OncoReview

Rola kinaz JAK w patogenezie nowotworéw
mieloproliferacyjnych Philadelphia-ujemnych.
Mozliwosci terapii celowane;

A role of JAK in the pathogenesis of Philadelphia
negative myeloproliferative neoplasms. Target therapy possibilities

prof. dr hab. n. med. Krzysztof Lewandowski

Katedra i Klinika Hematologii i Choréb Rozrostowych Ukladu Krwiotwérczego
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
Kierownik Katedry i Kliniki: prof. dr hab. n. med. Mieczystaw Komarnicki

STRESZCZENIE

W ostatnich latach dokonal si¢ istotny postep w zrozumieniu patogenezy nowotworéw mieloproliferacyjnych, w szczegélnosci tych
z mutacjami w obrebie genu JAK2. W 2005 roku liczne grupy badawcze potwierdzily wystepowanie mutacji V617F w obrebie egzonu
14. genu JAK2. Okazalo sie, ze defekt ten jest obecny u 96% chorych z czerwienica prawdziwa (PV), u 35-70% pacjentéw z nadplyt-
kowo$cig samoistng (ET) oraz u okofo 50% o0séb z pierwotna mielofibroza (PM). W pézniejszym okresie udokumentowano takze
wystepowanie innych zaburzen sekwencji genu JAK2 w obrebie egzonéw 12.—15., w tym substytucji nukleotydowych, insercji lub
delecji oraz defektéw insercyjno-delecyjnych. W wiekszo$ci wymienionych defektéw badania eksperymentalne potwierdzily, ze ich
obecno$¢ prowadzi do zakl6cenia procesu autoinhibicji kinazy JAK2. Konsekwencja biologiczna wymienionych anomalii jest proli-
feracja komdrek obarczonych defektem, niezaleznie od obecnosci cytokin. Odkrycie zwiazku miedzy obecno$cia mutacji w obrebie
genu JAK2 a rozwojem nowotworéw mieloproliferacyjnych stalo sie¢ przestanka do podjecia prac zmierzajacych do opracowania
maloczasteczkowych inhibitoréw JAK2. Poczatkowo byly to substancje wspélzawodniczace z substratami kinazy o miejsce wiazania
w obrebie domeny katalitycznej JAK2. Wkrétce potem niezaleznej ocenie poddano substancje o budowie zblizonej do ATP — analogi
pyridonéw oraz pyrimidyny. Wiekszos¢ z inhibitoréw JAK2 to zwiazki wspétzawodniczace z ATP o miejsce wigzania w obrebie dome-
ny kinazowej [TG101348 (TargeGen), INCB018424 (ruxolitinib, Incyte), CYT387 (Cytopia), CEP-701 (lestaurtinib, Cephalon), XL019
(Exelixis), SB1518 (S*Bio, wedtug licencji Onyx jako ONX0803) oraz AZD1480 (AstraZeneca)]. Ich zastosowanie u pacjentéw z mie-
lofibroza prowadzi do zmniejszenia objetosci $ledziony u okofo polowy z nich, zmniejszenia nasilenia objawdw ogélnych, wzrostu
tolerancji wysitku fizycznego oraz poprawy jakosci zycia. U chorych z PV oraz ET terapia za pomoca inhibitoréw JAK2 skutkuje zna-
czaca poprawa w zakresie parametréw krwi obwodowej oraz wyraznym zmniejszeniem zapotrzebowania na leczenie upustami krwi.
Wiekszos¢ z wymienionych inhibitoréw JAK2 jest obecnie oceniana w badaniach klinicznych. Wydaje si¢ jednak, ze ich zastosowanie

moze juz w niedalekiej przysztosci zmieni¢ obowiazujace standardy terapii JAK2-dodatnich nowotworéw mieloproliferacyjnych.

SLOWA KLUCZOWE: nowotwory mieloproliferacyjne Philadelphia-ujemne, JAK2, mutacje, inhibitory JAK2



172

Rola kinaz JAK w patogenezie nowotwordw mieloproliferacyjnych Philadelphia-ujemnych. Mozliwosci terapii celowanej
K. Lewandowski

ABSTRACT

In recent years a significant progress has been made in understanding of the pathogenesis of myeloproliferative neoplasms, especially
the one with mutation in JAK2 gene. In 2005 several study groups confirmed the presence of V617F mutation in exon 14 of JAK2 gene.
It was documented that anomaly is present in 96% of polycythaemia vera patients (PV), in 35-70% of patients with essential throm-
bocythaemia (ET) and in about 50% of patients with primary myelofibrosis (PM). Later on, also other sequence aberrations of JAK2
gene were found in exon 12-15, among others a single nucleotide substitutions, insertions or deletions, and also insertion-deletions
defects. In the case of most of the mentioned mutations, experimental studies confirmed their relations with abnormal autoinhibi-
tion process of JAK2 and cytokine-independent proliferation of cells carrying defect. Discovery of relation between the presence of
mutations in JAK2 gene gave insight to initiation of works to prepare small molecules with inhibitory activity against JAK2. Initially,
non-ATP competitive JAK2 inhibitors for the APT-binding catalytic site were tested. Thereafter, ATP-competitive pyridones and
pyrimidine analogs were independently evaluated. Most of JAK2 inhibitors belong to ATP competitive inhibitors [TG101348 (Targe-
Gen), INCB018424 (ruxolitinib, Incyte), CYT387 (Cytopia), CEP-701 (lestaurtinib, Cephalon), XL019 (Exelixis), SB1518 (S*Bio, ac-
cording to Onyx licence as ONX0803) and AZD1480 (AstraZeneca)]. Its administration in myelofibrosis leads to reduction of spleen
volume in about 50% of patients, reduction of general symptoms intensity, increase of physical exercise tolerability and improvement
of quality-of-life. In PV and ET patients JAK2 inhibitors therapy resulted in significant improvement of complete blood count results
and in significant reduction of flebotomy needs. Presently, most of JAK2 inhibitors are evaluated in clinical trials. However, it seems

that their use may change current standards of therapy of JAK2 positive myeloproliferative neoplasms in the nearest future.

KEY WORDS: Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms, JAK2, mutations, JAK2 inhibitors

WSTEP

Do klasycznych postaci przewleklych nowotworéw mielopro-
liferacyjnych (CMPN) Philadelphia-ujemnych nalezg czerwienica
prawdziwa (PV), nadplytkowos¢ samoistna (ET) oraz pierwotna
mielofibroza (PM). Uwaza sie, ze wszystkie choroby z tej grupy
sa wynikiem transformacji nowotworowej wielopotencjalnej ko-
morki hematopoetycznej. Jak dotad nie znaleziono jednak zadnej
specyficznej aberracji cytogenetycznej powigzanej z poszcze-
gbélnymi postaciami Philadelphia-negatywnych CMPN. Jedynie
u okolo 30% chorych z PV potwierdzono obecno$¢ delecji 9p.

Istotny postep w zakresie poznania patogenezy CMPN dokonat
sie na poczatku XXI wieku. W 2005 roku liczne grupy badawcze
donioslty o obecnosci nabytej mutacji genu kinazy Janusowej 2
(JAK2 V617F) u pacjentéw z PV, a w 2006 roku tiazolizynedionéw
dwdch innych mutacji somatycznych: W515L oraz W515K w ob-
rebie sekwencji genu receptora dla trombopoetyny (MPL) u JAK2
V617F-ujemnych chorych na PM [1-3]. Okazalo sig, ze obecnosé¢
wymienionych defektéw genéw JAK2 i MPL w komorkach he-
matopoetycznych prowadzi do konstytutywnej aktywacji szlaku
sygnalowego JAK-STAT i do proliferacji komdrek docelowych

niezaleznej od obecnosci cytokin i czynnikéw wzrostu.
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Obecno$¢ mutacji V617F zlokalizowanej w egzonie 14. genu
JAK?2 potwierdzono u 95% chorych z PV, u 35-70% pacjentéw
z ET oraz u okoto 50% oséb z PM [4-8]. Przeprowadzone ba-
dania wykazaly ponadto, ze obecno$¢ mutacji V617F genu JAK2
jest powiazana z obecnoscia haplotypu 46/1, a takze innych wro-
dzonych defektéw sprzyjajacych wystapieniu choroby [9-11].
W rzadkich przypadkach CMPN Philadelphia-negatywnych oraz
JAK2 V617F — negatywnych mozna takze wykaza¢ obecno$¢
innych defektéw w obrebie egzonéw 12., 13. lub 14. genu JAK2.
Okazalo sig, ze mutacje zlokalizowane w obrebie egzonu 12. sa
wzglednie specyficzne dla JAK2 V617F-ujemnych postaci PV (3%
wszystkich przypadkéw PV) oraz ze najczeéciej dotyczg one po-

zycji aminokwasowych 536-547 [12].

PRZEKAZYWANIE SYGNALU
KOMORKOWEGO DROGA JAK-STAT
W WYNIKU STYMULAC|I RECEPTORA
CYTOKINOWEGO

Kinazy Janus uczestnicza w procesie przekazywania sygnatu ko-

moérkowego posredniczonego poprzez receptory dla cytokin oraz

2011/Vol. 1/Nr 3/171-182



Rola kinaz JAK w patogenezie nowotwordw mieloproliferacyjnych Philadelphia-ujemnych. Mozliwosci terapii celowanej

czynnikéw wzrostu. Nalezy pamietac, ze cze$¢ z nich ma struk-
ture jednofacuchowa (np. dla EPO, PRL, GH, G-CSF), a inne
wielotaricuchowa (np. dla IL-3, IL-5, GM-CSF). Typy receptoréw
oraz cytokiny o powinowactwie do okreslonego rodzaju recepto-

ra przedstawiono na rycinie 1.

RYCINA 1.
Typy receptoréw dla cytokin, w tym kinazy Janus 2 [13].

K. Lewandowski

Y694 w przypadku STAT5) zlokalizowanej w koncu karboksylo-
wym czynnika transkrypcyjnego STAT. Proces fosforylacji tyro-
zyny STAT, w zaleznosci od rodzaju komorek i natury interakeji
liganda z receptorem, moze by¢ wynikiem interakcji STAT z re-

ceptorem dla czynnika wzrostu, JAK lub kinaza Src. Proces ten

Receptory typul Receptory typu ll
\ [ |
IL-2R, IL-4R, IL-6R, IL-11R, IL-3R, IL-SR, EPOR, TPOR, INFor, INFB, INFy, IL-10R,
IL-7R, IL-9R, OSMR, LIFR GM-CSFR G-CSFR IL-19R,
IL-15R, IL-21R (zawierajace (zawierajace GHR, PRLR |L-20R, IL-22R,
(zawierajace podjednostke  podjednostke Bc) (homodimeryczne IL-24R, IL-28R,
podjednostke yc) gp130) receptory cytokinowe) IL-29R

(receptory dla INF)

[

JAKT, JAK3 JAKT, JAK2 JAK2

TYK2

JAK2 JAKT, JAK2,
TYK2

Objasnienia uzytych skrétéw: IL-xR — receptor dla okreslonego (x) typu interleukiny, OSMR - receptor dla onkostatyny M (ang. oncostatin M receptor),
LIFR - receptor dla czynnika hamujacego biataczke (ang. leukemia inhibitory factor), GM-CSFR - receptor dla granulocytowo-makrofagowego czynnika wzro-
stu, PRLR - receptor dla prolaktyny, INF - interferon, JAK - kinaza tyrozynowa Janus, TYK - receptor dla kinazy tyrozynowej Tyk.

Proces przekazywania sygnalu komdrkowego po zwiazaniu li-
ganda z odpowiednim receptorem ma charakter etapowy. Jego
podstawa sa reakcje fosforylacji okreslonych czasteczek tyrozy-
ny w obrebie struktury poszczegélnych biatek uczestniczacych
w procesie przekazywania sygnalu, a takze ich zmiany konfor-
macyjne kreujace miejsca wiazania dla kolejnych biatek uczest-
niczacych w procesie transdukgji sygnatu. W przypadku szlaku
sygnalowego JAK-STAT zwiazanie cytokiny/czynnika wzrostu
z receptorem prowadzi do jego dimeryzacji/oligomeryzacji. Ko-
lejnym skutkiem zwiazania agonisty z receptorem jest przemiesz-
czenie zwigzanych z receptorem poprzez domene SH2 czasteczek
JAK (rekrutacja JAK). Rekrutacja JAK skutkuje ich fosforylacja na
drodze autofosforylacji i/lub transfosforylacji (przy udziale innej
czasteczki JAK lub kinazy z innej rodziny kinaz tyrozynowych).
Aktywowana kinaza Janus posredniczy w fosforylacji docelowej
czasteczki tyrozyny w obrebie receptora. W ten sposéb dochodzi
do utworzenia miejsca wigzacego (miejsca dokowania) domene
SH2. Dzieki temu mozliwe jest przytaczenie kolejnej czasteczki
uczestniczacej w szlaku sygnalowym (np. STAT, kinazy Src, fo-
sfatazy biatkowe, bialka adaptorowe w procesie przekazywania
sygnalu, w tym Shc, Grb2 lub kinaza PI-3) [13, 14].

W przypadku szlaku sygnalowego JAK-STAT po zwiazaniu czg-
steczki STAT z receptorem dochodzi do fosforylacji tyrozyny (np.
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inicjuje reorientacje biatek STAT i ich homo- lub heterodimery-
zacje. Dimeryzacja STAT jest rezultatem interakcji miedzy dome-
na SH2 na jednej z czasteczek STAT a fosforylowana tyrozyna
na drugiej czasteczce STAT. Po fosforylacji dimery STAT prze-
mieszczaja sie do jadra, wiaza si¢ poprzez domene wigzaca DNA
z sekwencja genu docelowego i inicjuja proces transkrypcji.

Aktywno$¢ STAT (z wyjatkiem STAT2) jest kontrolowana przez
kinazy serynowo-treoninowe (np. ERK, p38, mTOR). Regulacja
aktywno$ci STAT jest mozliwa na drodze fosforylacji seryny
w domenie transaktywacyjnej (w obrebie konserwatywnego mo-
tywu PSMP). Schemat ideowy przebiegu reakeji przedstawiono

na rycinie 2.

RODZINA KINAZ TYROZYNOWYCH
JANUS

Rodzing JAK tworzg JAK1, JAK2, JAK3 oraz TYK2. Od innych
biatek nalezacych do rodziny kinaz tyrozynowych odréznia je
unikalna struktura. Cze$¢ aminoterminalna JAK zawiera dwa
zasadnicze motywy: domene Src homologiczna (SH2) i domene
FERM (ang. Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin). Domena
SH2 obejmuje uprzednio wyodrebniany region JH3 oraz cze$¢
domeny JH4. Wyodrebniane uprzednio regiony JH5-JH7 we-

dtug aktualnej klasyfikacji topograficznej znajduja sie¢ w obrebie
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RYCINA 2.

Szlak przekazywania sygnatu komérkowego droga JAK-STAT. Po zwiazaniu agonisty receptora (cytokina) dochodzi do dimeryzacji receptora, fosforylacji zwia-
zanych z nim kinaz JAK, a nastepnie, w wyniku zmian konformacyjnych w obrebie receptora, udostepnienia miejsca,dokowania”dla odpowiednich czasteczek
STAT. Po fosforylacji zwiazanych czasteczek STAT przez kinaze JAK dochodzi do ich dimeryzacji poprzez domeny SH2. W obrebie jadra dimery STAT sg ponow-
nie fosforylowane przez kinaze MAP (MAPK), a nastepnie wigza sie z odpowiednim miejscem w obrebie genéw docelowych, inicjujac proces transkrypcji.

cytokina _\

cytokina cytokina
Receptor Dlmeryzaqa receptora Rekrutaqa STAT
| — : _ |
JAK JAK ® W ® i WP
Fosforylacja tyrozyn Fosforylacja tyrozyn
[ I ||
Y |y Y Y P P
) . Cytoplazma
Aktywacja Dimeryzacja
i poprzez
kinaz MAP domeny SH2
\
| AN / |
wiazanie z DNA / Jqdro
Fosforylacja ®
seryny STAT . A
=) RNA  Inicjacja Zmiana
Aktywnosé transkrypcyjna '—> transkrypcji fenotypu komorki
| — | I—

Fragment promotora genu
zaangazowany w odpowiedz na
sygnat cytokinowy

Objasnienia uzytych skrétow: STAT - czynnik zaangazowany w przekazywanie sygnatu oraz inicjacje transkrypcji (ang. signal transduction and
activation of transcription), JAK — kinaza Janus, DNA - kwas deoksyrybonukleinowy, RNA — kwas rybonukleinowy, MAPK - kinazy aktywowane miogenami

(ang. MAP, mitogen-activated protein kinases).

domeny FERM. Domena FERM poéredniczy w wigzaniu kinazy
z odpowiednim receptorem oraz z innymi bialkami. Uczestniczy
takze w procesie regulacji aktywnosci katalitycznej JAK. Wykaza-
no bowiem, ze obecno$¢ substytucji nukleotydowych w obrebie
sekwencji kodujacej tyrozyne 913 domeny FERM prowadzi do
niezaleznej od cytokin aktywacji kinazy [15].

Unikalng cechg kinaz z rodziny Janus jest obecno$¢ dwéch do-
men o znacznym stopniu homologii: JH1 i JH2. Obecnos$¢ dwéch
domen kinazowych byta podstawa do nazwania tej rodziny ki-
nazami Janus, od imienia rzymskiego boga o dwéch twarzach
— Janusa [16]. Domena JH1 kinazy tyrozynowej jest domena
funkcjonalng i zawiera w obrebie petli aktywacyjnej motyw YY.
Domena JH2 (domena kinazopodobna), mimo ze zawiera wigk-
szo$¢ konserwatywnych aminokwaséw charakterystycznych dla
funkcjonalnych kinaz, nie ma jakiejkolwiek mierzalnej aktywno-

$ci biologicznej. Jest to wynikiem utraty ugrupowan odpowie-
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dzialnych za aktywno$¢ katalityczng kinazy i jej wiazanie z nu-
kleotydami [17-19]. Domena kinazopodobna odgrywa jednak
role regulatorows, i to zaréwno w odniesieniu do aktywno$ci
JAK, jak i intensywnosci sygnatu przekazywanego szlakiem JAK-
STAT (ang. signal transduction and activation of translation).
Negatywny wplyw domeny JH2 na aktywno$¢ katalityczna ki-
nazy JAK2 (takze JAK3) potwierdzily zaréwno wyniki badai na
modelach teoretycznych, jak i rezultaty badan biochemicznych
wlasciwosci kinazy [20-22]. Znaczenie domeny JH2 w procesie
autoinhibicji kinazy Janus 2 potwierdzily réwniez obserwacje
pdzniejsze, poczynione u chorych z JAK2 V617F-dodatnimi no-
wotworami mieloproliferacyjnymi [2, 23]. Okazalo si¢ bowiem,
ze obecno$¢ wymienionego defektu prowadzi do zniesienia ha-
mujacego wplywu domeny JH2 na domene JH1, a takze do zmia-
ny konformacji domeny JH1 umozliwiajacej jej fosforylacje przez

zwigzana z nig czasteczke JAK2 V617F.
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ABERRACJE CHROMOSOMALNE
Z UDZIALEM 9p24 ORAZ MUTACIE
GENU JAK2

Gen kinazy Janus 2 zlokalizowany jest na ramieniu krétkim chro-
mosomu 9 (prazek 9p24). Zbudowany jest ze 143 tysiecy par zasad,
z ktérych 138 tysiecy przypada na introny. Sekwencja kodujaca
kinaze tyrozynowa JAK2 zlozona jest z 25 egzonéw, kodujacych
1132 aminokwasy. Pierwsze doniesienie dotyczace obecnosci
translokacji chromosomalnej obejmujacej gen JAK opublikowano
w 1997 roku. Aberracje te zidentyfikowano w przypadku ostrej
biataczki limfoblastycznej pre-B. Okazalo sie, ze defekt ten jest
wynikiem t(9;12)(p24;p13) prowadzacej do powstania genu fuzji
ETV6-JAK2. Gen ETV6-JAK2 zawiera fragmenty sekwencji ko-
dujacej fragmenty genéw kodujacych odpowiednio dla domeny
oligomeryzacyjnej Helix-Loop-Helix bialka ETV6 (ETV 6) oraz
domeny (JH1) kinazy tyrozynowej Janus 2. W latach pézniej-
szych potwierdzono wystepowanie u chorych z nowotworami
limfo- i mieloproliferacyjnymi takze innych aberracji chromoso-
malnych z udziatem genu JAK2 [24-33]. Cze$¢ z nich przedsta-

wiono w tabeli 1.

TABELA 1.

K. Lewandowski

tworami mieloproliferacyjnymi, a takze u chorych z niektérymi
postaciami zespolu mielodysplastycznego. Dotychczas zidentyfi-
kowano kilkadziesigt mutacji genu JAK2, ktérych obecnos¢ pro-
wadzi do podobnych zmian funkgji kinazy Janus 2. Co ciekawe,
sq one zlokalizowane w réznych obszarach genu JAK2 (egzony
12.-15.).

Mutacje egzonu 14.

Obecno$¢ mutacji punktowych w obrebie genu JAK2 z rodziny
kinaz tyrozynowych po raz pierwszy udokumentowano w 2005
roku. Stalo sie to mozliwe dzieki analizie chorych na CMPN i od-
kryciu transwersji G1849T prowadzacej do substytucji V617F
w obrebie sekwencji aminokwasowej kinazy Janus 2 [2, 23, 34].
Pézniejsze badania dowiodly, ze defekt ten jest réwniez obecny
u okoto 20-50% chorych z niedokrwistoscia oporng na leczenie
z obecnoscig patologicznych syderoblastéw i znaczacg nadplyt-
kowoscig (RARS-T) oraz u okolo 5% chorych z ostra biataczka
szpikowa i MDS [35].

W oparciu o analize struktury krystalograficznej kinazy Janus 2
oraz symulacje na modelach atomowych wysunieto przypuszcze-

nie, Ze obecno$¢ mutacji V617F prowadzi do zakl6cenia inter-

Aberracje z udziatem genu JAK2 obecne u chorych z nowotworami limfo- i mieloproliferacyjnymi.

19:12)(024:p13) ETV6-JAK2 | Wczesna postac biataczki limfoblastycznej pre-B | Konstytutywna aktywacja kinazy Janus 2, niezalezny od IL-3
/PP (TEL-JAK2) Biataczki limfo- i mieloblastyczne oraz G-CSF wzrost prekursoréw mieloidalnych
Ostre biataczki Konstytutywna aktywacja kinazy Janus 2 w wyniku fuzji
1(8,9)(p22;p24) PCM1-JAK2 Przewlekta biataczka szpikowa domeny coiled-coil genu PCM1 oraz domeny katalitycznej
Chtoniaki T-komdrkowe kinazy JAK2
Konstytutywna aktywacja kinazy Janus 2 w wyniku fuzji
1(9;22)(p24,911.2) BCR-JAK2 Przewlekta biataczka szpikowa domeny coiled-coil genu BCR oraz domeny katalitycznej
(JH1) genu JAK2 (opornos¢ na imatynib)
) . ) . S . Konsekwencje biologiczne nieznane, hipotetycznie
1(3,9)(q21;p24) RPN1-JAK2 Idiopatyczne wioknienie szpiku konstytutywna aktywadja kinazy Janus 2
1(5:22)(q14.1:p241) | SSBP2-JAK2 Wezesna postac biataczki limfoblastycznej pre-B Konsekwencje biologiczne ni.eznlane, hipotetycznie
konstytutywna aktywacja kinazy Janus 2
- PAX5-JAK2 Ostra biafaczka limfoblastyczna u dzieci Konsekwendje biologiczne nieznane, hipotetycznie
konstytutywna aktywacja kinazy Janus 2

MUTACJE GENU JAK2 PROWADZACE
DO ZAKLOCENIA PROCESU
AUTOINHIBICJI KINAZY JANUS 2

Podobnie jak aberracje chromosomalne takze mutacje punktowe,
insercje lub delecje moga prowadzi¢ do konstytutywnej aktywacji

kinazy Janus 2. Ich obecno$¢ potwierdzono u pacjentéw z nowo-
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akgji o charakterze autoinhibicyjnym miedzy domena pseudoki-
nazy (JH2) a domena kinazowa (JH1) [36]. Okazalo si¢ takze, ze
w przypadkach V617F-dodatnich efekt autoinhibicyjny domeny
JH2 jest uzalezniony od obecnoéci w $rodkowej czesci domeny
JH2 (aC helix) F595. Wykazano bowiem, ze substytucja F595

przez alaning, lizyne lub waline prowadzi do znacznego ograni-
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czenia procesu konstytutywnej aktywacji kinazy Janus 2 w przy-
padkach V617F-dodatnich [37].

U chorych na nowotwory mieloproliferacyjne potwierdzono
wystepowanie réwniez innych zmian w obrebie egzonu 14. genu
JAK2. Naleza do nich miedzy innymi defekty o charakterze de-
lecyjnym. Poczatkowo ich wykrycie nie bylo mozliwe. Do oceny
obecno$ci mutacji stosowano bowiem DNA i metode bezposred-
niego sekwencjonowania. Obecno$¢ mutacji delecyjnych genu
JAK2 potwierdzily dopiero badania RNA i analiza obecnosci pro-
duktéw alternatywnego skladania. Do najczesciej stwierdzanych
defektéw tego typu nalezy egzon 14del.

Obok obecno$ci mutacji o charakterze delecyjnym u chorych na
nowotwory mieloproliferacyjne potwierdzono takze obecno$¢
innych mutacji punktowych w obrebie egzonu 14., w tym K603Q,
H606Q, H608Y, V6171 czy tez C618R. Ich wplyw na funkcje JAK2

jest obecnie w trakcie oceny [38, 39].

Mutacje egzonu |2.

Ich obecnos¢ wykazano u 3-5% chorych z czerwienica prawdzi-
wa z nieobecna mutacja V617F genu JAK2 [40]. W odréznieniu
od mutacji V617F, ktéra u pacjentdéw z PV jest obecna w postaci
homozygotycznej, mutacje egzonu 12. maja charakter heterozy-
gotyczny. Moga one by¢ obecne takze w obrebie sekwencji ko-
dujacej strukture domeny JH2, co moze prowadzi¢ do zaktdcenia
procesu autoinhibicji kinazy, podobnie jak ma to miejsce w przy-
padku defektéw zlokalizowanych w obrebie egzonu 14.

Jak dotad w obrebie egzonu 12. potwierdzono wystepowa-
nie réznorodnych defektéw molekularnych, w tym mutacji
punktowych, mutacji insercyjno-delecyjnych oraz zmian de-

lecyjnych [41]. Do najczesciej wystepujacych naleza K539L,

RYCINA 3.

F537K539 (F537-K539delinsL), R541-E543 delinsK oraz N542-
E543 (N542-E543del) [3, 12]. Sledzenie obecnosci defektéw
egzonu 12. genu JAK2 wydaje si¢ mie¢ szczegdlne znaczenie
u 0séb pochodzenia azjatyckiego z podejrzeniem czerwienicy,
u ktérych czesto$¢ wymienionych defektéw jest szczegélnie wy-

soka i wynosi 23% [42].

Mutacje egzonéw 13.1i |5.

Podobnie jak mutacje egzonu 12. wszystkie z dotychczas opisa-
nych defektéw w obrebie egzonéw 13. 1 15. maja charakter hetero-
zygotyczny. Ich wykrycie byto mozliwe dzieki badaniom przesie-
wowym locus genu JAK2 u blisko 20 000 0séb z podejrzeniem
nowotworu mieloproliferacyjnego [39]. Do najczestszych zmian,
ktérych obecno$¢ potwierdzono w obrebie egzonu 13., naleza:
F557L, R564L, R564Q, V567A, G571S/R, L579F, H587N i S591L.
Nieco mniej defektéw molekularnych zidentyfikowano w obre-
bie egzonu 15. Do najczesciej wystepujacych naleza L624P oraz
1645V [3].

Lokalizacje najczestszych defektéw molekularnych w obrebie

genu JAK2 przedstawiono na rycinie 3.

ZtOZONE ABERRACJE GENETYCZNE
Z UDZIALEM JAKV6I17F

W ostatnich latach opublikowano dane potwierdzajace mozli-
wos¢ wspdtwystepowania u chorych na nowotwory mielopro-
liferacyjne komérek JAK V617F-dodatnich oraz BCR-ABL-do-
datnich. Co ciekawe, jednoczesne wystepowanie wymienionych
defektéw opisano zaréwno w przypadkach chorych wyjsciowo
BCR-ABL-ujemnych/JAK2 V617F-dodatnich [43], jak i BCR-
-ABL-dodatnich/JAK2 V617F-ujemnych [44]. W tym ostatnim

Struktura genu JAK2 z uwzglednieniem obszaréw, w ktérych obecnos¢ zmian prowadzi do substytucji aminokwasowych mogacych zaktdcac proces

autoinhibicji kinazy ([14], zmodyfikowano).

37 382 390 500 545 806 Ba4 1127 Pozycja aminokwasowa
FERM SH2 Pseudokinazowa Kinazowa
(JH2) (JH2)
1 1132

el3
el4
el5
K539L

K537-K539delinsL

N542-E543del F557L
1540-E543delinskK R546L

N542-E543del R564Q 1
V536-F547dup V567A H606Q
T514M G571S He08Y
N533Y G571R V617F
H538Q L579F V6171
F547F H587N C618R
L5451 S591L Del4
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przypadku pojawienie sie klonu komérkowego JAK2 V617F-do-
datniego mialo miejsce w trakcie leczenia imatynibem przewle-
ktej biataczki szpikowej [45].

Wyjasnienie tej koincydencji nie wydaje si¢ az tak trudne. Wiado-
mo bowiem, ze stata, wysoka aktywnos¢ kinazy JAK2 jest czyn-
nikiem podtrzymujacym stabilno$¢ biatka BCR-ABL. Moze to
prowadzi¢ do przedluzonego utrzymywania si¢ wysokiej komor-
kowej aktywnosci kinazy BCR-ABL, a tym samym podtrzymywa-
nia sygnatu proliferacyjnego oraz fenotypu mutacyjnego [46]. To
ostatnie spostrzezenie wydaje sie uzasadnieniem teoretycznym do
podejmowania prob terapii przewleklej biataczki szpikowej jedno-
cze$nie za pomocg inhibitora kinazy tyrozynowej BCR-ABL oraz
inhibitora kinazy JAK2, i to niezaleznie od stanu mutacyjnego obu
bialek.

INHIBITORY KINAZY JAK 2

Odkrycie zwigzku miedzy obecnoscia mutacji w obrebie genu
JAK2 a rozwojem nowotworéw mieloproliferacyjnych stalo sie
przestanka podjecia prac zmierzajacych do opracowania malo-
czgsteczkowych inhibitoréw kinazy JAK2. Poczatkowo byly to
substancje o strukturze zblizonej do budowy klasycznego inhibi-
tora JAK2 — tyrphostin AG490, wspéizawodniczgce z substratem
o miejsce wiazania w obrebie domeny kinazowej JAK2. Wkrétce
potem niezaleznej ocenie poddano takze substancje o budowie
zblizonej do ATP — analogi pyridonéw oraz pyrimidiny. Z uwagi
na to, ze zwiazki te pierwotnie opracowano z intencja hamowa-
nia aktywnosci katalitycznej kinazy JAK2, nazwano je inhibito-
rami typu I. Nieco pézniej do podobnych celéw zaadaptowano
inhibitory innych kinaz obdarzone wlasciwosciami inhibitoro-
wymi wobec JAK2. Te grupe inhibitoréw nazwano inhibitorami
typu II [47].

Inhibitory JAK2 wspétzawodniczace
o miejsce wigzania z ATP
w obrebie domeny kinazowej

Poznanie podstaw molekularnych nowotworéw mieloprolifera-
cyjnych doprowadzito do opracowania szeregu lekéw celowanych
molekularnie. Wigkszo$¢ z nich jest obecnie przedmiotem oceny
w badaniach klinicznych. Nalezg do nich miedzy innymi inhibitory
szlaku mTOR (ewerolimus), MAPK (erlotinib) czy tez NF-kB (bor-
tezomib), a takze inhibitory JAK2.

Wiekszo$¢ inhibitoréw JAK2 to zwiazki maloczasteczkowe
wspotzawodniczace z ATP o miejsce wiazania w obrebie dome-
ny kinazowej [TG101348 (TargeGen), INCB018424 (ruxolitinib,
Incyte), CYT387 (Cytopia), CEP-701 (lestaurtinib, Cephalon),
XLO019 (Exelixis), SB1518 (S*Bio, wedlug licencji Onyx jako
ONX0803), AZD1480 (AstraZeneca)]. Ich hamujacy wplyw na
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przekazywanie sygnalu komdrkowego posredniczonego przez
IL-6 oraz proliferacje JAK2 V617F — pozytywnych komorek linii
Ba/F3W potwierdzily badania przedkliniczne [48, 49].

INCB018424 (ruxolitinib, Novartis AG)

Doustny analog pyrrolo[2,3-d]pirymidyny wywotujacy w ste-
zeniach subnanomolarnych wplyw inhibitorowy na aktywno$c¢
kinazy JAK1 i kinazy JAK2, z istotnie nizsza aktywno$cia ha-
mujaca wobec kinazy JAK3. Lek w stezeniach nanomolarnych
hamuje wzrost komérek JAK2 V617F-dodatnich. W warunkach
in vitro hamuje réwniez przekazywanie sygnatu szlakiem JAK2/
STATS5. Lek pomyslnie przeszed! badania kliniczne fazy II u cho-
rych z czerwienica prawdziwa, nadplytkowoscia samoistna oraz
pierwotng mielofibroza [50]. Obecnie trwaja réwniez badania
kliniczne nad zastosowaniem ruxolitynibu u chorych z mielo-
fibrozg — COMFORT I (ruxolitinib v. placebo) oraz COMFORT
II (ruxolitinib v. najlepsze dostepne leczenie). Pierwotnymi
punktami koncowymi badan sa odsetek pacjentéw z redukcja
objetosci $ledziony 235% w poréwnaniu z objeto$cia wyjsciowa
po 24 tygodniach terapii (COMFORT 1) oraz odsetek pacjen-
tow z redukcja objetosci $ledziony 235% w poréwnaniu z ob-
jetoscia wyjéciowa po 48 tygodniach leczenia (COMFORT II).
Wedlug ostatnich danych oba badania osiagnely zamierzone
pierwotne punkty koricowe. Na ich wyniki koficowe trzeba jed-

nak poczekac.

TG101348

Lek jest analogiem biaryl-meta-pirimidyny. Wykazuje w steze-
niach nanomolarnych wplyw inhibitorowy na JAK2 typu dzikiego
oraz JAK2 V617F. Inhibitor hamuje takze fms-podobna kinaze ty-
rozynowg (FLT3) oraz kinaze RET. Jednoczes$nie, w poréwnaniu
z innymi kinazami z rodziny JAK, TG101348 wykazuje wysoka
selektywnos¢ wzgledem JAK2. TG101348 przeszed! z powodze-
niem badania kliniczne I fazy przeprowadzone na chorych z PM,
post-PV MF oraz post-ET MF [49]. W wyniku tych badan usta-
lono, ze maksymalna doustna dawka tolerowana wynosi 680 mg/
/dzier. Do dalszych badan klinicznych II i III fazy zarekomendo-
wano jednak dawke 400-500 mg/dzier.

CEP-701 (Lestaurtinib)

Lek jest analogiem staurosporyny (indolokarbazol). Zostat opra-
cowany i zaakceptowany przez Food and Drug Administration
(FDA) do leczenia ostrej bialaczki szpikowej FLT3-dodatniej.
Okazalo sie jednak, ze inhibitor w stezeniach nanomolarnych
skutecznie hamuje réwniez wzrost komérek JAK2 V617F-dodat-
nich. CEP-701 podlega obecnie badaniom II fazy u chorych z PM,
post-PV MF oraz post-ET MF [51, 52].
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CYT 387

Lek jest pochodna fenyl-amino-pirydyny. Hamuje aktywnos¢
JAKI i JAK2. Wykazuje 10-krotnie mniejsza aktywno$¢ inhibi-
torowa wobec JAK3. Hamuje przekazywanie sygnalu szlakiem
JAK-STAT w komérkach JAK2 V617F-dodatnich, a w stezeniach
mikromolarnych takze wzrost wymienionych komérek. W wa-
runkach in vitro CYT 387 hamuje wzrost kolonii erytroidalnych
wyprowadzonych z komérek szpiku pozyskanych od chorych na
czerwienice prawdziwa. Inhibitor jest obecnie w trakcie badan

klinicznych I/II fazy u chorych z mielofibroza [53].

XL019 (Exelixis)

Lek w stezeniach nanomolarnych silnie hamuje aktywno$¢ kinaz
z rodziny JAK, wykazujac wzgledna selektywnos$¢ w odniesieniu
do JAK2. XL019 pomyslnie przeszed! badania I fazy u chorych
na PM [54].

SB1518

Doustny lek o strukturze makrocyklicznej o silnym i selektyw-
nym dziafaniu inhibitorowym na JAK2 (IC =23 i 19 nM dla
odpowiednio JAK2 WT i JAK2 V617F) oraz FLT3 (IC_=22 nM)
[55]. Obecnie trwaja badania I/1I fazy oceniajace jego skuteczno$¢
u chorych z PM [14].

AZD1480 (pyrazoyl-pyrimidinediamina)

Najsilniejszy ze znanych inhibitoréw JAK2, hamujacy kinaze
JAK2 w stezeniach pikomolowych. W poréwnaniu z JAK3 lek ce-
chuje selektywno$¢ wobec JAK2. AZD1480 hamuje przekazywa-
nie sygnaléw szlakiem JAK/STAT, hamuje proliferacje i indukuje
proces apoptozy megakarioblastéw JAK2 V617F-pozytywnych
wywodzacych sie z linii komérkowej SET2 [14, 56]. Hamuje takze
wzrost komérek macierzystych transferowanych zmutowanym
genem JAK2 u myszy. Obecnie trwaja badania I/II fazy nad oceng

jego skutecznosci u chorych z PM.

RYCINA 4.

NVP-BSK805 (quinoxaline)

Lek oceniany w badaniach przedklinicznych. W poréwnaniu z in-
nymi kinazami z rodziny JAK w warunkach in vitro wykazuje 20-
-krotnie wyzsza selektywnos$¢ wobec kinazy JAK2. Selektywno$¢
ta zostala potwierdzona w odniesieniu do innych kinaz takze
w badaniach profilowych. NVP-BSK805 zmniejsza takze fosfo-
rylacje STAT5 w komdrkach JAK2 V617F-dodatnich, jednoczes-
nie hamujac ich proliferacje oraz indukujac proces ich apoptozy.
W warunkach in vivo NVP-BSK805 cechuje dobra biodostepnosé
oraz dlugi okres péttrwania. U myszy i szczuréw lek znacznie
zmniejsza objawy nadkrwisto$ci wywolanej podawaniem rekom-
binowanej erytropoetyny oraz nasilenie objawéw erytropoezy

pozaszpikowej [57].

INHIBITORY WSPOLZAWODNICZACE
Z SUBSTRATEM DLA JAK2

LS-104 (LympohoSign, AEgera)

Lek jest analogiem tyrphostin AG490 i jest jedynym inhibitorem
JAK2 w tej grupie bedacym w trakcie oceny w badaniach klinicz-
nych. Hamuje takze kinaze tyrozynowa BCR-ABL. Nie wplywa
na aktywnos¢ kinaz z rodziny Src. W badaniach przedklinicznych
LS-104 wywolywat efekt cytotoksyczny w odniesieniu do komo-
rek bialaczkowych wywodzacych sie z linii mieloidalnej, a takze
limfoidalnej [60, 61]. Przedmiotem obecnie prowadzonych badan
klinicznych II fazy jest ocena skuteczno$ci leku u chorych z ostra

biataczka limfoblastyczna.

ONO044580 (Onconova Therapeutics, Inc.)

Lek zblizony budowa do AG490. Ma wlasciwosci podobne do LS-
-104. Jest inhibitorem kinaz BCR-ABL i JAK2. Okazat si¢ wyso-
ce specyficzny w stosunku do wymienionych kinaz w badaniach
przesiewowych oceniajacych jego aktywno$¢ w odniesieniu
do 300 innych kinaz [62, 63]. ON044580 wywoluje efekt cyto-

Struktura chemiczna inhibitoréw JAK2 ocenianych w badaniach klinicznych u chorych z przewleklymi nowotworami mieloproliferacyjnymi (wedtug [58]).

CEP-701 (lestaurtinib)
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TABELA 2.
Sita i selektywnos¢ inhibitoréw JAK (wedtug [59]).

K. Lewandowski

Ruxolitinib 28 153 1,1 6,7 M1l

TG101348 3 332 35 135 Il

Lestaurtinib 1 3 ND ND Il
XLO19 2 125 65 170 Wstrzymane

Objasnienia uzytych skrotow: IC, | - stezenie hamujace wzrost kolonii komorkowych o 50%, JAK - kinaza Janusowa, TYK2 — niereceptorowa kinaza tyrozy-

nowo-biatkowa 2.

TABELA 3.

Aktywnos¢ inhibitorowa nowych inhibitoréw JAK w testach opartych na pomiarze aktywnosci kinazy (zmodyfikowano wedtug [59]).

SB1518 23 23 56 2 |
CYT387 1 18 155 ND /1l
AZD1480 13 <04 39 ND /1l
NVP-BSK805 316 0,48 18,6 10,7 Przedkliniczna

Objasnienia uzytych skrotéw: IC, ~ potowa minimalnego stezenia hamujacego, JAK - kinaza Janusowa, TYK2 ~ niereceptorowa kinaza tyrozynowa 2.

toksyczny w stosunku do komérek z nadekspresja JAK2 V617F
i BCR-ABL, a takze komoérek uzyskanych od pacjentéw z prze-
wlekla biataczka szpikows, i to niezaleznie od fazy choroby oraz
wrazliwosci na imatynib. Jak dotad nie przedstawiono jednak da-
nych dotyczacych skutecznosci leku w warunkach in vivo.

Strukture chemiczna wybranych inhibitoréw JAK2, ich aktyw-
nos¢ inhibitorowa w testach opartych na pomiarach aktywno-

$ci kinazy, a takze poréwnanie ich sily i selektywnosci dzialania

TABELA 4.

przedstawiono odpowiednio na rycinie 4 oraz w tabelach 2 i 3.
Dotychczasowe wyniki badan nad stosowaniem inhibitoréw
JAK2 u chorych na nowotwory mieloproliferacyjne jednoznacz-
nie potwierdzily ich skuteczno$¢ terapeutyczna. Rezultaty préb
klinicznych dotyczacych zastosowania wybranych inhibito-
réw JAK2 u chorych na pierwotna mielofibroze, czerwienice
prawdziwg oraz nadplytkowo$¢ samoistna przedstawiono w ta-
belach 41 5.

Wyniki wstepne badan klinicznych nad zastosowaniem inhibitoréw JAK2 u pacjentéw z pierwotna mielofibroza.

Santos i wsp. CEP-701(80 mg 2x dz.)

27% (Ysplenomegalii i nasilenia cytopenii)

Przewdd pokarmowy, cytopenie

Hexner i wsp. CEP-701 (80-160 mg 2x dz.)

Redukcja splenomegalii jw.

Verstovsek i wsp. | NCB018424 (10-25 mg 2x dz)

44% (4 splenomegalii, zaleznosci od przetoczen preparatow
krwi, $ objawéw ogolnych, T tolerancji wysitku)

Matoptytkowo$¢, anemia

Verstovsek i wsp. SB1518 (500-600 mg 1x dz)

28% (1 splenomegalii)

Przewod pokarmowy, matoptytkowos¢

Pardananiiwsp. | TG101348 (30-800 mg 1x dz.)

Redukcja splenomegalii (49%), 4 objawdw ogdlnych,
leukocytozy, trombocytozy

Przewod pokarmowy, anemia,
matoptytkowosé

XL019 (25-300 mg 1x dz.

Shah i wsp. lub 25 mg 2x w tyg))

Redukgcja splenomegalii, objawdw ogdlnych,
niedokrwistosci, leukocytozy

Neurologiczna
(badanie zamkniete)
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TABELA 5.

Wyniki wstepne badan klinicznych nad zastosowaniem inhibitoréw kinazy JAK2 u chorych na czerwienice prawdziwa (PV) i nadptytkowos¢ samoistna (ET).

Moliterno i wsp. CEP-701(80 mg 2x dz.)

Isplenomegalii (83%), potrzeby krwioupustow (60%)
PV:97% (CR 45%)
ET 90% (CR 13%)

Przewodd pokarmowy,
epizody zakrzepowe

INCBO11824

Verstovsek i wsp. (10-25 mg 2x dz)

PV:97% (CR 45%)
ET90% (CR 13%)

Niedokrwistos¢, matoptytkowosc¢

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze zastosowanie inhibito-
réw JAK2 u pacjentéw z mielofibroza prowadzi do zmniejszenia
wielkosci $ledziony u okolo potowy chorych, redukeji stopnia
nasilenia wystepujacych objawéw ogdlnych, zwiekszenia tole-
rancji wysitku fizycznego oraz poprawy jakosci zycia. U chorych

z czerwienica prawdziwa i nadplytkowoscia samoistng ich poda-

obwodowej oraz do wyraznego zmniejszenia zapotrzebowania na
leczenie upustami krwi.

Z wymienionych powodéw zastosowanie inhibitoréw kinazy
tyrozynowej Janus 2 moze juz w niedalekiej przyszlosci zmieni¢
obowiazujace standardy terapii JAK2-dodatnich nowotwordéw

mieloproliferacyjnych.

nie prowadzi do znaczacej poprawy w zakresie parametréw krwi
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