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Sammanfattning

Introduktion Prostatacancer ar en malign sjukdom som i Sverige utgor drygt 16 procent av
det totala antalet cancerfall hos man. Denna maligna sjukdom orsakar forstoring av
prostatakorteln, vilket i sin tur leder till tryck pad urinréret och medfér problem med
vattenkastning. Det storsta problemet, vilket &r huvudpoangen i denna litteraturstudie, ar
behandlingsresistenta prostatatumorer som uppstar efter kastrering, dvs. efter att man
tidigare har haft prostatacancer och opererat bort testiklarna. Bel-2 protein familjen som
mots vid det yttre mitokondriemembranet (MOM) ar orsaken till detta problem, eftersom
den huvudsakliga regleringen av apoptos sker genom de pro- och anti-apoptotiska
egenskaperna hos Bcl-2 proteinfamiljen. For att aterstilla effektiviteten av kemoterapi-
behandlingen gors det darfor studier i syfte att underséka hdmmandet av Bcl-2
overuttryckning i tumorcellerna. For att undkomma detta problem finns det ndgra likemedel
och flera strategier som anvinds. De strategier som presenteras i denna studie ar baserade pa
anvandandet av Docetaxel, ABT-737 och Pim-kinasinhibitorer i olika kombinationer for att
hamma Bcl-2 familjens oOveruttryckande proteiner. I studierna har det anvints kombi-
nationsbehandlingar som har bra effekt men dven monoterapier som ocksa har hjalpt till
med att hamma Bcl-2 familjen. Syftet med detta examensarbete ar att hitta och se vilka
lakemedel eller strategier som finns for att bekdampa behandlingsresistenta prostatatumorer
med hoga halter av Bel-2.

Metod I detta examensarbete finns det sex vetenskapliga artiklar som hittades via PubMed,
och anvindes till bade resultat och diskussions del. Forutom dessa artiklar har andra
relevanta internetsidor hittats via s6kmotorn Google och anvints i inledningen och
diskussionen, men &ven nagra artiklar som skickats av handledaren har anvints i
inledningen.

Resultat Resultatet av de tre studierna som kombinerade Docetaxel med ABT-737, ABT-263
och Sabutoclax, var for sig, visade att Sabutoclax gav en minskad tumorstorlek, men dven
kombinationsbehandlingen med Pim hammare SMI-4a och ABT-737 visade en minskad
tumortillvaxt in vivo. Resultatet av kombinationsbehandlingen med Docetaxel och ABT-263
minskade uttrycket av Bcl-2 proteinet.

Diskussion Det oOvergripande resultatet av de valda studierna visar att
kombinationsbehandlingen med de presenterade strategierna hadmmar de Bcl-2
overuttryckande tumorer. Dock ar detta arbete for litet for att kunna dra en sadan slutsats,
darfor anser jag att det behovs ett utokat underlag, men dven mer tid, for att kunna siga att
dessa kombinationsbehandlingar ar effektiva.

Nyckelord behandlingsresistenta prostatacancer, Bcl-2 himning, Docetaxel, ABT-737.
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Forkortningar
Bcl-2 B cell CLL/lymphoma 2

Bel-XL B cell lymphoma-extra large

Bel-w (BCL2L2) Bcl-2-like protein 2

Bid BH3-interacting domain death agonist
BIK Bcl-2 interacting killer

Bim Bcl-2-interacting mediator of cell death
Bmf Bcl-2-modifying factor

Mcl-1 myeloid cell leukemia sequence 1
MOM Mitochondrial Outer Membrane

PUMA p53-upregulated modulator of apoptosis

BH Bcl-2 homology

Bad Bcl-2 associated agonist of cell death
Bak Bcl-2 antagonist/killer

Bax Bcl-2 associated X protein

BBC3 Bcl-2 bindning component 3

HRK Harakiri

Gaddgs growth arrest and DNA damage-inducible gene
TRIAL Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
Tgfbrz2 transforming growth factor 3 receptor type II

PMAIP1  phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
(NOXA)

MOMP mitokondrieyttermembran permeabilisering
UPR unfolded protein response
APAF1 apoptotic protease activating factor 1

HGF hepatocyte growth factor









1. Introduktion

1.1 Bakgrund
Den vanligaste cancertypen hos méan i Sverige ar prostatacancer [3]. Den utgor drygt 16
procent av det totala antalet cancer [4].

Prostatan ligger under urinblésan och runt om urinrorets 6vre del (fig.1), dess funktion ar att
bilda transportvitska innehallande &mnen som underlittar spermiernas viag genom slemmet
i livmoderhalsen och livmodern till agget. Tillvaxten och funktionen av prostatan ar beroende
av det manliga konshormonet testosteron (bildas i forsta hand i testiklarna). Prostatakorteln
forstoras hos de flesta dldre mén och ar en del av det normala aldrandet, orsakerna till detta
ar an idag okand. Forstoringen av prostatakorteln ar inte alltid godartad vilket innebar att det
ibland ror det sig om en cancertumor. Forstoringen av prostatakorteln kan orsaka tryck pa
urinroret och medféra problem med vattenkastning [1]. Orsakerna till prostatacancer ar
okdnda men det man vet ir att testosteron, det manliga konshormonet, ar utgangspunkten
for uppkomsten av prostatacancer [4]

Figur 1. Figuren visar var prostatan ar placerad och hur
den omfamnar urinroret. Omarbetad fran [24]

1.2 Vad vet man idag?

Fran en klinisk synvinkel, har den ursprungliga observationen att Bcl-2 dr inblandat i de
forsta stadierna av utvecklingen av en hematologisk malignitet vidgats ut i tva viktiga
riktningar. Det forsta ar att Bcl-2 visat sig uppregleras via transkription av andra
mekanismer dir kromosomal translokation inte dr involverad och detta leder till en lang
utokning av effekterna som ursprungligen observerats, utéver de hematologiska maligna
kommer det att inkludera manga typer av cancer. Den andra riktningen visade att
inhiberingen av apoptos genom Bcl-2 inte bara var involverad i utvecklingen av cancer, utan
aven utvecklingen av resistens mot cancerterapi som inkluderar kemoterapi och radioterapi.
Lakemedel som stor Bel-2 visade sig vara ett viktigt satt for att forbattra konventionell
cancerbehandling genom att 6ppna en angrepps-vag med hjalp av ldkemedel. Denna idé har
nyligen utvidgats da cancerceller dr beroende av Bcl-2 proteinernas nirvaro dven vid
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franvaron av exponering vid kemoterapi. Det nya konceptet bygger pa iden om att
utvecklingen av sjalva cancern leder till att cellen genererar apoptotiska signaler som maste
neutraliseras, darfor skulle reduktionen/borttagningen av Bcl-2 anti-apoptotiska
signaleringen gora en syntetisk dodlighet som dodar overvagande cancerceller istillet for
normala celler, som inte engagerar apoptotiska signaler automatiskt. Dessa fynd har
motiverat utbredda forsok att hitta l1akemedel som hammar Bcl-2 proteiner [5].

2. Teori

2.1 Apoptos

Cancertumorer uppstar vid en cellskada, da cellen inte klarar av att reparera den skada som
uppstétt i sin arvsmassa. Cellen kan darfor tappa sin formaga att kontrollera delning och
tillvaxt samtidigt som “gamla” celler inte dor nar deras tid ar ute. I vanliga fall dor "gamla”
celler genom apoptos (programmerad celldod) for att det ska bli jaimvikt i cellmdngden [1].
Det centrala i celldod dr mitokondrier som svarar pa intern stress signaler. Regleringen av
detta sker huvudsakligen genom pro- och anti-apoptotiska B-cells CCL/lymfom-2 (Bcl-2) en
proteinfamilj som mots vid MOM. Dar gors ett beslut om liv eller dod. Det sker en membran
permeabilisering och det frisldpps apoptotiska faktorer som cytokrom c vid en signal om dod
[2]. Vid misslyckandet av denna reglering utloses allvarliga patologiska storningar som leder
till onormal utveckling och darmed cancer bildning. Det finns forutom den yttre vigen, en
inre viag (mitokondrie vagen) dar en aktiv involvering i att initiera celldod av mitokondrier
sker vid igenkanning av intracellular stress. Frisiattning av cytokrom c och andra apoptotiska
faktorer i cytosolen sker dd MOM maste genomga en permeabilisering under denna process.
Processen av denna permeabilisering regleras hart av Bcl-2 proteinfamiljen, dessutom
meddelas en signal om liv eller d6d (genom permeabiliseringen) av pro- och anti apoptotiska
medlemmar av denna familj som mé6ts pa MOM [2].

For att forsta apoptos ar det viktigt att veta att det styrs av tva olika natverk, dar det forsta
nitverket ar den temporala sekvensen for apoptos som delas in i tre faser. Den forsta fasen ar
den inledande fasen dir signalmolekyler binder till dodsreceptorer pa ytan av celler med
intracellular stress (den yttre vigen). Den andra fasen ar den reglerande fasen da summan av
alla dessa signaler ar integrerade for att avgora om det har uppstatt tillrackligt med skador
for att motivera att cellen genomgar apoptos. I den tredje fasen, besluts fasen, gors ett beslut
om apoptos dir aktivering av proteaser som kallas kaspaser sker och d& klyvs specifika
substrat i cellen, vilket resulterar i slut fenotypen av apoptotiska celler som uppslukas med
sina grannar [5].

2.2 Bcl-2 uppdelningen i tre funktionella klasser

Som det har nimnts ovan ar det forsta natverket den temporala sekvensen for apoptos, det
andra nitverket daremot bestir av tre separata klasser av Bcl-2 familjemedlemmar. Den
forsta klassen bestdr av de pro-apoptotiska familjemedlemmarna som ar indelade i tva
ytterligare klasser, Bax (Bcl-2-associerat X protein) och Bak (Bcl-2-antagonist) som i sin tur
innehaller BH regionerna 1-3 och en annan klass som betecknas som BH-bara proteiner
(eng: BH-3 only proteins, kommer i fortsittningen att skrivas som den engelska
bendmningen) som i sin tur innehaller Bad, Bid, BIK, Bmf, Noxa och Puma (figur 2). Bax och
Bak familjemedlemmarna har en avgorande betydelse i regleringsfasen da de vid aktivering
forandras fran att vara monomerer till oligomerer som stor integriteten av den sa kallade
mitokondrieyttre membran permeabilisering (MOMP) processen. Fran mitokondriens inter
membranutrymmet in i cytoplasman orsakar MOMP processen liackage av komponenter som
cytokrom c, vid utslappet integrerar den med adapter protein APAF1. APAF1 bildar ett
komplex som binder till och darigenom aktiverar kaspas proteaser som i genomforandefasen
bryter intracellular substrat. Det huvudsakliga i apoptos regleringen och de strukturella
forandringarna som intraffar i dessa proteiner medieras av MOMP genom aktiveringen av
Bax och Bak [5].



De faktorer som kanner igen cellskador och som direkt eller indirekt aktiverar Bak/Bax och
far de att oligomeriseras ar BH3-only proteiner. Det finns flera olika BH3-only
familjemedlemmar (se fig.2) som maéste igenkannas och som motsvarar olika typer av cellular
stress. Hos de normala cellerna som inte genomgar stress leder dessa BH-3-only
familjemedlemmar proteinerna till att antingen vara franvarande varvid de maste
transkription uppregleras, sasom PUMA och Noxa (PMAIP1), eller vara i ett inaktivt tillstind
och dé maste aktiveras av olika post-translation mekanismer inklusive fosforylering (ex.
BAD), klyvning (ex. BID) eller re-lokalisering inom cellerna (ex. Bim, BCL2L11) och BMF.
Darfor ar BH3-only proteinerna delaktiga i badde igenkidnnings fasen av apoptos och i
inledandet av regleringsfasen. Den forst upptickta klassen av Bcl-2-proteiner ar den tredje
klassen vilka innehéller BH regionerna 1-4, se fig. 2. Bcl-2 proteinerna i den tredje klassen
hammar effekterna av BH3-only proteiner efter att apoptos initierats det vill siga
oligomeriseringen av de aktiverade Bax och Bak [5].

Pro-apoptotisk

Anti-apoptotiska

Figur 2. Figuren visar de tre olika klasserna av Bcl-2 familj proteinet, BH3 only
proteinerna (Bid, Bad, BIK, Bim, Bmf, Noxa och PUMA) som samarbetar med de
antiapoptotiska Bcl-2 familj proteinerna (Bcl-2, Bcl-XL, Bcel-w, Mcl-1) for att minska
hamningen av Bax och Bak (klass 1) och aktivera dem. Aktivering av Bax och Bak medfor
oligomerisering vilket leder till mitokondriell yttre membran permeabilisering (MOMP).

En procentandel av cellerna uppvisar motstand mot strélning, vilket innebar att cellerna ar
resistenta mot stralning. Apoptos uppstéar vid stralning som inducerar oxidativ stress och det
uppstar DNA-skador. Det har visats att Gver-uttryckningen av Bcl-2 ar inblandad i
stralningsresistensen och att Bcl-2 efter bestrilning inducerar lymfomceller ett starkt
klonogen overlevnad [6].

Att angripa mitokondrie-medierad apoptos skulle kunna underlitta kemoterapin och

stralbehandlingens cytotoxiska effekter. De tumdrer som &r resistenta mot apoptos av
stralbehandling/kemoterapi kan 6verleva och leda till ytterligare genetisk instabilitet pga.
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onormalt over-uttryck av Bcl-2 grupps proteiner. Det finns darfor flera strategier for att
angripa antiapoptotiska Bcl-2 proteiner [6].

2.3 PC3, LNCaP och DU145

Prostatacancer har studerats i manga publicerade artiklar med hjilp av olika modeller med
etablerade cellinjer som kommer frdn metastatiska humana donatorer och 'graft modeller
men aven fran genetiskt modifierade musmodeller for prostatacancer. Cellinjer har bland
dessa modeller ldnge varit de mest anvinda modellerna. De tva vanligaste cellinjerna som
anviands vid studier &r LNCaP och PC3-celler som hirstammar fran bade lymfkorteln och
benmetastaser. Det har, genom studier, vidl bevisats att LNCaP celler uttrycker AR
(androgenreceptor) och PSA (prostataspecifik antigen) som ar androgenberoende (beroende
av manlig konshormon) med relativt trogt biologiskt beteende. Daremot uttrycker inte PC3
celler AR och PSA, och ar inte androgenberoende, istillet visar den ett mycket aggressivt
beteende. Dessa tvé cellinjer har under manga ar anvants av forskare for att representera
olika spektrum av prostatacancer med PC3 som den aggressiva formen och LNCaP som den
troga formen av prostatacancer [8].

En annan human prostatacancercell ar DU145 (harstammar frdn metastaser i hjairnan) som
ocksa ar en klassisk och allmént anviand prostatacancer cellinje. DU145 ar tillskillnad fran
PC3 inte hormonkénslig och uttrycker inte detekterbara nivaer av prostataspecifikt antigen

(PSA) [9].

2.4 P53

P53 ar en viktig tumorsuppressorgen som inaktiveras av human cancer. Denna
tumorsuppressorgen fungerar som en kontroll av cellcykeln genom en direkt aktivering av
generna WAF1 och GADD45. Mottagningen av apoptotiska signaler av celler okar om p53
binder till Bax promotorn och sitter igdng dess uttryck, 6kningen av Bax uttrycket inhiberar i
sin tur uttrycket av Bcl-2, som sitts igang av P53 [13].

2.5 PSA (prostataspecifik antigen)

Det ar ett enzym, dggvitedmne som finns naturligt i kroppen och produceras i prostatans sa
kallade kortelceller, och aterfinns speciellt mycket i sddesviatskan. Halten av PSA méts med
ett vanligt blodprov (som tas i armvecket), da en del av det PSA som tillverkas kommer ut i
blodet. PSA finns dven i friska mans blod och brukar betraktas som normalt om mangden ar
under tre mikrogram/liter [4].

2.6 Bax och Bak

Bax och Bak dr pro-apoptotiska Bcl-2 proteiner som formedlar permeabilisering av det
mitokondriella yttre membranet under apoptos. Bax och Bak bildar enligt de nuvarande
modeller porer vid MOM som har ansvaret att frislippa cytokrom c och andra storre
mitokondriella apoptotiska faktorer [15].

2.7 BH3 och BH3-only proteiner

BH3 - only medlemmar hor till Bel-2 intracelluldra protein familjen och bestar av Bim, Bmf,
Bik, Bad, Bud, Puma och Noxa, vilka formedlar bade inducerade och utvecklings
programmerade cytotoxiska signaler. Dodssignalerna engagerar pro-overlevande Bcl-2
liknande proteiner att inaktivera deras funktion vid aktivering. Pro- 6verlevande proteiner
binds av Bim och Puma, medan de andra sisom Noxa och Bad uppvisar dodande genom att
engagera distinkta undergrupper [16].

1T denna modell transplanteras humana tumdérceller in i moss, antingen i huden eller i det organ dar tumoren har
sitt ursprung, mossen ar immunsupprimerade.
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2.8 Kaspaser

Kaspaser ar en grupp intracellulara proteaser som ansvarar for en medveten isartagning av
cellen i apoptotiska kroppar under apoptos. Kaspaserna finns inaktiva som pro-enzymer och
aktiveras genom en proteolytisk klyvning. De Kaspaser som finns beldgna vid den centrala
korsningen i apoptosreaktionsvagar ar kaspas 3, 8 och 9. Kaspas 8:s funktion ar att initiera
demonteringen som svar pa de extracelluldara apoptosframkallande liganderna men dven att
aktiveras i ett komplex som ar associerat med cytoplasmans dédsdomén bland manga
cellytereceptorer for ligander. Som svar pa amnen och stress, som orsakas av utsondringen
av cytokrom c fran mitokondrien, aktiveras demonteringen av kaspas 9. Kaspas 9 aktiveras
vid komplex apoptotiska proteas aktiverande faktor 1 och vid extra mitokondriell cytokrom c.
Kaspas 8 och 9 initieringssignaler tros forstarkas av kaspas 3. Kaspas 3 i sin tur aktiveras av
kaspas 8 och 9 genom en proteolytisk klyvning som darefter klyver kaspas 3 vitala cellulara
proteiner eller andra kaspaser [19].

3. Syfte

Aterinsjuknandet i prostatacancer, efter kastrering, orsakar behandlingsresistens mot
kemoterapi och andra anti-cancer medel, till exempel Docetaxel. Detta problem orsakas av
over-uttryckningen av Bcl-2 familjeproteiner i prostatatumorer varfor det anses att detta kan
overvinnas genom att haimma 6ver-uttryckningen av dessa Bcl-2 familjeproteiner.

Syftet med denna litteraturstudie ar att hitta lakemedel eller strategier for att bekdmpa
behandlingsresistenta prostatatumorer med hoga Bcl-2 halter och se effektiviteten av deras
funktion.

4. Metod

Detta arbete ir en litteraturstudie dir information soktes via databasen PubMed for att hitta
studier valda for att presenteras i detta examensarbete. Arbetet dr baserat pa 6 artiklar varav
2 originalartiklar. Artiklarna soktes under perioden 150203- 150225. De avgriansningar som
gjordes i PubMed ar Free fulltext, human, 5 years se tabell 1. Avgriansningen Free fulltext
gjordes for att tillgingliggora hela studien, da detta inte var latt innan avgriansningen.
Avgransningen last 5 years gjordes for att fa fram de senast undersokta studierna, och tanken
med human avgransningen var att f fram likemedel testade p4 manniskor, dock fanns det
inte manga studier gjorda pa manniskor som pa humana cellinjer och djur. De artiklar som
valdes bort i den hir litteraturstudien handlade om andra typer av cancer som t.ex.
brostcancer eller lungcancer.



Tabell 1. Tabellen visar sokorden och begransningarna som gjorde vid sokning av studier i

PubMed.
Sokord Begransningar Antal (traff) Anvanda Referens
artiklar artiklar
Bcl-2 prostate 1644 - -
Docetaxel 2064 - -
prostate
Bcl-2 family Free fulltext+ 62 1 [7]
inhibition Published in the
prostate cancer last 5 years +
humans
Docetaxel Bel-2 Free fulltext+ 32 2 [10] [11]
Published in the
last 5 years +
humans
gossypol Free fulltext+ 14 1 [21]
prostata Published in the
last 5 years +
humans
pim kinase Free fulltext+ 1 1 [12]
inhibitor with | Published in the
abt-737 last 5 years +
humans
Abt-737 Free fulltext+ 25 - -
Published in the
last 5 years +
humans
Abt-737 Free fulltext+ 9 - -
inhibitor Published in the
last 5 years +
humans
Bcl-2 inhibitor Free fulltext+ 200 - -
abt 737 Published in the
last 5 years +
humans
ABT-737 targets | Free fulltext+ 7 1 [14]
selective Bel-2 | Published in the

last 5 years +
humans




5. Studier

De sex valda studierna nedan presenterar tva strategier med olika kombinationer for att
minska antalet Bcl-2 6veruttryckande proteiner. Studierna inleds forst med en kortfattad
information om vardera strategin.

Docetaxel

Docetaxel (DTX) ar ett godkant lakemedel i Sverige sedan 2012 [22] och det godkidnda
indikationen i FASS ar riktat mot brostcancer [23]. DTX &ar dven ett anvandbart
kemoterapeutisk lakemedel for behandling av aterkommande prostatacancer, och ar
dessutom kiand som mikrotunulus stabilisator och ar forstahands medel for prostatacancer
behandling [10]. Det har dock haft ett terapeutiskt hinder dd maligna celler ofta forvarvar
DTX motstand. Man soker darfor effektiva metoder for att 6vervinna detta motstind [7].

HO
i @A
|
[h-::ﬁ G.;Ji
HsC & HC:, Hs

Figur 3. Figuren visar den kemiska bilden av docetaxel [23].

Pim kinase inhibitor och ABT-737

Pim kinaser tillhor familjen av serin treonin-proteinkinaser och ar enzymer som ar
overuttryckta i human prostatacancer. De spelar en kritisk roll i tillvixten och utvecklingen
av human prostatacancer, och orsakar dven terapeutiskt motstand. 2Perineural aterfall av
prostatakorteln ar associerad med forhojda nivéer av karn Pim-2 i tumorceller som ger en
hogre risk for prostataspecifikt antigen (PSA). Det har tidigare rapporterats att uttrycket av
Pim-1 i prostatacancer ger en tillvaxtfordel for tumorcellerna. Detta ger en betydligt storre
risk for patienter med hoga nivder av Pim-1 uttryckning i prostata att utveckla metastatisk
cancer. Undersokningen hos djur med overuttryckt av sc-Myc-protein i prostata leder till
neoplasi och ar forknippad med 6kningen av Pim proteinkinasnivaer. Genom studier har
man kunnat se att Pim proteinkinas kan vara malet for hadmning av tillvixten av
prostatacancer [12].

ABT-737 ar potenta, nya Bcl-2 familjeprotein hammare som ar kritiska for celloverlevnad. De
har en hog affinitet mot Bel-x1, Bel-2 och Bel-w men har ingen affinitet mot BCL-B, Mcl-1 och
A1 som dr mindre homologa proteiner [17].

2 Perineural aterfall innebér att cancerceller ar omgivna eller sparade langs en nervfiber i prostatan vilket innebér
en storre chans for spridning av cancer utanfor prostatan finns. I vissa fall kan perinueral dterfall paverka effekten
av cancerbehandlingen.

3 ¢-Myc ar en formodad transkriptionell modulator av NOXA mRNA.



Figur 4. Figuren visar den kemiska strukturen fér ABT-737.

5.1 Studie 1

“Bel-2 family inhibition sensitizes human prostate cancer cells to
Docetaxel and promotes unexpected apoptosis under caspase-9
inhibition” [7]

Det induceras apoptos i cancerceller frimst genom tvd stora vigar, de yttre och de inre
vagarna i cellerna. Det ges en dodssignal genom den frisldppta cytokrom c¢ via den
mitokondriell apoptotiska vigen, genom relaterande apoptos inducerande ligand (TRAIL),
fast-ligand (FasL) och tumornekrosfaktor (TNF), vilket leder till aktiveringen av kaspas-8 i
cancercellerna. Cytostatika och hog dos stralning daremot skadar DNA och mitokondrier och
resulterar i aktiveringen av “inneboende” kaspas-9-medierad apoptotiska vigen.

Sasom det har nadmnts tidigare i texten, spelar Bcl-2 familjen en avgorande roll i det
mitokondrier-medierade apoptosen. Dessa anti-apoptotiska proteiner inkluderar Bcl-2, Bcel-
xl, Bcl-w och Mcl-1 och himmar celldod bade genom att binda de anti-apoptotiska
proteinerna Bax och Bak och forhindra deras oligomerisering. Eftersom 6ver-uttryckandet av
Bcl-2 proteiner skyddar cancerceller frdn apoptos och medf6ér terapiresistents ar
inhiberingen av Bcl-2/Bcl-X1 en hypotes om att ha en potentierad effekt av kemoterapi,
darfor har manga Bcl-2 familj hammare utvecklats. ABT-373 ar ett exempel pa en lag-
molekylar himmare av Bcl-2, Bel-X1 och Bel-w. ABT-263 (Navitoclax) ar klinisk tillganglig
med samma specificitet som ABT-737 och ar en oralt bio-tillginglig hammare. ABT-199 ar
diremot en ny oral biotillganglig hammare som himmar bade Bcl-2 och Bcl-w, men inte Bcl-
X1[7].

5.1.1 Metod

I denna studie har man undersokt effekten av kombinationen mellan DTX och Bcl-2 familj
hammare i tre humana prostatacancercellinjer som PC3, LNCap och DU145 celler. Dessa tre
cancercellinjer bevarades i RMI 1640 medium (Sigma- Aldrich, st Louis, MO, USA) som
kompletterades med 10 % fetalt bovint serum (Sigma- Aldrich) dessutom 20
pg/mLgentamicin (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) och lades i en fuktig atmosfir som
innehaller 5 % CO2 vid 37 °C. Det anviandes dven prostata epitelcellinjer, ABT-263, ABT-737
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och ABT-199 som spaddes i etanol och sedan i PBS med 5 % etanol [7].

Forsoksmossen (BALB nu/nu) bevarades under patogenfria forhallanden och det gjordes alla
anstrangningar for att minimera lidandet. Mossen delades upp i fyra grupper och de PC3
barande mossen behandlades med DTX och/eller ABT-737 eller ABT-263 [7]

5.1.2 Resultat

Inférandet av ABT-263 i kombination med DTX (Bcl-2 familjeinhibitor) i PC3-celler
minskade Bcl-2 och Bel-xl uttrycket. Selektiv knockdown av Bcl-2 har en tendens att minska
cellens livskraft, men PC3-cellers livskraft minskades signifikant av Bcl-xI knockdown i
narvaro av 1ag dos DTX. Resultaten av de som behandlats med 1dg dos DTX tyder pa att den
forstarkta anti-tumoreffekten som induceras av ABT-263 i PC3-celler framst beror pa
hamningen av Bel-X1. DTX kombinationen med ABT-199 gav inte lika bra effekt som med
ABT-263. Kombinationen av ABT-737 med DTX minskade synergiskt PC3 cellernas livskraft,
i samma utstrackning som med ABT-263. Senare efter flera doseringsforsok gav DTX och
ABT-737 kombinationsbehandlingen en signifikant minskning av tumortillvaxt, jamfort med
de andra grupper som behandlades med endast ett av lakemedlen [7].

5.2 Studie 2
”Sabutoclax, a Mcl-1 Antagonist, Inhibits Tumorigenesis in Transgenic
Mouse and Human Xenograft Models of Prostate Cancer ” [10]

Den har studien beskriver utvecklingen av den nyligen beskrivna prostata adenokarcinom
(samlingsnamn for cancer i kortelvivnad) modellen som har ett knockout av Tgfbr2 i
stromala fibroblastiska celler4. Overuttryckande Mcl-1 ar ofta associerat med avancerad
human prostatacancer. Nyckelmekanismen som leder till undvikandet av
mitokontriellberoende apoptos av cancerceller dr det forhojda Overuttryckandet av Bcl-2
protein familjen. Enligt denna studie har tidigare studier visat att Gossypol, den naturliga
produkten, ar en potent himmare av Bcl-2, Bel-XL och Mcl-1. Den hir naturliga produkten
fungerar som BH3 hiarmare. Det forvantades att Gossypol skulle vara giftig pga. av de tva
reaktiva aldehydgrupperna och darmed elimineras och leda till substansen apogossypol. Det
gjordes ytterligare modifieringar pa apogossypol substansen for potensokningen in vitro mot
Bcl-2 protein familjen. Sabutoclax SBX (dven kdnd som BI-97C1) anvindes for att inhibera
prostatatumorprogressionen. Dessutom anvidndes det flera olika cellinjer for att specifikt
undersoka ett senare skede av sjukdomen som kan leda till kastrationsresistens Docetaxel-
motstidnd och benmetastaser [10].
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Figur 5: visar strukturformen fér sabutoclax, gossypol och apogossypol.

4 Stromala fibroblaster #r celluléira komponenter i mikrotumérer som stoder tumérepitelets tillviixt och ger
terapeutiskt motstand.



5.2.1 Metod

Det genomfordes en in vivo effektstudie for Sabutoclax och Docetaxel var for sig och i
kombination. Dessa injicerades subkutant i den bakre flanken av manliga atymiska moss av
implantera PC3-celler, med anviandning av 100 pl av en 50:50 16sning av Matrigel och RPMI-
1640 medier. Mossen overvakades tills medeltumorvolymen nddde 150-200 mms3 och
fordelades i grupper om sex djur i varje grupp. Det doserades 2,5 eller 10 mg/kg Sabutoclax
intravenost tre ganger per vecka. Docetaxel diaremot administrerades vid 12,5 mg/kg en gang
per vecka. Darefter mittes tumorvolymen i tva dimensioner. Det har anvints flera modeller i
denna studie for att testa Sabutoclax i sena stadier av prostatacancer [10].

Har anvindes Chou-Talalay metoden for synergianalys for att utviardera mojligheterna av
pan-aktiva Bcl-2 hammaren sabutoclax att samverka med docetaxel for behandling av
prostatacancer. Modellen kan ta hansyn till olikformiga dos-responskurvor. Det anvandes
dos-responskurva for att identifiera ED50 och ED9o-varden for varje lakemedel for sig och i
kombination [10].

5.2.2 Resultat

Denna studie visade en signifikant skillnad i tumorstorlek som observerades mellan
docetaxel och sabutoclax var for sig och i kombination av dessa likemedel, docetaxel och
sabutoclax (p < 0,0001). Kombinationsbehandlingen sabutoclax och docetaxel (observerade
in vivo och in vitro) etablerade sabutoclax som ett effektivt 1dkemedel i kombination med
docetaxel [10].

5.3 Studie 3

“Randomized phase II trial of Docetaxel plus Prednisone in combination
with placebo or AT-101, an oral small molecule Bcl-2 family antagonist,
as first-line therapy for metastatic castration-resistant prostate cancer”

[11]

Denna studie dr en randomiserad, dubbelblind och placebokontrollerad fas II studie av
Docetaxel och Prednisone i kombination med placebo eller AT-101 (AT-101 &r en liten
molekyl som himmar Bcl-2 protein familjen) och behandlings effekten av deras kombination
utvarderades. I metastaserad kastreringsresistent prostatacancer (mCRPC) ar denna molekyl
aktiv bdade ensam och i kombination med docetaxel (taxotere) och prednison. Studien
jamforde Docetaxel och Prednisone i kombination med antingen AT-101 eller placebo pa
kemoterapinaiva mCRPC. Forstahands kemoterapi for metastasiserad kastreringsresistent
prostatacancer (mCRPC) ar docetaxel och prednison var 3:e vecka, men medianoverlevnaden
forlangdes till knappt 19 manader och 18,6 % uppnddde tre ars livsforlingning. Den
kemoterapeutiska plattformen som anvinds Adr Docetaxel for att utveckla
kombinationsbehandlingar med nya biologiska lakemedel, vilket 4r malet for ménga studier.
Apoptos dysreglering och uppreglering av det s& kallade prosurvival (pro-6verlevande) av
Bcl-2 familjen tycks i allmdnhet wvara viktiga i patogenesen av hormonresistent
prostatacancer (CRPC). Utvidgningen av de anti-apoptotiska molekylerna Bcl-2, Bel-W, Bel-
XL och Mcl-1 tycks vara forknippade med androgen-oberoende och deras himning av uttryck
kan sensibilisera till kemoterapi. Gossypols viansterdrivande enantiomer kallas At-101 (R-(-)
— gossypol attiksyra) som ar en BH3 mimetika med submicromolar affinitet som har visats
inhibera sheterodimerise av Bcl-2 eller Bel-XL med aterféljande kaspas- beroende apoptos
till pro-apoptotiska BH3 familjemedlemmar (Bak och Bax). AT-101 har i nyare studier
indikerat inducering av pro-apoptotiska Noxa och Puma oberoende av p53 men kan dven
hamma angiogenes och har da en additiv aktivitet med kemoterapi och docetaxel mot
prostatacancer.

5 Inom biokemi, innebéar det en makromolekylart komplex som bildas genom tvd makromolekyler sdsom
nukleinsyror eller proteiner. Det dr en kvartar struktur hos proteiner.
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Preliminidra bevis for aktiviteten av AT-101 har visats av fas-II studier vid administrering en
gang dagligen under 21-28 dagars schema, da det har visats att 2 av 23 patienter med mCRPC
uppvisade en >50% minskad niva av prostataspecifik antigen (PSA) [11].

5.3.1 Metod

De som inkluderades i studien var man med metastaserade adenokarcinom i prostata med
utveckling av sjukdomen (trots kvalificerad tillbakadragande av androgendeprivation och
antiandrogen). Patienter som inkluderades i studien var de med progressiv sjukdom med
RECIST, skelettscintigrafi (man ska ha fatt >2 nya skador) eller ha stigande PSA (man ska ha
okande halter tva pa varandra foljande bedomningar under en eller flera veckors mellanrum)
med PSA >2 ng/ml vid sista provtagningen. Det kravdes dven serum testosteron niva <50
ng/dl och mer an eller lika med tva Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
performans status (PS) for att fa delta i studien [11].

I samband de olika administreringssatt, tillsattes en cykel av 75 mg/m?2 ¢(kroppsyta = vikt x
0.425 x lingd x 0.725 x 0.007184) intravenos docetaxel (Taxotere) i 6ver en timme forsta
dagen tillsammans med 5 mg oralt prednison tva génger dagligen med antingen AT-101 40
mg eller placebo oralt tva ganger dagligen de tre forsta dagarna, var 21:a dag. AT-101 gavs i
10-mg tablettform (med omedelbar frisidttning) varje dag vid samma tidpunkt pa fastande
mage. Det tilldts ett ars terapi med maximal 17 cykler savida inte oacceptabel toxicitet eller
sjukdomsprogression forekom. Det gjordes dos forandringar och férseningar, efter behov, av
Docetaxel och AT-101/placebo beroende pa behandlingsrelaterande toxicitet. For att tillata
upplosningen av toxicitet fordrojdes behandlingen med AT-101/placebo och Docetaxel upp
till tva veckor. Dosnivaerna 1 och 2 av AT-101 var 20 respektive 30 mg tva ganger dagligen pa
de tre forsta cykeldagarna. Det var tillatet med dosreduktion av Docetaxel med 15 mg/m?2 for
vardera tva nivéer [11].

5.3.2 Resultat

Av 287 min, totalt 221 foljdes upp fran november 2007 till april 2009 varav 110 patienter
valdes i varje grupp, en av patienterna togs ut fran studien da han inte hade f6ljt upp sin
behandling (se figur 6). I borjan av studien screenades 66 patienter bort eftersom de inte
uppfyllde inkluderingskriterierna [11], som har nimnts under Metod rubriken ovan.

287 patienter screenades

66 patienter screenades bort

221 patienter fick behandlingen

| |
I 1
111 patienter fick ADP 110 patienter fick placebo + DP
1patient fick ingen
behandling
110 patienter analyserades 110 patienter analyserades

Figur 6. Consort diagrammet visar hur manga patienter som ingick i
varje gren av diagrammet. Omarbetad fran [11].

6 Langd i cm, vikt i kg, kroppsyta i m2.
Kalla: Du Bois D, Du Bois EF. Arch Intern Med 1916;17:863.
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De som o6verlevde i den forsta slutpunkten (vinster grenen i consort diagrammet) var inte
statiskt olika for AT-101 plus Docetaxel-Prednisone (ADP). Medianen hos de totalt 6verlevda
(OS, overgripande overlevnadsgrad eng. overall survival OS) ar 18,1 kontra 17,8 manader och
HR (hazard ratio) 1,07, 95 % konfidensintervall (CI) 0,73 - 1,55, P= 0,63). PFS (progression-
free survival) medianen var ocksa likadan i bada grenarna (11,0 jamfort med 10,3, HRo, 88,
95 % CI 0,63 — 1,22, P = 0,53). Hos 66% av de ADP-behandlade patienterna siags en PSA
minskning pa >30% jamfort med 54% av kontrollerna (p = 0,099) och en bekraftat PSA
minskning pa >50% mairktes hos 54% av ADP patienterna i jamforelse med 46% hos
kontrollpatienter (P = 0,28). Slutsatsen ar att ADP i den forsta slutpunkten gynnade,
numeriskt, medianen av de totalt 6verlevda (OS), men dven for andra slutpunkter (hoger
grenen i consort diagrammet) [11].

Biverkningar av 34 graden som intriaffades med hogre incidens i ADP grenen jamfort med
placebo var lymfopeni (lagt antal lymfocyter i blodet)(23% mot 16%), neutropeni (brist pa
neutrofila granulocyter i blodet) (47% mot 40%), ileus (tarmvred: obstruktionsileus eller
mekaniskt i. tarmvred orsakat av forhindrad tarmpassage) (2% mot 0%) och lungemboli (6%
mot 2%) [11].

5.4 Studie 4
“Pim kinase inhibitors sensitize prostate cancer cells to apoptosis
triggered by Bcl-2 family inhibitor ABT-737” [12]

I denna studie har man undersokt kooperativa effekter av Pim kinasinhibitor med ABT-737,
som ar en liten antagonistiskmolekyl mot Bcl-2 familjemedlemmar. Det upptacktes att ABT-
737 tillagg till PIM-hammare gav en kraftig apoptos av prostatacancerceller in vitro och in
vivo. Bcl-2 familjemedlemmen, Mcl-1, nivier minskades av Pim inhibitorer bdde genom
blockering av 75'-cap beroende translation och minskning av protein halveringstiden. Fa
RNA-medierad knockdown av Pim kinaser i LNCaP-celler 6kade nivierna av BH3 proteinet
Noxa genom aktiveringen av 8UPR (eng. unfolded protein response). De aterstaende nivaerna
av Mcl-1 proteinaktiviteten inaktiverades da Noxa nivaerna 6kades. Eftersom ABT-737 inte
hammade Mcl-1 proteinaktiviteten och overtryck av Mcl-1 blockerade den apoptotiska
aktiviteten av ABT-737. Resultatet av denna studie tyder darfor pa att det kan utvecklas en
potentiell behandling for human prostatacancer med denna kombinationsbehandling [12].

5.4.1 Metod

Prostatatumor i xenografter gavs i flankerna av de manliga mossen genom injektion av
LNCaP-celler. En vecka efter da tumoren hade vaxt till minst 100 mms3, mossen delades in
slumpvis i fyra olika behandlingsgrupper. Sex moss i grupp 1 med endast en vehikel (30%
propylenglykol, 5% Tween-80, 65% av 5% dextros i vatten, pH 4-5). Grupp tva med 12 moss,
60 mg/kg SMI-4A tva ganger varje dag. Sex moss i grupp 3 som gavs 50 mg/kg ABT-737 en
gang om dagen och i grupp 4 (tva moss) gavs en kombinationsbehandling med SMI-4a (BID)
och ABT-737 (QD). Mossen fick SMI-4a genom muntlig gavages (tvingsmatning med hjalp
av en slang in i magsicken genom munnen) och/eller intraperitoneal injektion av ABT-737.
Behandlingen borjade efter atta dagar och administrerades 5 dagar i veckan under tre veckor.
Maitningar av de subkutana tumorerna maittes tva ganger varje vecka. SMI-4a molekylen som
anvandes ar en Pim kinashammare [12].

7 5'-cap translation sker nar speciealla proteiner binder till 5’end av mRNA-sekvensen for initieringen av
translationen i ribosom.

8 UPR &r en adaptiv signalerings vig. Den sekretoriska vigen sikerstiller biogenesen av proteiner som utsondras
eller &r membranbundna i den extracelluldra miljon och kan styra sin egen homeosats genom UPR.
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5.4.2 Resultat

ABT-737 och Pim hammare, SMI-4a, himmar tumortillvaxten in vivo.

Prostatacancer behandlingen undersoktes med Pim-hdmmare SMI-4a, ABT-737 eller
kombination av dessa, gjordes in vivo genom en tumor xenograftmodell i moss barande
LNCaP prostatatumor. Resultatet visade att kombinationsbehandlingen gav en signifikant
undertryckning av tumortillvixten och det verkade dven O0ka de klyvda kaspas-3 nivaerna,
medan pim-hdmmare och ABT-737 ensamt inte visade nagon skillnad (fig.7). Behandlingen
ensamt med SMI-4a visade markant ned-reglering av Mcl-1 expression, genom
immunohistokemisk (att med hjilp av antikroppar pavisa forekomst av viss molekyl eller
visst protein) fargning av tumoérvavnader. Daremot visades det en 6kning av Mcl-1 expression
vid behandling med endast ABT-737. 9 Western blot analys visade i tumorprover att
kombinationsbehandlingen med ABT-737 och SMI-4a minskade Mcl-1 och 6kade Noxa och
detta forknippades med okade nivaer av apoptos markorer. Resultaten av dessa in vivo
studier stoder tanken att en Pim-hdmmare kan sikert synergiskt kombineras med ABT-737

[12].
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Figur 7. Figuren visar behandlingen med SMI-4a och ABT-737 ensamt och i kombination
i LNCaP. Omarbetad fran [12].

Apoptos inducering genom hamning av Bcl-2 proteiner med kombinationsbehandlingen
ABT-737 och SMI-4a

Kombinationsbehandlingen har granskats med en liten BH3 mimetisk molekyl, ABT-737, och
en Pim-hdmmare, SMI-4a, for att forhoppningsvis forbattra den apoptotiska responsen, da
Bcl-2 over-uttrycket ar associerat med prostatacancer resistens i standard kemoterapi och en
hogre aterkommande frekvens av Bel-2 i tumorer efter kastrering. Apoptos induceras genom
att ABT-737 binder och aktiviteten av Bcl-2, Bel-x] och Bel-w hammas, dock binder denna
forening inte till Bcl-2 som proteinet Mcl-1, och uttrycket av detta protein ar tillracklig for att
inhibera aktiviteten av ABT-737 [12].

Behandlingen med ABT-737 ensamt orsakade en liten klyvning av PARP-1 (en apoptos
markor), men vid kombination med SMI-4a (Pim kinasinhibitor) sags den markerade
klyvningen av detta protein tydligare. Med en annan Pim inhibitor PIMI-14j, som ar
strukturellt annorlunda, erholls ett liknande synergisk resultat dir Pim aktiviteten

9 Qverforingen av separerande elektrofore proteiner frin gel-matrisen till ett membran med efterféljande
antikroppsbaserade detektering pd membranets yta.
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blockerades in vitro. Kombinationsbehandlingen med ABT-737 och Pim kinasinhibitor
visade en kraftig okning av celldod i PC3-cellinje. En annan Pim kinasinhibitor som ocksa
visade sig vara synergisk med ABT-737 ar Koo135, men dven vinna resistensen mot celldod i
de overuttryckande Bcl-2 celler [12].

5.5 Studie 5
“The BH3 mimetic ABT-737 targets selective Bcl-2 proteins and
efficiently induces apoptosis via Bak/Bax if Mcl-1 is neutralized” [14]

Den har artikeln visar att kiansligheten for ABT-737 hos resistenta celler kan 6kas genom ned-
reglering, destabilisering eller inaktivering av Mecl-1. Studierna som har gjorts och ar
presenterade i denna artikel har som mal att ge en rationell grund for utformning av kliniska
provningar med detta medel. Att minska over -uttryckningen av Bcl-2 proteiner har blivit en
attraktiv cancerterapi, da deras Overaktivitet gynnar tumorbildning och begrinsar ofta
cytostatika respons [14].

For att faststilla huruvida de formodade BH3 mimetika dodar cancercellerna via Bel-2-
reglerande vigen, har man undersokt om deras cytotoxiska verkan kraver Bax och Bak. Det
visade sig att sex av sju formodade BH3 mimetika som testades, dodade celler som saknar
Bak och Bax, med undantaget ABT-737. ABT-737 binder till viss grad till de pro-overlevande
proteinerna som mest liknar Bcl-2. BH3-only proteinerna har visats vara daliga hammare
eftersom de inte kan binda divergenta Bcl-2 homologer till Mcl-1. Mcl-1 visades i nya studier
ha en kritisk och distinkt roll i kontrollen av apoptos, och orsakar en kraftig begransning av
ABT-737 cytotoxiska effekt. I denna artikel visar foljaktligen flera strategier for
nedregleringen av Mcl-1 och hog Bcl-2 uttryck vilket gor olika celler mycket kansliga for ABT-
737. Det finns noterbara konsekvenser av dessa upptackter for behandling av patienter med
resistenta cancertumorer [14].

5.5.1 Resultat

Overuttrycket av Bel-2 motverkas effektivt av ABT-737

Vid anvindning av ABT-737 ensamt noterades att Mcl-1 ar en viktig faktor for cell respons for
apoptos. Det andra pro-overlevande proteinet, efter Bak, som likemedlet misslyckades binda
med ar A1, proteinet uttrycks inte i de flesta tumorcellerna. En variant av Noxa BH3 har
utnyttjats for att testa om ABT-737;s direkta motverkande av Bcl-2 oOver-uttryckningen
forsamras. Denna Noxa variant har upptéackts vara mycket mer selektiva for Mcl-1 4n A1 och
andra pro-overlevande proteiner. Den hiar Noxa varianten kallas for mus Noxa BH3 B
(mNoxaB), samt dess mutanter E74F av de som binder bade Mcl-1 och A1. Noxa utnyttjades
genom insattning av BH3 sekvenser i en inert BIM ryggrad som fordes in via retrovirus i
MEF (mus embryofibroblaster) for att 6veruttrycka A1. Mcl-1 selektiva ligand (mNoxaB) som
behandlades med ABT-737 var mindre effektiva vid blockering av kolonitillvixt dn E74F
foraldrarna, A1 kan darfor ocksd minska kénsligheten for ABT-737. Bel-2 och Bel-Xl:s
effekter testades eftersom tumorer ofta 6veruttrycker Bel-2. Det visade sig att Bel-X1 uttryck
uppvisar en begransad resistens trots inaktiveringen av Mcl-1 (genom att uttrycka Noxa),
men o6verraskande hindrade Bcl-2 uttrycket inte ABT-737 inducerad dod. Slutsatsen av detta
forsok ar att Bel-2 uttrycket inte minskar den cytotoxiska aktiviteten av ABT-737 dven nar
Mcl-1 inaktiveras, vilket betyder att kombinationen av ABT-737 (trots att Bcl-2 Gvertrycket ar
hogt) med strategier for att inaktivera Mcl-1 har terapeutisk potential [14].

14



5.6 Studie 6
”Bcel-2 is a better ABT-737 target than Bcl-XL or Bel-w and only Noxa
overcomes resistance mediated by Mcl-1, Bfl-1, or Bcl-B ” [18]

Anti-cancer lakemedlet ABT-737 ar en BH3-mimetika som framkallar apoptos genom att
hamma av pro-6verlevande Bcl-2 proteiner. Det etablerades att Bel-2 angrips selektivt av
ABT-737 fore Bcl-x och Bel-w. ABT-737 binder till Bel-2 och Bel-w in vitro med hog affinitet.
Den hoga bindnings affinitet mellan ABT-737 och Bcl-2 samt Bel-w innebar att ABT-737 kan
hamma béade Bcl-2 och Bcl-w. I denna studie har P53-vildtyp eller P53-mutant humana T
leukemiceller beskrivits. ABT-737:s forméga att forskjuta BH3-only proteiner och Bax
avslojade att ABT-737 skiljer sig i sin forméga att stora komplexen mellan Bcel-2, Bel-XL eller
Bcl-w proteinerna [18].

5.6.1 Metod

Det anviandes tva vil karakteriserade T-akut lymfatisk (T-ALL) cellinjer, J16 och MOLT-4
med vild-typ och P53 status. Med retrovirus uttrycktes det stabilt av var och en av de sex pro
overlevande Bcl-2 proteiner, i dessa cellinjer. Genom Western blot bekriftades de
overuttryckande Bcl-2 proteinerna och for bestimning av deras kanslighet for ABT-737
odlades cellinjerna under 48 timmar med ett dos- intervall av lakemedlet eller med dess icke
verksamma enantiomer, och genom PI (propidiumjodid, eng. propidium iodid) upptag lastes
celldoden av. Celldod ar Kklassificerad som apoptos genom nukledr fragmentering och
fullstindig himning genom pan-kaspas himmaren z-VAD-fmk [18].

5.6.2 Resultat

Cellinjerna MOLT-4 och J16 dog, som svar pa ABT-737 behandling (dos-beroende), EC50
varden for respektive pa ungefar 0,1 och 8 uM. De Overuttryckande cellerna, MOLT-4 och
J16, dog vildigt effektivt som svar pa ABT-737, vilket betyder att ABT-737 angriper Bcl-2
effektivt. Dock sa var ABT-737 inte lika effektiv trots att den har liknande affinitet for bade
Bcl-XL och Bel-w in vitro [18].
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Figur 8. Figuren visar effekten av ABT-737 pa Bcl-2 familjehdmmare i
cellinjerna MOLT-4 och J16. Omarbetad fran [18].
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6. Sammanfattning av studieresultaten

Resultatet av de valda studierna visade sammanfattningsvis att kombinationsbehandlingen
overlag gav battre effekt an monoterapi. Nedan foljer en sammanfattning, i punktform, av
vad de olika studierna kom fram till:

 Studie ett visade att docetaxel och ABT-737 minskade uttrycket av Bcl-2 proteinerna.
Studien visade dven att kombinationen docetaxel och ABT-263 minskade uttrycket av Bcl-
2 proteinerna.

« Studie tva visade att docetaxel och sabutoclax minskade tumorstorleken.

 Studie tre visade att en storre andel patienter overlevda vid anvandning av AT-101 med
docetaxel och prednison jamfort med kontrollpatienter, dock inte statistiskt olika.

« Studie fyra visade att Pim-hammare (SMI-4a) och ABT737 gav en minskad tumorstorlek.

« Studie fem visade att ABT-737 med inaktivering av Mcl-1 har terapeutisk potential.

« Studie sex visade att cellinjerna MOLT-4 och J16 dog som svar pa ABT-737, vilket tyder pa
att ABT-737 angriper Bcl-2 effektivt.
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7. Diskussion

Syftet med denna litteraturstudie var att hitta lidkemedel eller strategier for att bekdmpa
behandlingsresistenta prostatatumorer som har hoga halter av Bcl-2. Eftersom det i Bel-2
antiapoptotiska proteiner inkluderas Bcl-2, Bcl-x1, Bel-w och Mcl-1 sa har det gjorts studier
for att hAmma var och en av dessa antiapoptotiska proteiner med monoterapier samt med
kombinationsterapier. Darfor bestimde jag och min handledare (Grobner G) att lagga fokus
pa tva strategier, namligen docetaxel och Pim kinasinhibitorer med ABT-737. Dock var det
svart att hitta artiklar som just anvande dessa strategier utan de har nastan alltid i artiklarna
inkluderat andra damnen for kombinationsterapi for att inducera apoptos i de resistenta
prostatatumorceller som Overuttrycker Bcl-2 proteiner. Det visade sig senare att
kombinationsbehandlingen nastan alltid ar det mest effektiva for att reducera Bcl-2 i
resistenta prostatacancerceller. Docetaxel ar ett godkant lakemedel i Sverige sedan 2012 [22],
men problemet dr behandlingsresistensen som kan aterfinnas hos de som tidigare genomgatt
kastrering.

For att utvardera effektiviteten av dessa strategier valdes sex vetenskapliga artiklar for att
hitta den effektivaste terapin for behandlingsresistenta prostatatumorer, bade mono- och
kombinationsterapi. Artiklarna soktes fram genom databasen PubMed. De forsta tre av de
sex anvianda artiklarna undersoker docetaxel i kombination med ABT-263 och ABT-737,
docetaxel i kombination med sabutoclax samt docetaxel i kombination med At-101 och
prednison. I de andra tre artiklarna undersoktes Pim kinasinhibitorer i kombination med
ABT-737 och ABT-737 som hammar Bcl-2 och Mcl-1 proteiner pa olika satt. De tva sista
artiklarna valdes for att se hur ABT sjilv fungerar och om det sjilv kan forsumma Bcl-2
familjemedlemmar och darigenom apoptos inducering.

Avgransningarna som gjordes vid studiesokningen i databasen PubMed var for att fa fram de
mest intressanta studierna som passade ihop med arbetets syfte. Dock kan detta ha orsakat
saknandet av andra intressanta studier som ocksa passar ihop med syftet. Tanken med Free
fulltext avgransningen var att fi fram ldsbara artiklar i fulltext och inte bara
sammanfattningen av studien, som fallet var innan avgransningen. Avgriansningen Human
gjordes for att endast fa fram studier gjorda pa méanniskor, men eftersom de undersokta
lakemedlen var sa pass nya sa dok det endast upp studier gjorda pd humana cellinjer, men
aven djur. Denna avgransning kan ocksa ha orsakat avsaknaden av andra vettiga studier.

I studie 1 undersoktes den terapeutiska effekten av att kombinera DTX och Bcl-2
familjehammare i humana prostatacancerceller. Resultatet av denna studie visade att
narvaron av ABT-263 och ABT-737 har formagan att oka kénsligheten hos den delvis
okansliga DTX i PC3 prostatacancercellinjen, men aven att inhiberingen av Bcl-xl beror pa
denna effekt. I de tre humana prostatacancercellinjerna som undersoktes fann man att PC3-
celler var mindre kénsliga for DTX jamfort med LNCaP och DU145-celler, och en forbattrad
kinslighet for DTX uppvisades vid behandling med ABT-263, dock inte med ABT-199.
Genom RNA-interferens experiment visade det sig att hAmningen av Bcl-xl med ABT-263 var
huvudsakligt ansvarig for minskning av cytotoxicitet i PC3-celler. Resultatet av denna RNA-
interferens experiment var rimligt dia cytotoxiska anti-cancer likemedel inducerar
mitokondrier-medierade och kaspas-9-beroende apoptos, och eftersom over-uttrycket av Bel-
XL ar en viktig orsak till kemo-resistens i ménga typer av epitel-cancerceller [7].

Genom de “yttre” eller "inre” kaspas beroende celldodsvagar utloses apoptos, bade kaspas 8
och 9 spelar en viktig roll i dessa vagar. Dessutom sker omvandlingen av bud till tBid genom
aktiveringen av kaspas 8 vilket gynnar det mitokondrie-medierade kaspas 9 beroende
apoptos. Darfor sker forandringar i pro-apoptotiska eller anti-apoptotiska molekyler, nar
cancerceller exponeras for anti-cancerlikemedel, vid mitokondriemembranet vilket leder till
aktiveringen av kaspas 9. Detta innebir att om mindre doser av DTX inte aktiverar néagra
kaspaser sd aktiverar ABT-263 ensamt kaspas 3, 8, och 2 i PC3-celler. DTX och ABT-263
kombinationen okade aktiveringen av kaspas 3 och 9 ytterligare, och detta betyder att en
forbattrad apoptotisk effekt uppnds genom kombinationen av DTX och ABT-263 som
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huvudsakligen beror pa aktiveringen av kaspas 9. Paradoxalt 6kas ovantat apoptos av ABT-
263 behandlade PC3-celler genom tillsats av en kaspas 9-hammare, trots att ABT-263
orsakade kaspas 9 aktiveringen. Det noterades dven att minskningen av apoptos himmades
av pan-kaspas hdmmare z-VAD, vilket tyder pa att apoptos forbattringen var kaspas-
beroende [7].

Den terapeutiska effekten av kombinationsbehandlingen av DTX och Bcl-2 familjehdmmaren
ABT-737 (som har samma specificitet av himning som ABT-263) som undersoktes in vivo
fann man att ett signifikant tryck av PC3 tumortillvixt i jaimforelse med endera terapin
ensam. Resultaten av dessa undersokningar visar att kombinationen av Bcl-2
familjehdmmare tillsammans med DTX ar dven effektiv in vivo och inte bara in vitro [7].

Sammanfattningsvis visade studie 1 att effekten av ABT-263 och ABT-737 gav en effektiv
okning av DTX-inducerande anti-tumor effekter pa den delvis resistenta DTX i PC3 humana
cellinjer, bade in vitro och in vivo [7].

I Studie 2 gjordes det ett forsok i att avgora om terapeutiska medel, sdsom sabutoclax, kan
forstarka docetaxel ingreppet. En av de undersokta humana cellinjerna PC3 ar som kéant
tidsmassigt okansliga for docetaxel med en betydande fordrgjning i uppkomsten av celldod.
Denna studie visade i monoterapi av sabutoclax och i kombinationsterapi med docetaxel en
signifikant synergisk fordel av androgenresistent behandling, genom Docetaxel-brytning i
PC3 kultur celler och med xenograft-modeller. Det noterades att c-Met fosforylering
reducerades i tumorer som har behandlats med sabutoclax. De bakomliggande
mekanismerna av dessa observationer ar kvar for faststillning, men kan dterspeglas med en
nedstrom av konsekvensen av Sabutoclax-medierad kaspas aktivering eller i andra delar av
det apoptotiska programmet i motsatsen till bade docetaxel resistensen och c-Met
signaleringen. Dock kan man inte utesluta mojligheten att sabutoclax faktiskt kan vara en
direkt regulator av aktiveringsviagen av c-Met-receptorer for HGF. Mcl-1 och c-Met
signaleringens forhallande fortjanar en ytterligare utforskning i framtida biokemiska och
signaloverforingsstudier. Denna studie har slutligen kommit fram till att den pan-aktiva Bcl-
2 familjeantagonisten Sabutoclax ar tillracklig for himningen av tumorprogression av den
avancerade prostatacancer modellen. Dessa uppgifter stodjer det potentiella rollen med att
blockera aterkopplings-liganden mellan c-Met signalering och Mecl-1. Effektiviteten av
samverkan mellan sabutoclax med docetaxel som kombinationsterapi stoder framtida
testning for dven (forutom prostatacancer) annan avancerad cancer som utvecklar taxol
motstand [10].

Studie 3 var en randomiserad, dubbelblind, placebokontrollerad fas II-studie och hade som
mal att utvirdera effekten av cancerbehandling med kombinationen av AT-101, docetaxel och
prednison for mCRPC. Enligt resultatet visades ingen forbattring av medianoverlevnaden
(18,1 jamfort med 17,8 méanader, med p-viarde =0,63) av den forsta slutpunkten for
kombinationen av AT-101 med prednison och konventionell docetaxel. Det visades heller inte
néagon avsevart forbattrad effekt genom tillsatsen av AT-101, i den andra slutpunkten. Dock
visade det sig att en subgrupp av patienter med hog risk for mCRPC fick en numerisk nytta av
ADP, men detta ar inte statistisk signifikant d& analysen var baserad pa ett litet antal
patienter. Bland riskgruppen diaremot var placebo DP-gruppen numeriskt bittre, i den
overgripande levnadsgraden. Det ar dock noterbart att AT-101 inte riktar sig kraftigt till alla
pro-overlevande Bcl-2 familjemedlemmar, dessutom ar data som stoder Bcl-2 proteinernas
specificitet (alltsd Bax- eller Bak apoptotisk beroende aktivitet ar begrinsade).
Kombinationsbehandlingen av DP och AT-101 uppfyllde inte den forsta slutpunkten for
forbattrad overlevnad, men data visade ett battre resultat hos hogrisk grupp definierad av
kliniska kriterier [11].
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Studie 4 visade att det kan ske en kombination mellan Bcl-2 familjehimmare ABT-737 och
Pim kinasinhibitorer for att inducera apoptos i prostatacancer celler och 6vervinna
motstandet av celldod som orsakas av hoga overuttryck av Bcl-2 proteiner. De hoga over
uttrycken av Mcl-1 i prostatacancercellinjer gor de resistenta mot ABT-737:s verkan, men
denna studie visade att tillagget av Pim-kinas hammare minskar bade de celluldra nivierna
av Mcl-1 och de hojda nivderna av BH3 proteinet Noxa (en mycket specifik hammare av Mcl-
1 proteinet) som i sin tur okade aktiviteten av ABT-737 [12]. Det visade sig dven att
halveringstiden av Mcl-1 proteinet minskar genom tillimpningen av Pim kinasinhibitorer i
prostatacancer celler [12].

Studie 4 visade dven att den apoptotiska aktiviteten 6kar kraftigt for ABT-737 vid minskning
av Mcl-1 proteinnivéer baserat pa de cellkulturresultaten med himning av Pim med SMI-4a,
som kombinerades i in vivo djurexperimentet. Monoterapin i studien visade lite anti-
canceraktivitet medan kombinationsbehandlingen visade en hiammande tillvixt av LNCaP
celler. Wester blot och immunohistokemi visade att denna kombinationsbehandling
inducerar apoptos av dessa tumorceller och aktiverar UPR (eng. unfolded protein response).
Dessa resultat, baserat pa deras formaga att reglera proteinsyntes och UPR, antyder pa att
Pim Kinasinhibitorer mojligtvis kan anvandas for att forstirka anti-canceraktiviteten av
ABT-737 1 kliniken [12].

De befintliga studierna i studie 5 validerar genomforbarheten hos angripandet av Bcl-2
liknande proteiner med anvindning av ABT-737 (som ar BH3-mimetisk) for att inducera
apoptos, men dven mekaniska insikter som ger forslag pa hur ABT-737 kan anvindas ensamt
och i kombination, effektivt. I artikeln har det resonerats att alla amnen som harmar BH3-
enbart proteiner bor agera genom sina betydelsefulla nedstroms effekt, Bax och Bak. Av de
testade foreningarna i denna studie var det endast ABT-737 (utvecklats av strukturbaserad
design och forbattrats kraftigt med lakemedelskemi) som agerade som en dkta BH3-
harmare/mimetika. Resultaten i denna studie visade att monoterapin av ABT-737
formodligen ar mest effektiv i de tumorer vars Mcl-1 proteiner ar laga, franvarande eller
inaktiverade, troligen ar ABT-737 dven effektiv i de tumorer som innehaller hoga nivaer av
Bcl-2 eller Bel-XL. Det uppticktes aven att uttrycket av Bel-2 eller Bel-XL kan forsummas av
detta lakemedel i olika scenarier. Trots att affiniteten hos ABT-737 for Bel-2 och Bel-XL ar
jamforbara sa fann denna studie att affiniteten for Bcl-2 6veruttryckande celler dr mycket
storre [14].

Den har studien, studie 6, visade ocksa att ABT-737 inte har samma himmande effekt pa Bcl-
2, Bcl-X1 och Bcel-w i det cellulira sammanhanget. I denna studie visas dven att apoptos
induceras genom att ABT-737 stor de redan existerade komplexen mellan pro- och anti-
apoptotiska Bcl-2 proteiner. Den nya upptéackten i denna studie ar att ABT-737 motstandet
orsakas av Bcl-B (ett nytt Bel-2 familjemedlem [20]) i tvd av de undersokta cellinjerna [18].

Utover de strategier som har valts i denna litteraturstudie finns det flera andra strategier
bland annat gossypol, den naturliga BH3-mimetikan, som ar en annan strategi an docetaxel
vilken ocksd har visat lovande effekt i pagdende kliniska fas II/III studier for human
prostatacancer [21]. I denna litteraturstudie visas det att kombinationsterapin av de valda
strategierna ger bittre effekt in monoterapin. Aven gossypol har kombinerats med ett annat
lakemedel, sorafenib.

Kombinationsbehandlings strategin med ABT-737 kan vara sarskilt effektiv for att 6vervinna
kemo resistenta cancertumorer med Overuttryck av Bcl-2, vilket kan ge betydande kliniska
fordelar [14]. For DTX (docetaxel) resistenthumana prostatacancer sa verkar ABT-737 och
ABT-263 vara lovande for att aterstdlla DTX kéansligheten [14], d& dessa minskade Bcl-2
uttrycket i PC3-celler [7]. Dock visar behandlingen av LNCaP celler med ABT-737 att det
inducerade endast en liten del av apoptosen, men kombinationen med SMI-4a gav en hogre
grad av samverkan i att framkalla apoptos [11]. Aterigen en kombinationsterapi for att 4 den
onskade effekten. En annan kombination som ocksa fungerar vil med ABT-737 ar Pim
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Kinasinhibitorer som har visats i flera andra studier, som dven Overvunnit resistensen mot
celldod i human prostatacancer celler med Bcl-2 6veruttryck [12].

De strategier som har anvants har haft malet att hamma Bcl-2 familjehammare och utifran
resultaten som de har kommit fram till verkar Mcl-1 hAmningen ha en stor betydelse for att
inducera apoptos. Mcl-1 nedbrytningen kan bidra till att sakerstilla en definitiv apoptos i
prostataceller [14]. Dessutom har det visats att monoterapin av ABT-737 ar effektivast i
tumorer med inga eller ringa antal Mcl-1 proteiner [14], darfor kan det vara bra att dven
fokusera pa att hamma Mcl-1 eftersom monoterapier oftast ar bast ur patientens synvinkel da
det giller biverkningar. Darfor rekommenderar jag att i framtida studier satsa pa
monoterapier som alltid ar bast for de svart sjuka patienterna, om det finns mojlighet. En
annan vinkel for att 6vervinna terapiresistents for prostatacancer ar att angripa Bcl-B, som
upptickts orsaka ABT-737 resistensen [18].

De olika resultaten som fds i de olika studierna beror pa olika faktorer, bland annat
omgivningen som lakemedlet testas i. En annan viktig faktor ar att det ar svart att harma
manniskans alla aspekter av sjukdomen, dessutom har olika kroppar olika formaga att
hantera sjukdom och/eller likemedel, vilket gor det dnnu svarare att komma fram till en
perfekt 16sning/bekampning av sjukdomen. Dock sa har resultaten av studierna i de valda
artiklarna varit ungefar lika vilket ger ett hopp om att strategierna kommer att bota de
behandlingsresistenta prostatatumorerna, men man ska ha i dtanken att detta arbete ar for
litet for att kunna dra slutsatsen av strategiernas/lakemedlens effektivitet.

20



8. Slutsats

Denna litteraturstudie gjordes for att hitta strategier som bekdmpar behandlingsresistenta
prostatatumorer med hoga Bcel-2 halter, och for detta anviandes sex vetenskapliga artiklar
som presenterade olika kombinationsterapier och monoterapier. De sokta
strategierna/lakemedlen dr Docetaxel och Pim kinashdmmare med ABT-737, men dven ABT-
737 ensamt och med andra kombinationer for att kunna forsta dess funktion och effekt pa
nedregleringen av Bcl-2 familjeproteiner.

Sammanfattningsvis visade resultaten av docetaxel kombinationsbehandlingen med ABT-
263 minskad uttryck av Bcl-2 proteinet. Kombinationsbehandlingen av docetaxel och
sabutoclax visade ocksd en minskad tumorstorlek som etablerade sabutoclax som ett effektivt
ladkemedel. Aven kombinationsbehandlingen Pim-hammare SMI-4a med ABT-737 visade en
minskad tumortillvaxt, in vivo. De undersokta artiklarna i detta examensarbete ar inte
tillrackliga for att sdga att kombinationsterapin ger det oOnskvirda resultaten i att
hdmma/minska Bcl-2 proteiner/familjeprotein. Det behdvs saledes fler artiklar att
undersoka men dven att det gors fler studier for att fa fram den perfekta” och mest effektiva
terapin for de behandlingsresistenta prostatatumorerna.
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