladigini gosterdik. Calismalarimiz BTK inhi-
bitéri LFM-A13 ve JAK3 inhibitéori JANEX-1 in
kombinasyonunun allogenic BMT alan farelerde
6nemli dizeyde yasamda kalim avantaji sagladi-
gininin ve ayrica GVHD proflaksisinde kullanilan
standart anti-GVHD ila¢ MTX den cok daha tsttin
oldugunun benzeri gértilmemis bir deneysel delili-
ni teskil etmektedir.
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LFM-A13 ilk defa BTK ye 6zglin bir tirozin
kinaz inhibitérii ve BTK yi hedefleyen ilk anti-
losemik ila¢ olarak tanimlanmistir (Uckun and
Zheng 2000, Uckun and Zheng 2001). Losemik
hticrelerin 10 pM konsantrasyonunda LFM-A13
ile muamele edilmeleri hucrelerdeki BTK akti-
vasyonunun yok edilmesi ile sonu¢lanmistir
(Mahajan, et al 1999). LFM-A13 BTK-Fas birle-
simini engelleyerek rezistan l6semik hticrelerin
Fas-aracili apoptozise duyarli hale gelmelerini
saglamistir (Vassilev, et al 1999). BTK nin anti-
apoptik fonksiyonuna uygun olarak BTK-positif
B-dizi losemi huicrelerinin LFM-A13 ile muamele
edilmeleri bu hucrelerin vinkristin- ve ceramid-
tesvikli apoptozise duyarliliklarini arttirmistir
(Mahajan, et al 1999). Bu ytizden LFM-A13
apoptozis promote edici ve kemosensitize edici
ozellikleri ytizinden potansiyel bir antilosemik
ajandir. LFM-A13 Un yuksek derecede effektif
BTK-inhibe edici ve apoptozisi tesvik edici plasma
konsantrasyonlarina farelerde rahatlikla bir tok-
sik etki gorulmeksizin ulasilabilmektedir (Uckun,
et al 2002b). Yakin ge¢cmiste LFM-A13 in in vivo
anti-l6semik aktivitesi kemoterapiye-rezistant
BCL-1 B-dizi 16semi hticreleri ile BALB/c fare-
lerinde deneysel olarak incelenmistir (Uckun, et
al 2002b). Boylece LFM-A13 potent anti-l6semik
aktiviteli anti-GVHD ajan olarak ikili fonksiyonla
kullanish olabilir. Allogenik kemik iliginin graft-
versus-l6semi etkisi allogenik BMT nin yararh
bir etkisi oldugu icin, LFM-A13 tedavisinin (tek
basina ve MTX veya JANEX-1 ile kombine olarak)
kemik iligi allograftlarinin GVL fonksiyonundaki
etkisinin incelenmesi daha ileri calismalarimizda
degerlendirilecektir.

Sonug¢

Tum veriler gozlendiginde, calismamiz alloge-
nik BMT sonrasi yaygin GVHD gelisiminin 6énlen-
mesinde LFM-A13 gibi kimyasal bir inhibitorle
BTK nin hedeflenmesinin ve 6zellikle standart bir
immunosupressif ilac MTX veya JAK3 inhibitora
JANEX-1 gibi farkl ve etkili anti-GVHD proflak-
sisi ile kombine edildiginde daha yararh olacagini
gostermektedir. JANEX-1 ve LFM-A13 Un ikisi de
anti-16semik 6zellikli anti-GVHD ajan olarak dual
fonksiyona sahip olduklari icin 6zellikle 16semi
hastalarinda allogenik BMT da GVHD proflaksi-
sinde bu tirozin kinazlarin kombinasyonlarinin
kullanilmasi faydali olabilir.
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