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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de evaluare a poten-
tialului specific si selectiv pentru o tintd moleculara tiro-
zinkinaza oncogenica JAK2 V617F implicata in pato-
geneza neoplasmelor mieloproliferative (NMP). Metoda,
conform inventiei, consta Tn etapele: obtinerea unui set
de linii celulare care exprima stabil JAK2 VB617F, res-
pectiv, omologul fiziologic JAK2 WT si omologul mutant
JAK1 VB58F, determinarea efectului anti-proliferativ al
compusilor cu potential inhibitor testati prin monitoriza-
rea in timp real a modificarilor celulare cu sistemul

IncuCyte, citotoxicitatea prin determinarea productiei de
ATP prinanaliza luminometricd cu testul CTG
Luminiscence, analiza modului de inducere a efectului
anti-proliferativ (apoptoza sau necrozd) si efectul
asupra ciclului celular, prin citometrie in flux, Tn scopul
identificarii unor inhibitori cu specificitate inalta si selec-
tivitae pentru tinta JAK2 V617F.
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12.2. DESCRIEREA BREVETULUIL: METODA D LVALUARE A POTENTIALULUI
INHIBITOR SPECIFIC SI SELECTIV PENTRU O TINTA MOLECULARA DEFINITA

Inventia se refera la o metoda de evaluare a potentialului inhibitor specific si selectiv pentru
tirozinkinaza oncogenicd JAK2 V617F implicatd in patogeneza neoplasmelor mieloproliferative
(NMP), urmata de evaluarea concomitentd a impactului asupra omologului fiziologic JAK2 WT si
analiza toxicitdtii nespecifice pe omologul mutant JAK1 V658F, prin metode de luminiscenta,
citometrie in flux i microscopie, scalabile pentru screening de biblioteci de compusi.

Metoda este caracterizata prin aceea ca se obtin linii celulare care exprima stabil tirozinkinaza
oncogenicd JAK2 V617F si respectiv, omologul fiziologic JAK2 WT si o alta tirozinkinaza JAK1
V658F (mutatie constitutiv activa, omoloaga mutatiei V617F in JAK2) cu ajutorul carora se poate
evalua concomitent efectul unor compusi atat asupra unor celule care exprima proteina oncogena
tintd cat si pe celule care exprima omologul fiziologic JAK2 WT. Efectul inalt specific si selectiv
poate fi determinat analizand concomitent celule care exprima o proteind apropiatd din punct de
vedere filogenetic si cu o mutatie cu efect similar la nivel celular cu cel produs de oncogena tinta
pentru care se cautd inhibitori selectivi, urmatd de analiza toxicitdtii nespecifice prin metode de
luminiscenta, citometrie in flux si microscopie, scalabile pentru screening de biblioteci de compusi.

Metoda de screening a eficientei potentialilor inhibitori are la baza linia celulara
hematopoietica Ba/F3 (dependentd de IL-3 pentru supravietuire si proliferare) modificatd prin
transductie cu un vector de expresie pentru productia de JAK 2 WT, cu JAK2 cu mutatia oncogenica
V617F sirespectiv JAK 1 cu mutatia V658F, cu obtinerea de linii celulare stabile, capabile sa produca
stabil proteinele a caror gene au fost transduse. Cele trei linii celulare transduse au fost sortate pentru
cantitdti similare ale proteinelor de interes pe baza unui marker (green fluorescence protein —GFP)
exprimat in cantititi direct proportionale cu proteina de interes (Liu X, et al., 2000). Liniile celulare
care exprimd oncogenele JAK2 V617F si JAK1 V658F au fost verificate i selectate pentru
capacitatea de a prolifera in absenta citokinelor. Pentru a putea testa efectul toxic nespecific pe
celulele care exprima proteina normala (WT) si respectiv, efectul toxic (de preferintad inductor de
apoptoza) in celulele care exprima oncogena JAK2 V617F sau o alta oncogena apropiata din punct
de vedere filogenetic (JAK1 V658F), celulele tratate au fost investigate in timp real cu sistemul
IncuCyte, prin determinarea cantititii de ATP produse de celulele metabolic active (end-point),
analiza ciclului celular si a mortii celulare prin apoptoza sau necrozi prin citometrie in flux.

Neoplasmele mieloproliferative (NMP) sunt caracterizate de dominanta clonald si
promovarea hematopoiezei maligne fatd de cea normala cu supraproductia uneia sau mai multor linii
de celule mature mieloide.

Gena JAK?2 codifica tirozin kinaza JAK2 care este asociatid cu domeniul citosolic al unor
receptori transmembranari pentru citokine si factori de crestere importanti pentru semnalizarea
intracelulara. In urma activarii JAK2 rezulta fosforilarea proteinelor STAT (signal transducers and
activators of transcription), conducand in cele din urma la cresterea si diferentierea celulara. In
ansamblu, aproximativ doua treimi din toate NMP (Baxter EJ, et al., 2005) prezinta mutatia dobandita
la nivelul unui singur nucleotid in JAK?2, caracterizati ca ¢.G1849T; p. Val617Phe (V617F). Aceasta
mutatie are o prevalenta diferitd in functie de subtipul MPN. JAK2 V617F este prezent in 95% péana
la 98% dintre cazurile cu policitemia vera, 50% pana la 60% dintre cazurile cu mielofibroza primara
(PMF) si 50% péna la 60% dintre cazurile cu trombocitemia esentiald (ET). A fost descrisa si in alte
neoplasme mieloide (leucemia mielomonocitara cronica si sindromul mielodisplazic, etc) (Steensma
DP, et al., 2005).

In prezent sunt bine caracterizate si alte mutatii implicate in patogeneza NMP, cum sunt cele
din gena receptorului pentru trombopoietina (MPL sau TpoR), gasite in 5%-10% din PMF si 3%-5%
din ET sau cele din gena calreticulinei (CALR) gasite in 20%-30% din PMF si ET, JAK2 V617F este
de departe cea mai frecventa mutatie driver identificata in NMP.

Desi studiul inhibitorilor tirozin-kinazici pentru NMP a luat un avant important in ultimele doua
decade, incd nu au fost identificati inhibitori nalt specifici si selectivi pentru oncoproteinele

1



RO 138057 A0

identificate, in prezent utilizind-se in clinica inhibitori care fintesc atit JAK2 mutante cat si pe
variantele normale (wild type — WT). Screeningul pentru compusi inalt specifici cu potential de a
inhiba selectiv tirozin-kinazele mutante si nu pe omologul lor fiziologic este un deziderat major al
farmacologiei moleculare (Juan Gao et al., 2023).

Analiza inventiei s-a facut prin comparatie cu Brevetul US10620188B2 care se refera la metoda de
identificare a unor agenti biologic activi asupra unei cai stimulate de oncogena prin testarea in paralel
a unui agent potential activ i a unui control negativ, in prezenta unui agent stimulator al caii
oncogene. Modelul monitorizeazi impedanta celulelor substrat in cele doua godeuri generand o curba
de impedantd sau de indici celulari calculati pentru fiecare godeu cu compararea gradului de
similaritate intre curbele obtinute. Efectul agentului biologic activ asupra caii oncogenice investigate
poate fi apreciat din aparitia unor curbe de impedantd semnificativ diferite in godeul cu agentul de
investigat si godeul cu controlul negativ. Modelul este utilizat pentru identificarea unor compusi cu
efect asupra unor cai oncogenice.

Inventia de fata se refera la o0 metoda de evaluare a eficientei unor compusi asupra celulelor
cu expresie stabila a oncogenei JAK2 V617F comparativ cu efectul asupra celulelor care exprima
varianta normala a proteinei JAK2 (JAK 2WT), concomitent cu analiza efectului asupra celulelor
care exprima o proteina apropiata din punct de vedere filogenetic si cu o mutatie cu efect similar la
nivel celular cu cel produs de oncogena tintd, si anume JAK1 V658F, urmata de determinarea
efectului anti-proliferativ prin analiza in timp real a celulelor si determinarea productiei de ATP si
analiza modului de inducere a acestui efect anti-proliferativ (apoptoza sau necrozi) si efectul asupra
ciclului celular, prin citometrie in flux.

Problema pe care inventia actuala o rezolva este stabilirea unei metode de evaluare a efectului anti-
proliferativ al unor compusi cu potential inhibitor pentru celule care exprima JAK2V617F,
concomitent cu efectul exercitat asupra celulelor care exprima omologul fiziologic al JAK2 V617F
si de asemenea, asupra unor celule ce exprima o proteina din aceeasi familie, cu o mutatie omologa,
st anume JAK1 V658F. In scopul obtinerii acestui set de linii celulare spre a fi utilizate in sistemul
celular de identificare a unor inhibitori cu specificitate inalta si selectivitate pentru JAK2 V617F, s-a
utilizat linia celulara Ba/F3 pentru transductia cu vectori retrovirali a zonelor de interes. Vectorii
retrovirali au fost obtinuti in celule de impachetare BOSC 23. JAK2 V617F si JAK2 V658F

Solutia pe care o propune prezenta inventie este stabilirea unei metode de evaluare a specificitatii si
selectivitdtii unor compusi prin metode scalabile spre a fi utilizabile in screeningul eficient al unor
biblioteci de compusi chimici in vederea eliminarii riscurilor de esec in faze mai avansate de
dezvoltare a unor astfel de inhibitori.

Metodele de analiza includ analiza live a celulelor cu sistemul IncuCyte i determinarea productiei
de ATP (determinarea luminescentei) i analiza modului de inducere a acestui efect anti-proliferativ
(apoptozi sau necrozi) si efectul asupra ciclului celular, prin citometrie in flux.

Avantajul solutiei propuse de prezenta inventie este testarea efectului unor compusi printr-o strategie
de screening bazata pe un set de linii celulare ce exprima niveluri similare de JAK2 V617F, JAK2
WT si respectiv JAK1 V658F, cu analiza mecanismului prin care este indusa moartea celulara, cu
scopul final de a putea selecta compusi inalt specifici i selectivi pentru oncogena cea mai frecvent
identificata in neoplasmele mieloproliferative.

Pentru investigarea efectului compusilor cu potential inhibitor a fost utilizat ruxolitinib si
nolitinib ca si compusi model. Ruxolitinib vizeaza in mod specific enzimele JAK1 si JAK?2, care sunt
implicate in cdile de semnalizare implicate in productia de celule sanguine. Prin inhibarea acestor
enzime, ruxolitinib ajutd la reducerea productiei excesive de celule sanguine, ameliorarea
simptomelor si imbunatatirea calitatii generale a vietii pacientilor. Ruxolitinib a demonstrat
eficacitate in reducerea maririi splinei, ameliorarea simptomelor precum oboseala si pierderea in
greutate si imbunatatirea supravietuirii generale la pacientii cu mielofibrozi. De asemenea, a aratat
eficacitate in controlul numarului de celule sanguine si reducerea complicatiilor legate de boala in
policitemia vera. Totusi, acest compus este cunoscut pentru lipsa de selectivitate pentru variantele
mutante si ca urmare are importante efecte secundare care pot include anemie, trombocitopenie,
ameteala, dureri de cap, greatd, diaree si un risc crescut de infectii. Nilotinib a fost selectat ca inhibitor



RO 138057 A0

specific al proteinei BCR-ABL care a fost conceput ca inhibitor selectiv pentru aceasta proteina
anormala responsabild de proliferarea celulelor in leucemia mieloida cronica (LMC). Prin inhibarea
proteinei BCR-ABL, nilotinib inhiba cdile de semnalizare care promoveazi cresterea si diviziunea
necontrolatd a celulelor leucemice in LMC, imbunitdtirea controlului bolii si cresterea ratei de
supravietuire la pacientii cu LMC.

Se prezinta in continuare 4 exemple ale inventiei in legéturd cu figurile (1-6) si tabele (1-2):

Figura 1. Liniile celulare cu genele JAK2wt, JAK2V617F and JAK1V658F clonate prin transductie
cu retrovirusuri bicistronice si sortate prin FACS pentru niveluri de expresie proportionale pe baza
fluorescentei (FL1) GFP

Figura 2. Diagrama Flux a testului de screening pentru citotoxicitate — tip “high-throughput”
Figura 3. Monitorizarea live cu sistemul IncuCyte; prezentarea unor imagini reprezentative
achizitionate live (fluorescenta verde) la diferite momente din perioada de monitorizare a setului de
linii celulare care exprima GFP si proteinele exprimate ectopic dupa tratamentul cu ruxolitinib
100nM.

Figura 4. Raport cu date integrate de citotoxicitate (curbele de dependenta de concentratie) - %
inhibitie a proliferarii fata de proliferarea in godeurile control.

Figura 5. Curbele doza-raspuns obtinute cu testul CellTiter-Glow (Promega) in tratamentului liniilor
celulare transduse, sortate si/sau selectate apoi tratate 24 ore cu ruxolitinib (Figura 5a) si nilotinib
(Figura 5b) in diferite concentratii. Reprezentarea grafica a procentelor proliferarii celulare raportate
la celulele tratate doar cu solventul pentru compusul de investigat (DMSO).

Figura 6. Analiza efectelor induse de tratamentul cu 5 uM nilotinib sau ruxolitinib asupra fazelor
ciclului celular in liniile Ba/F3 JAK2 WT (a), Ba/F3 JAK2 V617F (b), si Ba/F3 JAK1 V658F (c).

Tabel 1. Rezultatele obtinute in analiza ciclului celular si apoptozei prin marcare cu PI (media a trei
experimente independente).

Tabel 2. Rezultatele obtinute in analiza % de apoptoza si necroza prin marcare cu Annexin-V-PE/7-
AAD determinate la tratamentul de 48h cu S5uM inhibitori (media a trei experimente independente).

Exemplul 1.

1. Obtinerea liniilor celulare necesare pentru trusa de investigare a unor compusi specifici
pentru o tintd moleculara definitd cu impact controlat pe omologul sau fiziologic si cu
toxicitate non-specifica
Generarea de linii celulare stabile s-a realizat prin transductie cu retrovirusuri bicistronice

care codifica genele de interes dar si proteine marker (GFP) in cantitati proportionale (Liu, X., et al.,
Anal. Biochem. 280, 20-28). Vectorul bicistronic utilizat are o secventa Internal Ribosome Entry
Site (IRES) ce permite translatia simultana a doua proteine (proteina de interes si proteina marker) in
cantitati controlate. Celulele cu niveluri controlate de expresie a proteinelor de interes au fost obtinute
prin sortarea pentru proteina marker.

Strategia noastra de screening de compusi are la baza pe un sistem de testare celular construit
pe linia celulara hematopoietica Ba/F3. Linia celulara Ba/F3 este dependenta de IL-3 pentru
supravietuire i proliferare insi se poate transforma capatand abilitatea de a prolifera in lipsa acestei
interleukine daca i se introduce prin transductie virala o tirozinkinaza mutanta cum este de exemplu,
JAK2 V617F. Astfel, am creat un set de linii celulare cu genele cu mutatia driver JAK2 V617F si
respectiv, cu gena normala, WT, si de asemenea cu o gena apropiata din punct de vedere filogenetic
si cu o mutatie similara celei din JAK 2, si anume JAK1 V658F. Astfel, putem testa diferiti compusi
in paralel si vom putea diferentia compusii fara efect toxic pe celulele care exprima genele normale
dar citotoxici pentru celulele care exprima genele mutante.

Strategia noastrd de obtinere a liniilor celulare cu gene mutante s-a bazat pe transductia
genelor modificate la nivelul plasmidului retroviral prin mutageneza in situ. Pentru obtinerea de
virusuri capabile sa transduca stabil celule cu genele JAK?2 si JAK2 V617F, s-a pornit de la cDNA
inserat in plasmidul pMX-IRES-GFP. Plasmidul a fost modificat prin mutageneza in situ utilizand
protocolul (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit). Vectorul retroviral pMX-IRES-GFP se
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bazeaza pe virusul Moloney murine leukemia (MMLYV), furnizeaza un semnal de impachetare virala,
elemente de transcriptie si de procesare si MCS pentru clonarea genei de interes. Co-transfectat in
celulele BOSC 23 cu plasmidul pCLeco, care exprima niveluri ridicate de proteine gag, pol, si env, a
facut posibila o productie mare de virus eficient pentru transductia celulelor murine BaF3. Virusurile
obtinute din ,,impachetarea” vectorilor virali in celule BOSC 23 transfectate au fost capabile sa
transduca genele de interes in celule Ba/F3 prin spininfectie. 500000 celule BaF3/punct experimental
au fost puse in contact cu 1 ml virus produs anterior de celulele BOSC 23 si 16 micrograme polybrene.
Aceste mix-uri de reactie (pentru fiecare gena de interes, mutant sau wt) au fost centrifugate 120 min
la 37°C la 350g. Supernatantele au fost indepartate iar celulele infectate au fost resuspendate in 8 ml
mediu RPMI cu 10% FBS si 10% supernatant provenit din cultura liniei celulare WEHI 3B
(producatoare de 5-10 ng/mL IL-3). Culturile celulare au fost mentinute in incubator la 37°C in
atmosferd de 5% CO2. Celulele au fost monitorizate zilnic, mediul de crestere fiind schimbat la 2-3
zile, iar pasajele au fost realizate in functie de rata de crestere. Celulele stabil infectate au fost sortate
pentru expresia proteinelor exprimate ectopic folosind in acest scop proteinele marker GFP exprimate
in cantitati proportionale cu proteinele de interes datorita particularititilor vectorului bicistronic
utilizat la transfectie (Figura 1.)

Celulele sortate, in care au fost transduse genele mutante, au fost verificate si in ceea ce
priveste capacitatea lor de a prolifera in absenta IL-3.

Exemplul 2.
2. Testarea citotoxicitatii in array-uri de 96 de godeuri (''highthroughput")
Designul screening-ului (diagrama flux) pentru testarea citotoxicitatii in array-uri de 96 de
godeuri ("highthroughput") este sumarizat in Figura 2.

Compusii de testat au fost stocati in placi de 96 godeuri (masterplates), prediluati pentru teste in
format doza-raspuns (pe domeniul 100 microM pana la 1microM). Au fost mentinute de asemenea si
stocuri individuale de compusi pentru testat la concentratii de 10 mM.

Celulele pe care se realizeaza tratamentele sunt tinute in cultura (37°C, 5% CO) cel putin 48 ore,
multiplicate pana la concentratia stoc necesara insdmantarii numaérului de placi de testare considerand
o densitate, de 5000 celule/godewarie de 0,3 cm? in placile speciale de lucru cu fund plat optic
transparent si pereti opaci care sa nu permitd interferenta luminescentei intre godeuri.

Compusii de testat sunt transferati din "master plates" in placi cu distributie identica, "in registru"
considerand dilutii de 1:10. Experimentele s-au realizat in triplicate tehnice.

in continuare setul de linii celulare, tratate si netratate (sau tratate doar cu solventul utilizat pentru
compusii de investigat) au fost monitorizate live cu sistemul IncuCyte iar dupa 72 ore prin
determinarea citotoxicitatii prin masurarea ATP produs de celulele viabile utilizand testul Cell Titer
Glo (CTG) Luminescence (Promega).

1.1 Monitorizarea in timp real a celulelor cu sistemul IncuCyte §i citotoxicitatea prin determinarea
productiei de ATP cu testul CTG Luminescence (Promega).

Sistemul Incucyte este ideal pentru monitorizarea in timp real a modificarilor celulare de la momentul
inceperii tratamentului si pana in momentul lizei pentru determinare viabilititii.

Sistemul Incucyte este ideal pentru monitorizarea timp real a modificarilor celulare de la momentul
inceperii tratamentului si pana in momentul lizei pentru determinare viabilitatii.

Dupéd o incubare de 72 ore, placile de cultura au fost analizate cu testul CTG Luminescence
(Promega). Semnalul luminescent este produs in urma reactiei de mono-oxigenare a luciferinei,
reactie catalizata in prezenta Mg, oxigenului molecular si al ATP produs doar in celulele viabile si
metabolic active, de o luciferaza recombinanta. Astfel, semnalul luminescent este direct proportional
cu cantitatea de ATP produsa de celule si deci cu viabilitatea celulara. Dupa analiza luminometrica a
placilor, datele sunt exportate in Microsoft Excel in fise de calcul create special, cu ajutorul carora se
va putea genera raportul cu date integrate (Figura 4).
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Testare a viabilitdtii celulare prin mdsurarea ATP produs de celulele viabile_utilizand testul Cell
Titer Glo a fost selectata datorita omogenitatii si a faptului ca implicd addugarea unui singur reagent
(Reagent CellTiter-Glo®) direct celulelor cultivate in mediu fara a fi necesara spalarea celulelor ce
ar putea induce erori de evaluare a citotoxicitatii. Sistemul poate detecta mai putin de 15 celule si
poate fi utilizat si in format HTS cu peste 96-godeuri. Formatul "adaugd-amestecd-masoard"
determina liza celulelor si generarea unui semnal luminescent proportional cu cantitatea de ATP
produsa de celulele metabolic-active din cultura. CellTiter-Glo® genereaza un semnal luminescent,
care are un timp de injumatitire de aproximativ cinci ore pentru sistemul nostru celular. Acest timp
de injumatatire a semnalului oferd flexibilitate pentru procesarea continud sau in mod batch a mai
multor plici. Metoda prezinta un interval dinamic si o reproductibilitate excelente cu o liniaritate

intre 0 si 100000 celule (R?>>0.99 in conditiile de lucru pentru liniile noastre celulare.

Testarea pe baza strategiei noastre a compusilor selectati ca model, a relevat faptul ca Ruxolitinib
are, asa cum era de asteptat, un efect inhibitor important asupra JAK2 wt dar si asupra variantelor
mutante, cu o toxicitate ceva mai redusa asupra Ba/F3 JAK1 V658F (Figura 5a). De asemenea, s-a
putut observa ca nilotinib, care este un compus fard efect inhibitor semnificativ asupra
tirozinkinazelor JAK WT, are efect inhibitor, desi sub 50% chiar si la cea mai mare doza testatd,
asupra Ba/F3 care exprima variantele mutante de JAK1 si JAK2 (Figura 5b).

Exemplu 3
3. Procedura de analizi a ciclului celular prin citometrie in flux.

Procedura cuprinde marcarea celulelor fixate si permeabilizate (cu etanol rece) cu iodura de
propidium (PI). PI este un fluorocrom standard pentru analiza ciclului celular legadu-se cu mare
afinitate de acizii nucleici la care are acces in urma permeabilizarii.

Analiza ciclului celular la 24 ore a relevat faptul cid tratamentul cu SuM nilotinib nu a afectat
substantial numarul de celule aflate in diversele faze ale ciclului celular atat in linia Ba/F3 JAK2 WT
cat si Ba/F3 JAK2 V617F, precum si Ba/F3 JAK1 V658F. In schimb, 5 uM ruxolitinib scade
procentul de celule aflate in faza S in celulele Ba/F3 JAK2 WT de la 42,79% la 17, 57%.

Mai mult, in celulele Ba/F3 JAK2 V617F scaderea procentului de celule aflate in faza S este mult
mai pregnanta de la 42,43% la 9,1%. In acest caz se observa o diminuare dramatica si a fazei G2, de
la 11,92% la 2,13%.

Asa cum se observi in tabelul 1, analiza ciclului celular la 24 ore de tratament cu 5 uM nilotinib a
indus doar putind apoptoza (peak-ul subG0/G1) in toate liniile celulare, dar in prezenta a SpuM
ruxolitinib apoptoza a atins un procent de 22, 47% in celulele wild type (Ba/F3 JAK2 WT) si chiar
mai mult in ambele tipuri de celule cu tirozinkinazele mutante (~57%) (Tabelul 1).

Exemplul 4.

4. Procedura de analiza a proceselor de apoptoza si necroza prin citometria in flux.

Procedura determina procentul de apoptoza si necroza prin marcarea cu Annexin-V-PE/7-

AAD. Annexin V este o proteina dependenta de calciu ce are afinitate mare pentru phospholipidele
expuse in timpul procesului de apoptoza; marcarea cu PE face ca fluorescenta celulelor apoptotice
marcate sa nu interfere cu fluorescenta GFP prezenta in aceste celule. 7-Amino-Actinomycin (7-
AAD) este un fluorocrom standard pentru analiza viabilitatii prin citometrie in flux care este exclus
din celulele viabile dar penetreaza cu usurinta membrana celor necrotice.
Analiza prin citometrie in flux (Annexin-V/7-AAD ) a setului de linii celulare tratate sau nu cu
inhibitorii selectati, pentru 48 ore la concentratii de 5 uM este prezentata sintetic in tabelul 2.
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12.3. REVENDICARE : METODA DE EVALUARE A POTENTIALULUI INHIBITOR
SPECIFIC SI SELECTIV PENTRU O TINTA MOLECULARA DEFINITA

Inventia de fata se referd la o metoda de evaluare a potentialului inhibitor specific si selectiv
pentru o tintd moleculara definitd caracterizatd prin aceea ca se obtin celulele cu expresie stabild a
oncogenei JAK2 V617F comparativ cu efectul asupra celulelor care exprimad varianta normalad a
proteinei JAK2 (JAK 2WT), celule care exprima o proteina apropiatd din punct de vedere filogenetic
si cu o mutatie cu efect similar la nivel celular cu cel produs de oncogena tintd, si anume JAK1
V658F, urmatd de determinarea efectului anti-proliferativ prin analiza in timp real a celulelor,
determinarea productiei de ATP si analiza modului de inducere a acestui efect anti-proliferativ
(apoptozi sau necrozi) si efectul asupra ciclului celular, prin citometrie in flux.

£
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Tabel 1.
SubG0 Gl S G2
Ba/F3 JAK2 WT 5,04 40,47 | 42,79 11,7
Ba/F3 JAK2 WT 5uM Nilotinib 5,04 40,72 | 44,16 10,08
Ba/F3 JAK2 WT 5uM Ruxolitinib 22,47 | 49,06 17,57 10,9
Ba/F3 JAK2 V617F 5.1 40,55 42,43 11,92
Ba/F3 JAK2 V617F 5uM Nilotinib 7,31 43,95 38,7 10,04
Ba/F3 JAK2 V617F 5uM Ruxolitinib | 57,01 | 31,76 9.1 2,13
Ba/F3 JAK1 V658F 7,19 40,06 | 40,09 12,66
Ba/F3 JAK1 V658 5uM Nilotinib 3,71 45,16 | 38,53 12,6
Ba/F3 JAK1 V658 5uM Ruxolitinib 57,6 26,14 12,3 3,96
Tabel 2.
A-- A-+ A+- A++
Apoptoza
48h Viabile | Necroza | Apotoza | secundara
Ba/F3 JAK2 WT 82,49 10,32 4,35 2,84
Ba/F3 JAK2 WT 5uM Nilotinib 63,31 22,44 3,68 10,58
Ba/F3 JAK2 WT 5uM Ruxolitinib 37,57 30,33 2,65 29,46
Ba/F3 JAK2 V617F 88,46 9,14 1,41 0,98
Ba/F3 JAK2 V617F 5uM Nilotinib 84,95 10,91 1,58 2,56
Ba/F3 JAK2 V617F 5uM Ruxolitinib 36,95 31,03 4,4 27,62
Ba/F3 JAK1 V658F 82,5 13,12 0,44 3,94
Ba/F3 JAK1 V658 5uM Nilotinib 79,65 14,16 0,78 5,41
Ba/F3 JAK1 V658 SuM Ruxolitinib 14,89 59,57 0,76 24,79
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