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Ostra biataczka szpikowa jest chorobg nowotworowg ukfadu krwiotworczego. Rozwoj
biataczki nastepuje w wyniku mutacji genowych, wsréd ktorych najczesciej spotykane sg
translokacje, inwersje i duplikacje chromosomowe w komaorkach krwi i szpiku kostnego.

W wyniku takich mutacji nastepuje zaburzenie w dojrzewaniu leukocytéw (biatych krwinek)

i gromadzenie sie niedojrzatych morfologicznie komarek blastycznych we krwi, szpiku kostnym
i narzgdach wewnetrznych (np. w sledzionie, weztach chtonnych). W leczeniu ostrych biataczek
najczesciej wykorzystuje sie chemoterapie potgczong z przeszczepieniem szpiku kostnego.
Pomimo czesciowych sukcesdw w leczeniu biataczek u wielu chorych leczenie nie jest
skuteczne. Przyktadem sg biataczki wywotywane translokacjami genu MLL (Mixed Lineage
Leukemia), ktére stanowig okoto 10% wszystkich ostrych biataczek szpikowych. Obecnos¢
translokacji MLL powoduje, ze rokowania sg zte i jedynie 35% pacjentéw przezywa wiecej niz
5 lat od zdiagnozowania choroby. W przypadku biataczek MLL konwencjonalne metody
leczenia wykorzystujgce chemoterapie nie sg skuteczne i duze nadzieje wigze sie

z opracowaniem nowych lekow do tzw. terapii celowane;.

Molekularnym podtozem biataczek MLL jest translokacja w obrebie genu MLL
Zlokalizowanego na chromosomie 11923 z réznymi partnerami genowymi. Translokacje te
prowadzg do ekspresji tzw. biatek fuzyjnych, ktére zaburzajg ekspresje genéw Hox kluczowych
dla prawidtowego rozwoju komorek krwi. Dotychczas zidentyfikowano ponad 50 biatek fuzyjnych
MLL, w ktérych N-koncowy fragment biatka pochodzi od genu MLL i jest potagczony
z fragmentem fuzyjnym (Rysunek 1). Do najczesciej wystepujacych biatek fuzyjnych MLL
nalezg MLL-AF9, MLL-AF9 i MLL-ENL. Wiele prac naukowych wykazuje, ze N-koncowy
fragment MLL w biatkach fuzyjnych jest kluczowy dla ich onkogennej aktywno$ci w biataczce.
N-koniec MLL oddziatuje z DNA oraz innymi biatkami i ekspresja zmodyfikowanych wariantéw
MLL z usunietymi fragmentami na N-koncu powoduje utrate wtasciwosci onkogennych. Wyniki
te sugeruja, ze N-koncowy fragment MLL petni bardzo wazna role w rozwoju biataczki. Dlatego
tez, zablokowanie oddziatywan MLL z innymi biatkami przy zastosowaniu niskoczasteczkowych
zwigzkow chemicznych moze stanowi¢ skuteczny sposéb na programowanie i otrzymanie
nowych lekow do terapii
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Rysunek 1. Schemat pokazujacy biatko MLL i najczesciej
wystepujace biatka fuzyjne w biataczkach z translokacjami MLL.




i opracowanie nowych matoczasteczkowych inhibitorow blokujacych ich aktywnosé poprzez
zahamowanie oddziatywan MLL. W tym celu prace w moim laboratorium koncentrujg sie
na badaniach strukturalnych réznych fragmentéw biatka MLL jak rowniez oddziatywan MLL
Z innych biatkami oraz kwasami nukleinowymi.

Badania czynnosciowe wykazaty, ze tzw. domena CXXC w biatku MLL jest niezbedna
do onkogennej aktywnosci biatek fuzyjnych MLL w biataczce. Domena CXXC oddziatuje
Z kwasami nukleoinowymi i specyficznie rozpoznaje DNA bogate w nie-metylowane fragmenty
CpG. Usuniecie domeny CXXC z biatek fuzyjnych MLL przy uzyciu metod genetycznych
powoduje, ze biatko takie traci wtasciwosci onkogenne. Z tego powodu poznanie jak domena
CXXC rozpoznaje DNA ma duze znaczenie dla zrozumienia funkcji tej domeny w aktywnosci
biatek fuzyjnych MLL
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Rysunek 2. A. Struktura domeny CXXC w kompleksie z (NMR). Zaletg metody
fragmentem DNA. B. Eksperyment demonstrujgcy ze NMR jest mozliwosé
oddziatywanie CXXC-DNA jest niezbedne do wywotania biataczki. badania strukturv biatek
W wyniku wprowadzenia mutacji C1188A do genu kodujacego ry

MLL-AF9, biataczka u myszy nie rozwija sie. W roztworze wodnym.
Rozwigzalismy strukture

domeny CXXC oraz kompleksu tej domeny z krétkim fragmentem DNA (Rysunek 2A).
Struktura ta doktadnie obrazuje sposéb wigzania domeny CXXC do DNA oraz mechanizm
rozpoznawania nie-metylowanego DNA. W oparciu o badania strukturalne zaprojektowaliSmy
punktowg mutacje cysteiny 1188 do alaniny (C1188A), ktéra uniemozliwia wigzanie CXXC
do DNA. Wprowadzenie pojedynczej mutacji C1188A do MLL-AF9 powoduje utrate wtasciwosci
onkogennych w eksperymentach in vivo (Rysunek 2B). Badania te zostaty opublikowane
w renomowanym czasopismie Nature Structural and Molecular Biology (Cierpicki et al,
NSMB 2010). Kolejnym etapem tych badan jest zidentyfikowanie zwigzkéw chemicznych,
ktore wigzg sie do domeny CXXC i hamujg oddziatywanie z DNA jako nowych potencjalnych
lekéw przeciwbiataczkowych.

Do aktywnosci onkogennej biatek fuzyjnych MLL niezbedne jest ich oddziatywanie
z innymi biatkami: mening i LEDGF. Prace prowadzone w kilku niezaleznych zespotach
naukowych pokazaty, ze oddziatywania te sg kluczowe dla rozwoju biataczki MLL u myszy.
Ponadto badania te wykazaly, ze wyeliminowanie oddziatywania MLL-AF9 z mening i LEDGF
przy uzyciu metod inzynierii genetycznej blokuje rozwadj ostrej biataczki in vivo. W celu
zrozumienia jak biatko MLL oddziatuje z mening i biatkiem LEDGF przeprowadziliSmy szereg
badan strukturalnych prze uzyciu metod krystalograficznych jak i spectroskopii NMR. Po wielu
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prébach uzyskalismy krysztaty meniny i kompleksu meniny z fragmentem MLL i poznalismy
wysokorozdzielcze struktury uzywajgc metody rentgenografill strukturalnej. Menina jest biatkiem
o ztozonej a-helikalnej strukturze, w ktérym w centralnym miejscu znajduje sie miejsce wigzace
dla MLL (Rysunek 3). Nasze dalsze badania pozwolity réwniez scharakteryzowac¢
oddziatywanie fragmentu MLL z domeng biatka LEDGF. Te badania strukturalne postuzyty

do zaprojektowania i otrzymania bardzo silnie dziatajgcych, matoczasteczkowych inhibitoréw,
ktére wigzg sie do meniny i blokujg oddziatywanie z biatkami fuzyjnymi MLL (wyniki
opublikowane w Grembecka et al. Nature Chemical Biology 2012 oraz Shi et al, Blood 2012).
W uktadach modelowych in vitro oraz w modelach mysich biataczek, inhibitory te wykazujg
bardzo silne dziatanie - selektywnie zabijajg komorki biataczkowe z translokacjami MLL.

Celem naszych dalszych badan jest optymalizacja wtasciwosci tych inhibitoréw jako nowych,
potencjalnych lekéw do badan klinicznych.
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Rysunek 3. A. Struktura krystaliczna kompleksu meniny z MLL (kolor niebieski). B.
Szczegotowy obraz pokazujgcy sposob wigzania MLL do meniny.




