Parte Ill: Manipulagao da informacao

Novos alvos terapéuticos
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E possivel fazer uma classificacao
molecular dos tumores e correlacionar
com prognostico.

E agora?
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ARTICLE

Inhibition of FLT3 in MLL: Validation of a therapeutic target
identified by gene expression based classification
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overexpression
wild-type receptor or mutation. Finally, we developed @ mouse madel of MLL and used biokuminescent imaging to
determine that PKC412 is active against MLL in vivo.

Introducton highly specific targets may prove more effective and perhaps
loss toxic than conventional chemotherapy.
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LLA: subgrupo de mau prognostico

Translocacao gene MLL _—) - rcgula estrutura da cromatina
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MLL FUNCTIONAL DOMAINS AND INTERACTING FROTEINS

(cromosoma 11)
- importante na rcgu]agéo de genes

envolvidos na hematopoiese
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Como € que esta translocacao pode

resultar numa leucemia®?

® Perda de um gene chave do processo de hematopoiese

® Alteragao da transcrigao de genes alvos
Bloqueio de processo de diferenciagao

Proliferacao indevida das células
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Investigadores do Dana Farber Cancer Institute, Boston, colocaram a hipotese de se tratar
nao de um subtipo de LLA mas de uma leucémia aguda distinta. Para testar esta ideia
compararam o perfil de expressao génica de células obtidas de doentes com LLA “classica”,
de doentes com LLA com translocagio do gene MLL e de doentes com LMA usando

microarrays com uma grande bateria de genes (~12.600)
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Algumas horas de trabalho depois ...

¢ Extraccao de RNA (57 amostras)

® Avaliar quantidade e integridade do RNA
® Marca¢io do RNA com fluorescéncia

® Avaliar integridade do RNA e marcagao
® Preparar hibridagao

* Hibridagao (57 microarrays)

® Lavagem

® Scanning

® Tratamento dos dados
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Analise comparativa dos perfis de eXpressao génica
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“Transducao” de sinal via FLT3

LIGANDO

Inibidor do FTL3
(PKC 412)

cinases

\

expressao genética
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receptor da membrana plasmatica

(actividade tirosina cinase)

Resposta biologica:
Proliferacao celular
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Estes resultados identificam o gene FLT3 como
fundamental na progressao do cancro?

® Nao... Pode ser uma consequéncia secundaria das alteragoes

sofridas pela celula sem efeitos significativos no seu fenétipo

L4 ]/E preciso demonstrar experimentalmente o) papel do FLT3

nestas células inibindo a sua fun¢ao!
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Os investigadores do DFECI resolveram testar inicialmente se o PKC 412 reduzia

eficazmente a proliferacdo celular de células tumorais.

@ Linhas celulares:
- derivadas de leucemia MLL com expressao aumentada de FLT3: SEMK2 e MV4
- que nao expressam FLT3: RSA, UoC, Blin-1

@ Células tratadas com:
- PKC 412
- solvente do farmaco
@ Analisaram a viabilidade celular:

- Teste de proliferagao (Figura 3A)

- Teste de morte celular (Figura 3B)

@® Analisaram a inibicao do FLT3 pelo PKC 412

- Western blotting — detecgao da forma fosforilada (Figura 3C)
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/ Analise da viabilidade celular \
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Como interpreta os resultados?
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* A inibigao do FLT3 provoca uma redugao da proliferacao e
aumento da apoptose de celulas leucemicas MLL que
expressam niveis elevados deste gene, mas nao nos outros

tipose celulares

* Os resultados apoiam a hipotese de que o FLT3 tem um

papel importante na progressao deste tipo de tumor
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Analise da inibigao do FLT3 por PKC412

Western blotting
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Como interpreta os resultados?

SEMK2-M1
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¢ s resultados mostram que o inibidor actua directamente

sobre a actividade cinasica do FLT3

® O conjunto dos dados sugerem que a inibi¢ao directa do
FLT3 & capaz de provocar a morte especifica destas celulas
tumorais e que o inibidor PKC412 pode ser eficaz no

tratamento das leucemias de tipo MLL.
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E agora?
Passamos a administrar este inibidor aos doentes?

® Nao! Estes resultados apenas demonstram o potencial da

droga em cultura de células.

* Antes de chegar a pratica clinica qualquer medicamento tem
de passar por um processo de ensaios complexo em que se
incluem estudos em modelos animais para avaliar interacgoes

espec{ficas ao nivel do organismo.

* Estas incluem dosagem, administragao, absorgao, toxicidade,
excregao, etc, todas elas fundamentais para o sucesso de um

medicamento.

k © M. Gama-Carvalho, FML 2010

6/9/10 /

4 N

Desenvolvimento de novos farmacos
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Finalmente, os investigadores usaram um modelo mais robusto para testar a eficacia de
PKC 412 no tratamento de celulas de leucémia MLL. Para tal, a linha celular SEMK?2 foi
tornada fluorescente por expressio de GFP (Green Fluorescent Protein) e injectada em
ratinhos. As cclulas tumorais foram subsequentemente seguidas in vivo por detecgao de
fluorescéncia e a sua proliferagio comparada entre animais tratados com PKC412 e

controlos expostos somente ao solvente.

Deste modo:

Analisou-se a capacidade destas celulas colonizarem os orgaos do receptor na

presenca e auséncia de PKC412
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Resultados:

Control

°KC412 150 mg/kg/day PO
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f Conclusao: \

Medicina preditiva, preventiva e personalizada
Perfis de expressio génica
Biopsia °
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Uma historia de sucesso no design de terapéuticas
dirigidas: leucemia mieldide crénica

Changed chromosome 9
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chromosome 9 Chromosomes break
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chromosome 22
Normal (Philadelphia
chromosome 22 chromosome)
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A proteina de fusao Bcr-Abl altera promove a
proliferacao excessiva da linhagem granulocitica
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Gleevec®
(imatinib mesylate)
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O Gleevec inibe as cinases de tirosina Abl e c-kit
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Tumor gastro-intestinal (GIST)
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Mre 16.29 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)
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Vias de sinalizacéo e terapéutica dirigida do cancro

anti-Erb8 (HER2)
receptor MoAbs

- | | Grb2
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Abx, etc.)
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A small-molecule inhibitor of BCL6 kills DLBCL cells in vitro and in vivo.

Cerchietti LC, Ghetu AF, Zhu X, Da Silva GF, Zhong S, Matthews M, Bunting KL, Polo JM, Farés C, Arrowsmith CH, Yang SN, Garcia M,
Coop A, Mackerell AD Jr, Privé GG, Melnick A.

Division of Hematology and Medical Oncology, Department of Medicine, Weill Cornell Medical College, Cornell University, New York, NY 10085, USA.
Commentin:

Cancer Cell. 2010 Apr 13;17(4):315-6.

Abstract

The BCLS6 transcriptional repressor is the most frequently involved oncogene in diffuse large B cell lymphoma (DLBCL). We combined
computer-aided drug design with functional assays to identify low-molecular-weight compounds that bind to the corepressor binding
groove of the BCL6 BTB domain. One such compound disrupted BCL6/corepressor complexes in vitro and in vivo, and was observed by
X-ray crystallography and NMR to bind the critical site within the BTB groove. This compound could induce expression of BCL6 target
genes and kill BCL6-positive DLBCL cell lines. In xenotransplantation experiments, the compound was nontoxic and potently suppressed
DLBCL tumors in vivo. The compound also killed primary DLBCLs from human patients. Copyright 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
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A Biologia Molecular tem permitido a identificacao de
genes com expressao alterada em diferentes tumores
que constituem bons alvos terapeuticos mas...

... estaremos dependentes da identificacao de
inibidores da actividade proteica??
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