CANCER RESEARCH

Cancer Res פורסם ב-  OnlineFirstב- 20 ביוני, 2013. 

Sergei Boichuk, Joshua A Parry, Kathleen R Makielski, et al.

התצמיד DREAM מתווך את שלב "המנוחה" (quiescence) של תאי גיסט והינו יעד טיפולי חדשני להגברת "מוות תאים מתוכנת" הנגרם בהשראת אימטיניב
Sergei Boichuk1,8, Joshua A. Parry1, Kathleen R. Makielski1, Larisa Litovchick2,9,

Julianne L. Baron1, James P. Zewe1, Agnieszka Wozniak3, Keith R. Mehalek1,

Nina Korzeniewski4, Danushka S. Seneviratne1, Patrick Schöffski3,

Maria Debiec-Rychter5, James A. DeCaprio2, Anette Duensing1,6,7
1Cancer Virology Program

University of Pittsburgh Cancer Institute

Hillman Cancer Center

Pittsburgh, PA, USA

2Department of Medical Oncology

Dana-Farber Cancer Institute

Department of Medicine

Brigham and Women’s Hospital and Harvard Medical School

Boston, MA, USA

3Departments of Oncology and General Medical Oncology

KU Leuven and University Hospitals Leuven

Leuven, Belgium

4Molecular Urooncology

Medical Faculty Heidelberg

University of Heidelberg School of Medicine

Heidelberg, Germany

5Department of Human Genetics

KU Leuven and University Hospitals Leuven

Leuven, Belgium

6Department of Pathology

University of Pittsburgh School of Medicine

Pittsburgh, PA, USA
תקציר 
ניתן לטפל בהצלחה בגידולי גיסט בעזרת אימטיניב (Gleevec), אולם מקרים של הפוגה מלאה הם נדירים ולרוב מושגת התייצבות של המחלה אצל מטופלים עם נוכחות של גושים שיוריים. הממצא הקליני לפיו הפסקת הטיפול עלולה להוביל להתפתחות של הסרטן מראה שתאים של גושים שיוריים הם למעשה תאים שנמצאים במנוחה (quiescence), ולכן עלולים להיכנס מחדש למחזור חלוקת התא. בהמשך לכך, הראינו בעבר כי אימטיניב משרה "מנוחה" של תאי גיסט במעבדה (במבחנה) באמצעות מסלול האיתות APCCDH1-SKP2-p27Kip1. כאן, אנו מוכיחים כי אימטיניב משרה "מנוחה" של תאי גיסט בגוף החי (in vivo) ושתהליך זה כולל גם את התצמיד DREAM, שהינו בעל תתי-יחידות מרובות, אשר זוהה לאחרונה כוַסָת מפתח נוסף של מנוחת תאים. יש לציין כי המחקר גילה שעיכוב ביצירת התצמיד DREAM על-ידי דילול הקינאז המוסת של DREAM - DYRK1A, או היעד שלו - LIN52, מגביר את מוות התאים שמשרה האימטיניב. התוצאות שלנו מראות שאימטיניב משרה מוות תאים מתוכנת בחלק מתאי הגיסט, בעוד במקביל, תת-יחידה של התאים נכנסת לשלב מנוחה הכולל את התצמיד DREAM. עיכוב של תהליך זה מגביר את מוות התאים המתוכנת הנגרמת בהשראת האימטיניב, ופותח פתח להתערבויות טיפוליות עתידיות שמתמקדות בתצמיד DREAM לקבלת תגובות יעילות יותר לאימטיניב.

מבוא
רוב גידולי הגיסט, הגידול המזנכימאלי (תאים המתפתחים לרקמות חיבור, כלי דם וכו') הנפוץ ביותר של מערכת העיכול, מאופיינים במוטציות אונקוגניות בקינאזות טירוזין של KIT או של קולטן אלפא של גורם גדילה שמקורו בטסיות הדם (PDGFRA) (1-3). מאחר שמוטציות אונקוגניות אלה מובילות להפעלה רציפה של הקולטן, ללא קשר לליגנדים, ניתן לטפל בהצלחה בגידולי גיסט בעזרת אימטיניב – מולקולה קטנה מעכבת קינאז (גליבק) (4). על אף שכ- 85% מהמטופלים הסובלים ממחלה מתקדמת או גרורתית מפיקים תועלת מאימטיניב, נדיר להיתקל בתגובות מלאות לתרופה ורוב המטופלים משיגים תגובה חלקית בלבד או מחלה יציבה עם עומס גידול שיורי (5).
לרוב, הצלחת הטיפול בסרטן מתעכבת בשל תופעת "מנוחת" התאים, משום שתאים "נחים" הם עדיין תאים חיים ולכן מהווים מלאי להתפתחות של הסרטן (6-8). היציאה ההפיכה ממחזור חלוקת התא והכניסה לשלב G0 (שלב שבו התאים אינם מתחלקים) הוכחה בעבר כשלב שכולל את מסלול האיתות של הקומפלקס המקדם אנאפאזה (APC)CDH1-SKP2-p27Kip1 (9-13). במסלול זה, ה- APC, יחד עם המפעיל שלו - CDH1, מעודד פולי-יוביקוויטינציה (מנגנון בקרה מרכזי המווסת ביטוי גנים. במרכזו של מסלול ביוכימי זה נמצאים חלבוני ​-E3 יוביקוויטין ליגאזות שמפעילים את התהליך דרך חלבון מטרה ספציפי" [מתוך  http://medicine.biu.ac.il/node/648]) ולאחר מכן ריצוף של SKP2, מרכיב בתשתית של הקומפלקס SCF (SKP1-Cullin-F-box). איבוד של SKP2 מוביל להצטברות של חלבון המטרה שלו, מעכב ה- CDK p27Kip1 ולחיזוק מצב המנוחה. במחקר קודם הצלחנו להוכיח כי תהליך זה פעיל בתאי גיסט המטופלים על-ידי אימטיניב (14). 
קבוצה חשובה נוספת של חלבונים המווסתים באופן שלילי את מחזור התא היא החלבון המדכא סרטן ברטינובלסטומה (pRB) ובני משפחת "חלבוני הכיס" - p107 (RBL1)  ו- p130 (RBL2) (15,16). הוכח כי p130 מצטבר בשלב ה- G0, כאשר הוא מקיים אינטראקציה עם E2F4 כדי לדכא את שעתוק הגן תלוי ה- E2F (17-19). גם רמות החלבון p130 מווּסתות על-ידי SKP2 (20), מה שמדגיש את העובדה ששלב המנוחה כולל מרכיבים של מסלולים מרובים המחוברים בינם לבין עצמם. 
בהמשך לאותה תפיסה, הוכח כי p130/E2F4 הם חלק מתצמיד חלבונים גדול יותר בעל תתי-יחידות מרובות, כתצמיד DREAM הקיים אצל יונקים (21). קומפלקס זה מכיל את DP, RBL2 (p130), E2F4 והומולוגים ביונקים של מוצרי הגנים synMuvB בתולעת C. elegans - LIN9, LIN37, LIN52, LIN53/RBBP4 ו- LIN54 ((21. תצמיד DREAM נוצר בשלב G0 ומדכא גני יעד (target genes) מסוג E2F. התגלה כי אצל בני אדם LIN9, LIN37, LIN52, LIN53/RBBP4 ו- LIN54 יוצרים קומפלקס יציב (ליבה של MuvB) שמתנתק מ- p130 ו- E2F4/DP בפאזת S (סינתזה) ובמקום זאת נקשר ל- B-MYB, כאשר קוראים לו תצמיד MMB (MYBMuvB) (21-23). במחקר שנערך לאחרונה הוכח כי זירחון של אחד ממרכיבי ה- DREAM, LIN52, ב- Ser28 מווסתת את יצירת התצמיד בפאזת G0 (24). הזירחון מתווך על-ידי חברי קבוצת הקינאזות Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase (DYRK), באופן ספציפי DYRK1A ובאופן פוטנציאלי DYRK1B (24). 

במאמר זה אנו מראים שאימטיניב משרה מנוחה של תאי גיסט בגוף החי ובמעבדה, כאשר תהליך זה כולל את התצמיד DREAM כפי שהוכח בייצור המוגבר (Upregulation) של p130, ביצירה המוגברת של תצמיד p130/E2F4/LIN37 ובהגברת הזירחון של תת היחידה של DREAM - LIN52. יש לציין כי גילינו שהפרה של המנוחה על-ידי הורדת ביטוי הגן (knockdown) באמצעות siRNA של LIN52 או הקינאז DYRK1A הגבירה באופן ניכר את מות התאים המתוכנת של תאי הגיסט בהשראת האימטיניב. לכן, התערבות במנוחה המושרית על-ידי DREAM עשויה להגביר את פעילות האנטי-גיסט המושרית על-ידי אימטיניב, מה שמדגיש את הרלוונטיות של תצמיד DREAM כיעד לתרופה חדשנית המחייבת מחקרים פרה-קליניים וקליניים נוספים.

חומרים ושיטות
תרבית תאים, טיפולי מעכבים והחדרות גן (transfection)
תרבית של תא גיסט אנושי GIST882 (מתנה נדיבה מ- Jonathan A. Fletcher, Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medical School, Boston, MA) נגזרה מגיסט גרורתי שלא טופל ונשמר ב- RPMI1640 יחד עם 15% סרום שור עוברי (FBS, Gemini BioProducts, West Sacramento, CA), 1% L-Glutamine, 50 U/ml פניצילין (Cambrex, Walkersville, MD) ו- 50 μg/ml סטרפטומיצין (Cambrex) כמתואר בעבר (25). 
התאים הודגרו (אינקובציה) באימטיניב מזילאט (1 μM ב- DMSO; מעבדות LC Laboratories, Woburn, MA), הרמין (10 μM ב- DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) או טופלו בחיקוי (תאי ביקורת שלא באמת טופלו) של 0.1% DMSO במשך עד 72 שעות או כפי שצוין.
בניסויי RNA קטנים (siRNA) נעשה שימוש בדופלקסים יחידים של RNA כדי להפחית את ביטוי החלבון של איברי קומפלקס ה- DREAM (Qiagen, Valencia, CA) ו- DYRK1A (Dharmacon/Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh PA). בקצרה, נוצר טריפסין בתאי GIST882 ותאי 3 x 106 הודבקו ב- 5 μl מ- 10 μM של דופלקסי RNA אשר אוחו באמצעות מנגנון Nucleofection (Amaxa/Lonza, Walkersville, MD). בניסויי knockdown (הורדה זמנית של ביטוי הגן) כפולים, נעשה שימוש ב- 2.5 μl מ- 20 μM של כל דופלקס RNA שעבר איחוי. לאחר מכן הועברו התאים לצלוחיות בקוטר 35 מ"מ של תרבית רקמה עם 2 מ"ל RPMI1640 ללא אנטיביוטיקה. התאים הודגרו למשך 72 שעות ללא התערבות נוספת לפני המשך העיבוד או הטיפול עם 1 μM אימטיניב של 0.1% DMSO 24 שעות לאחר החדרת הגן, והודגרו למשך 48 שעות נוספות (סה"כ 72 שעות). יעילות ה- Knockdown נבדקה על-ידי תספיג חיסוני או qRT-PCR (עבור LIN54 בלבד).

שיטות אימונולוגיות וצביעת תאים
ליזאטים (תוכן תאים שהממברנות שלהם פורקו) חלבוניים של תאים הגדלים כשכבה יחידה הוכנו על-ידי גירוד תאים לבופר פירוק (Lysis buffer) (1% NP-40, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM sodium fluoride, 30 mM sodium pyrophosphate, 2 mM sodium molybdate, 5 mM EDTA, 2 mM sodium orthovanadate) המכיל מעכבי פרוטאז (10 μg/ml aprotinin, 10 μg/ml leupeptin, 1 μM phenylmethylsulfonyl fluoride). ליזאטים הודגרו בטלטול במשך 1 שעה, בטמפרטורה של 4°C ולאחר מכן הופרדו בתהליך צנטריפוגאלי במשך 30 דקות, ב- 14,000 סל"ד ב- 4°C. ריכוזי החלבון נקבעו במאמר Bradford (Biorad, Hercules, CA). 30 μg של חלבון הועמסו בג'ל 4-12% Bis-Tris (Invitrogen, Carlsbad, CA) והוספגו ברקמת ניטרוצלולוזה. ניסויי קו-אימונופרסיפיטציה (שיטה להשקעת תצמידי נוגדן) בוצעו על-ידי מגיבים מסוג TrueBlot® IP/Western (Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, PA) בהתאם להוראות היצרן.
בניתוח אימונו-פלואורסנציה (בחינת דוגמית רקמה תחת מיקרוסקופ אלקטרוני ואיתור פלורסצנטי של אנטיגנים ונוגדנים), תאים שגודלו על זכוכיות כיסוי נשטפו קצרות ב- PBS וקובעו ב- 4% של Paraformaldehyde ב- PBS למשך 15 דקות בטמפרטורת החדר. לאחר מכן נשטפו התאים ב- PBS וחוררו עם 1% Triton-X 100 ב- PBS למשך 15 דקות בטמפרטורת החדר, נשטפו שוב ב- PBS ונחסמו עם 10% סרום של חמור (NDS)  (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) למשך 15 דקות בטמפרטורת החדר. לאחר מכן הודגרו התאים עם נוגדנים ראשיים למשך כל הלילה ב- 4°C בתא לח, ולמשך 3 שעות נוספות ב- 37°C בבוקר שלאחר מכן. לאחר שטיפה קצרה ב- PBS, התאים הודגרו עם נוגדנים משניים מסוג FITC-anti-mouse (Jackson Immunoresearch) למשך שעתיים לפחות, ב- 37°C, נשטפו ב- PBS ונצבעו צביעה נגדית ב- DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA). התאים נותחו באמצעות מיקרוסקופ אפי-פלורוסנטי מסוג Olympus AX70 המצויד במצלמה דיגיטלית SpotRT. צביעה מיקרוסקופית אימונו-פלורוסנטית של חלקים שמורים בפרפין בוצעה כמתואר בעבר (26). בקצרה, הזכוכיות הנושאות עברו דה-פרפיניזציה בקסילן ועברו רה-הידרציה בריכוזי אתנול עולים. לאחר קרינה בגלים אלקטרומגנטיים בבופר ציטרט 0.01 M (pH 6.0) למשך 10 דקות, הזכוכיות נשטפו ב- dH2O וב- PBS לפני המשך הצביעה כמתואר לעיל.

הנוגדנים הראשיים ששימשו לתספיג החיסוני ולאימונו-פלואורסנציה היו actin (Sigma, St. Louis, MO), BrdU (Roche Applied Science, Indianapolis, IN), cleaved caspase 3 (Cell Signaling, Beverly, MA), cyclin A (Novocastra, New Castle upon Tyne, United Kingdom), DYRK1A, E2F4 (Santa Cruz, Santa Cruz, CA), pKIT Y719 (Cell Signaling, Beverly, MA), KIT (DakoCytomation, Carpinteria, CA), LIN9, LIN37, LIN52, pLIN52 S28 ו- LIN54 (כולם לקוחים מ- Litovchick et al, 2007 או Litovchick et al, 2011), p27Kip1 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA), p27Kip1 (Invitrogen/Zymed Laboratories, South San Francisco, CA), p130 (RBL2, Santa Cruz), PARP ו- SKP2 (Invitrogen/Zymed Laboratories).
הניסוי של BrdU

כדי לגלות את קטע התא החודר, תאי GIST882 הודגרו באמצעי תיוג BrdU (Roche Applied Science) למשך שעתיים. התאים נשטפו ב- PBS וקובעו במתנול קר כקרח למשך 10 דקות. לאחר שטיפה נוספת ב- PBS, הדנ"א הותך על-ידי הדגרה ב- 2 N HCl למשך 1 שעה, ב- 37C. ה- HCl נוטרל על-יד השקעה ב- 0.1 M בופר בוראט, pH 8.5, לפני ההדגרה עם נוגדן חד-שבטי ממקור עכברי, אנטי-BrdU (Roche) למשך הלילה ב- 4C בתא לח. הזיהוי והניתוח בוצעו כמתואר בעבר  (14).
פעילות SA-beta-gal

פעילות Senescence-associated beta-galactosidase (סמן ביולוגי נפוץ להזדקנות תאים) נבדקה באמצעות ערכת הצביעה מסוג Senescence β-Galactosidase (איתות תאים) בהתאם להוראות היצרן.
(RT)-PCR (ד.כ. - טכניקה המשמשת בביולוגיה מולקולרית להגברת רצפי RNA למעקב כמותי)
במעקב RT-PCR כמותי בזמן אמת (qRT-PCR), הוחדר לתאים גן עם הדופלקסים siRNA או siRNA שמתמקדים ב- LIN54, ו- RNA חולץ באמצעות RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) בהתאם לפרוטוקול היצרן. RNA טופל באמצעות האנזים DNase I (Fermentas, St. Leon Rot, Germany) כדי להסיר את כל השרידים המזהמים של דנ"א גנומי ו- cDNA שועתק על-ידי RT-PCR באמצעות פריימרים רנדומאליים ו- Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). ה- cDNA LIN54 ו- (-actin תוגבר על-ידי פריימרים ספציפיים ל- mRNA/cDNA, בעלי חפיפת אקסונים, ל- LIN54 (forward: 5’-ATTGCTAAGAAGCCTCGAACG-3’, reverse: 5’-TGGTGAAACTTGAGTTGTCTGTC-3’; IDT, Leuven, Belgium) ול- (-actin (forward: 5’-CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC-3’, reverse: 5’-AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC-3’) ונמדד באמצעות SsoFast EvaGreen Kit (Bio-Rad). תנאי המחזור היו 95ºC (30 שניות, הפעלה), 95ºC (5 שניות, דה-נטורציה (התכה), 55ºC (10 שניות, איחוי/הארכה) במשך 40 מחזורים במערכת Bio-Rad CFX96 Real-Time System הפועלת בפלטפורמה של C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). (-Actin הוא הגן המשמש כנקודת הייחוס לצורך כימות יחסי.

ניתוח מחזור התא
ניתוח מחזור התא בוצע על-ידי מדידת כמות הדנ"א הצבוע ב- Propidium iodide (PI) בתאים שעברו קיבוע באתנול. בקצרה, התאים נאספו על-ידי טריפסיניזציה, נשטפו פעמיים עם PBS שקורר קודם לכן (1% FBS), וקובעו ב- 70% אתנול קר כקרח. לאחר שלב הקיבוע, התאים נשטפו ב- PBS/1% FBS, הורחפו מחדש ב- Propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich)/ בתמיסה לצביעת RNase (50 μg/ml PI, 10 mM Tris pH 7.5, 5 mM MgCl2, 10 μg/ml RNase) והודגרו ב- 37°C בחושך במשך 30 דקות. הניתוח בוצע במכון לחקר הסרטן באוניברסיטת פיטסבורג, במתקן לביצוע ציטומטריה של זרימה (Flow Cytometry Core Facility) באמצעות Gallios Flow Cytometer (Beckman Coulter) והתוכנה Kaluza 5.
מודלים קסנוגרפטיים (שתלים ממין אחר) של גיסט
במודלים קסנוגרפטיים של עכבר, תאי GIST882 (הנושאים מוטציית KIT p.K642E [אקסון 13]) או גידולים שמקורם בביופסיות של שני מטופלים (הנושאים מוטציות KIT p.V650D [אקסון 11] או KIT p.A502_Y503dup [אקסון 9], בהתאמה) הושתלו בצידי הגוף (אזור המותן) של 2 עכברים כמתואר בעבר (27). קסנוגרפטים מסוג Second passage נוצרו על-ידי לקיחת קסנוגרפטים קיימים והשתלתם בצידי הגוף של קבוצה שנייה של עכברים. כאשר הגידולים הגיעו לקוטר של 1 ס"מ, העכברים טופלו בפלצבו או באימטיניב (100 mg/kg, דרך הפה, על בסיס יומי) במשך 12 יום. היקף הגידול, המשקל והבריאות הכללית של העכברים תועדו כמתואר בעבר (27). לאחר שהעכברים הוקרבו, הגידולים הוסרו והוכנו לצורך בדיקה היסטופתולוגית. הניסוי בבע"ח אושר על-ידי ועדת האתיקה Ethics Committee of KU Leuven (לוון, בלגיה).
תוצאות
אימטיניב משרה "מנוחה" של תאי גיסט בגוף החי ובתנאי מעבדה
כדי לנתח את "מנוחת התאים" שנגרמת בהשראת האימטיניב בגוף החי, נותחו כמה מודלים קסנוגרפטיים של גיסט שנלקחו מתרביות תאים וממטופלים (איור 1) (27). העכברים טופלו בפלצבו או באימטיניב ורקמות הגידול נצבעו לאיתור סמן המנוחה p27Kip1. הטיפול באימטיניב הוביל לגידול ניכר של תאי גידול שהופיעה בהם צביעת p27Kip1 בגרעין בקסנוגרפטים של GIST882 (איור 1A) ובקסנוגרפטים שנלקחו ממטופלים שנשאו מוטציית אקסון 11 של KIT (איור 1B), מה שמוכיח את היכולת של אימטיניב לעודד "מנוחה" בתאי גיסט בגוף החי. קסנוגרפט שנגזר מגידול עם מוטציה באקסון 9 של KIT הראה גידול מינימלי בלבד בצביעת p27Kip1 בגרעין. הסיבה לכך לא היתה ההבדלים בביטוי של רגולטור SKP2 במעלה הזרם (המשך, איור 1), מה שמעיד על כך שרמות הבסיס של SKP2 אינן קובעות את רמות ה- p27Kip1 לאחר טיפול באימטיניב. ראוי לציין כי נהוג לייחס מוטציות אקסון 9 של KIT לרגישות מופחתת לאימטיניב בקרב מטופלי גיסט (28) אך כעת אין מודלים זמינים של תרביות גיסט כדי לנתח את המנגנונים המולקולאריים המדויקים האחראים לכך.

מאפיין מרכזי של "מנוחת התאים" הוא העובדה שמדובר בתופעה הפיכה. להבדיל מהזדקנות תאית, שברובה הנה בלתי הפיכה (29). כדי לחזק עוד יותר את העובדה שטיפולי אימטיניב מובילים למנוחה ולא להזדקנות בתאי גיסט, תאי GIST882 טופלו באימטיניב במשך 72 שעות (שלושה ימים), ולאחר מכן האמצעי שהכיל את התרופה הוסר והתאים גודלו בתרבית ללא תרופה לפרק זמן של עד 11 ימים. אחוז התאים בפאזת-S (סינתזה) נמדד בשיטת BrdU ונמצא כי הוא פחת באופן משמעותי במהלך הטיפול באימטיניב (מ- 26.9% ל- 1.3%; איור 1C) עם תת סידרה של תאים שגילו סימנים מורפולוגיים של מוות תאים (המשך, איור 2). עם זאת, חמישה ימים לאחר שטיפת התרופה, נצפה גידול משמעותי בתאים בפאזת S, וההתרבות (פרוליפרציה) התאית חזרה לרמה שהיתה בה טרום הטיפול, כ- 7-9 ימים לאחר הסרת האימטיניב (איור 1C).
ממצאים אלה אומתו על-ידי ניתוחי תספיגי חלבון (איור 2A) שהראו כי עיכוב הפוספורילציה של KIT על-ידי אימטיניב הוא לגמרי הפיך לאחר שטיפת האימטיניב. ההפעלה מחדש של KIT יוחסה לכניסה מחדש למחזור התא (כפי שנמדד ברמות הביטוי של SKP2, p27Kip1 ו- cyclin A) ביום ה- 5 לאחר הסרת התרופה. תוצאות אלה מאשרות את הממצאים הקליניים לפיהם גידולי גיסט גרורתיים או בלתי נתיחים מחדשים את הצמיחה כאשר מפסיקים את הטיפול באימטיניב (30).
אותו מחקר (30) דיווח כי גידולי גיסט, שמתפתחים לאחר הפסקת הטיפול באימטיניב, לרוב שומרים על התגובה שלהם לאימטיניב בטיפולים נוספים. כדי לשחזר ממצאים אלה במעבדה ולבדוק אם קיימים הבדלים ניתנים לזיהוי בין תאים שלא נחשפו לאימטיניב ובין תאים שטופלו בעבר באימטיניב, חשפנו מחדש את תאי הגיסט שסיימו מחזור אחד של הסרת האימטיניב בשטיפה (כלומר, 11 יום לאחר הסרת התרופה) לאימטיניב, בהשוואה לתאי גיסט שלא נחשפו לאימטיניב. כמתואר באיור 2B, למנוחה שהישרה האימטיניב בעבר לא היתה השפעה על עיכוב הפוספורילציה של KIT, לגרימת מוות תאים או לעצירה של מחזור התא כאשר התאים נחשפו מחדש לתרופה. למעשה, התגלה פס ניכר יותר של ביקוע PARP שכפי הנראה משקף סינכרוניזציה של התא. תוצאות אלה מוכיחות, בתנאי מעבדה (in vitro), שתאי גיסט שטופלו בעבר שומרים על התגובה שלהם לפעילויות אנטי-ניאופלסטיות של אימטיניב כפי שתואר בדוחות קליניים קודמים.  
התוצאות שצוינו לעיל מעידות על כך שתאי גיסט עוברים מוות תאים או נכנסים לשלב מנוחה אחרי טיפול באימטיניב, ויתרה מכך, כאשר אימטיניב אינו מוביל לפנוטיפ של הזדקנות, כלומר יציאה לצמיתות ממחזור התא. כדי לאושש תפיסה זו, צבענו תאי GIST882 שטופלו באימטיניב לאיתור פעילות הבטא-גלקטוזידאז (Beta-gal) שקשור להזדקנות התא (SA) (המשך, איור 3A). התגלתה רמה בסיסית נמוכה (<5%) של תאים רב גרעיניים בעלי נוכחות של האנזים Beta-gal הקשור ל- SA, אך לא התגלה שינוי באחוז התאים בעלי נוכחות Beta-gal הקשור ל- SA בהשוואה בין תאים שטופלו באימטיניב ותאים שטופלו במסגרת הביקורת. יתרה מכך, צביעה מיקרוסקופית של אימונו-פלואורסנציה של הסמן הקשור למנוחה, p16INK4A  (CDKN2A), של אוכלוסיות תאי GIST882 שטופלו באימטיניב לא גילתה שינויים ברמות הכוללות של החלבון (המשך, איור 3B). יחד, תוצאות אלה מעידות על כך שאכן, רוב תאי הגיסט, אם לא כולם, עוברים מוות תאים או מנוחה בעת הטיפול באימטיניב, ושהתרופה אימטיניב אינה מתווכת פנוטיפ של מנוחה בתאים אלה.
התצמיד  DREAM מעורב במנוחה שנגרמת בהשראת האימטיניב
התצמיד DREAM מרובה החלבונים זוהה לאחרונה כאחד הרגולטורים המרכזיים של מנוחת תאים בנוסף למסלול האיתות APCCDH1-SKP1- p27Kip1 (21). לכן בדקנו אם המנוחה הנגרמת בהשראת אימטיניב בתאי גיסט כוללת מנגנונים שמתווך התצמיד DREAM. כדי לבדוק היפותזה זו, התמקדנו בתחילה באיברי הליבה של התצמיד DREAM p130 (RBL2)  ובהומולוג MuvB ביונקים LIN37. כצפוי, אימטיניב הישרה גידול תלוי-זמן של ביטוי החלבון p130 (איור 3A), מה שמעיד על "מנוחת" תאים. ובניגוד לכך, הביטוי של p130 פחת כאשר האימטיניב הוסר, מה שמעיד על יציאה משלב ה"מנוחה" וכניסה מחדש למחזור התא (איור 3B). בו-זמנית, רמות ה- LIN37 נותרו בד"כ ללא שינוי, מה שתואם לדיווח קודם (22). תוצאות אלה חוזקו על-ידי ניתוחים מיקרוסקופיים אימונו-פלואורצנטים שהראו צביעה מוגברת באופן משמעותי של הגרעין ב- p130 לאחר טיפול באימטיניב מ- 13.2% ל- 49.2% (p<0.0015, מבחן t-test של סטודנט בדגימות בלתי-תלויות, איור 3C), בתיאום עם מה שדווח בעבר בנוגע לתאים "שקטים" (31).

לאחר מכן ניסינו לבדוק ישירות את הרכבת הקומפלקס DREAM המושרה על-ידי האימטיניב. ניסויי Co-immunoprecipitation (ד.כ. - שיטה לבדיקת אינטראקציות בין חלבונים) אישרו יצירה מוגברת של קומפלקס בין p130, E2F4 ו- LIN37 אחרי טיפול בתאי גיסט על-ידי אימטיניב (איור 3D). יחד, תוצאות אלה מספקות הוכחה מצוינת לתפקיד הקריטי של קומפלקס DREAM בהשראת ה"מנוחה" בתאי גיסט שטופלו על-ידי אימטיניב.

תצמיד DREAM הוא וסת (אחראי על הסדרה ומניעת פעילות יתר של אנזימים) של התגובה התאית לאימטיניב והוא יעד טיפולי פוטנציאלי 

לאחר שהוכחנו כי התצמיד DREAM מעורב בהשראה (התהליך שבו קבוצת תאים אחת מכוונת את ההתפתחות של קבוצת תאים שכנה) של "מנוחת תאים" המושרית על-ידי אימטיניב, רצינו לבדוק אם ניתן לנצל הפרעה של פעולה זו מבחינה טיפולית. 
Knock-down של יחידות משנה בודדות של קומפלקס  DREAM (p130, E2F4, LIN9, LIN37 או LIN54) לא הוביל לתמותה מוגברת באופן ניכר של תאי גיסט המושרים על-ידי אימטיניב (המשך, איור 4A), מה שמעיד על יתירות מסוימת של רכיבי תצמיד ה- DREAM כפי שהוצע בעבר (21). 
עם זאת, Knock-down משולב של E2F4 ו- LIN54, הצליח להגביר את המוות תאים של תאי הגיסט מ- 36.6% בתאי ביקורת שהוחדר להם siRNA ואשר טופלו באימטיניב, ל- 53.1% בתאים שהוחדר להם E2F4/LIN54 siRNA ואשר טופלו באימטיניב (p<0.001; המשך, איור 4B). Knock-down של E2F4/LIN54 הוביל לסינתזה מוגברת של DNA בהשוואה לתאי ביקורת שהוחדר להם siRNA כפי שנמדד בשיטת BrdU incorporation (30.0% לעומת 21.0% תאים חיוביים ל- BrdU, בהתאמה), מה שמעיד על כך שעיכוב יצירה יעילה של תצמיד DREAM הוביל לפרוליפרציה (התרבות) מוגברת ביחס לנקודת הייחוס בתאי גיסט (p<0.001; המשך, איור 4C). 
בעבר דווח כי זירחון של רכיב LIN52 של תצמיד DREAM בסרין 28 על-ידי קינאז החלבון DYRK1A נוטל חלק חשוב בהרכבה ובפעילות של תצמיד DREAM (24). לכן בדקנו אם תהליך זה נוטל חלק גם במנוחת תאי גיסט הנגרמת בהשראת אימטיניב. רמות ה- LIN52-S28 למעשה גדלו בתאי גיסט שטופלו באימטיניב, כפי שהופיע בתספיג האימונולוגי (איור 4A) בעוד רמות הביטוי הבסיסיות של DYRK1A ושל LIN52 נותרו ללא שינוי, מה שתואם לדיווח הקודם (24). פוספורילציה של LIN52, וכתוצאה מכך יצירה של קומפלקס DREAM, היו הפיכים מאחר שלא ניתן היה לזהות ביטוי של LIN52-S28 לאחר הסרת האימטיניב (איור 4B). לאחר מכן ניתחנו תאי GIST882 שבהם התמעטו/ הידלדלו (depleted) ה- LIN52 או DYRK1A על-ידי siRNA (איור 4C). ציטומטריה של זרימה גילתה עצירה של מחזור התא ב- G2/M בתאי גיסט מעוטי LIN52 (איור 4D). עם זאת, כאשר תאים מעוטי LIN52 טופלו באימטיניב, גילינו גידול מובהק של מוות תאים מבחינה סטטיסטית, בשיעור של פי 19.5, מ- 2.64% בתאים שטופלו ב- DMSO ומעוטי LIN52, ל- 37.51% בתאי גיסט שטופלו באימטיניב ומעוטי LIN52 (איור 4D,E; p<0.0001).
לאחר מכן בדקנו אם שיבוש ה- DYRK1A יכול גם לווסת מוות תאים של תאי גיסט בתגובה לאימטיניב. מאחר ש- DYRK1A הוא פרוטאין קינאז, ניתן לעכב את הפעילות שלו עם חומרים פרמקולוגיים כגון Harmine (הרמין). הרמין הוא אלקלואיד מסוג Betacarboline alkaloid הנקשר לאזור הקושר ATP של DYRK1A (32). טיפלנו בתאי GIST882 עם הרמין וגילינו מוות מוגבר של תאים בשילוב עם אימטיניב בהשוואה לאימטיניב כחומר יחיד (איור 5A, B). הביטול של פאזת המנוחה בהשראת אימטיניב על-ידי הרמין בא לידי ביטוי על-ידי הפחתה של רמות ביטוי החלבון p130 (איור 5A). לאחר מכן השתמשנו ב- siRNA כדי להוריד את ביטוי ה- DYRK1A וגילינו השראה של מוות תאים בתאי גיסט מעוטי DYRK1A (איור 5C). כאשר תאים מעוטי DYRK1A טופלו באימטיניב, התגלה גידול מובהק סטטיסטית של מוות תאים, בשיעור של פי 24 (איור 5C,D; *, p<0.0001). יחד, תוצאות אלה מראות שביטול רכיבי הקומפלקס DREAM יכול להגדיל באופן מובהק את התגובה האפופטוטית של תאי גיסט לאימטיניב.
דיון
ניתן לטפל בהצלחה בגידולי גיסט באימטיניב, אך מקרים של רמיסיה (הפוגה) מלאה הם נדירים ולרוב, בקרב מטופלים בעלי גידולים מתקדמים או גרורתיים, מושגת רק התייצבות של המחלה או רמיסיה חלקית. הוכח כי גוש הגידול שנותר מכיל תאי גיסט חיים גם בזמן התגובה לאימטיניב וכי תאים אלה מתרבים מחדש כאשר הטיפול באימטיניב מופסק (14,30,33). 

במאמר נוכחי זה, אנו מאוששים את הטענה שאימטיניב משרה מנוחה של תאי גיסט לא רק במעבדה (in vitro) אלא גם בגוף החי (in vivo) באמצעות קסנוגרפים של עכבר שנלקחו מתרבית תא וממטופלים. בדומה לממצאים קליניים, גילינו שהסרה של התרופה מובילה להפעלה מחדש של ההתרבות התאית, אך אינה משפיעה על הרגישות של תאי גיסט כאשר "מעמתים" אותם מחדש עם אימטיניב. הוכחנו בעבר שמנוחה תאית מושרית אימטיניב כוללת את המסלול APCCDH1-SKP2-p27Kip1 (14). כאן אנו מספקים הוכחה לנתיב שני התורם באופן קריטי למנוחה מושרית-אימטיניב בתאי גיסט, הכוללת את התצמיד DREAM. תצמיד זה, מרובה תתי-יחידות, מכיל את החלבון הקשור ל- pRB p130, E2F4, LIN9, LIN37, LIN52, LIN53/RBBP4 ו- LIN54 (21,22). יצירה של תצמיד DREAM מתרחשת בשלב G0 ("מנוחה" של תאים) כדי לדכא את גני היעד E2F בתהליך שכולל פוספורילציה של הרכיב של DREAM, LIN52, ב- Ser28 על-ידי הפרוטאין קינאז DYRK1A. התוצאות שלנו מקבילות באופן מלא למודל זה מאחר שאנו מראים ביטוי מוגבר של p130 וטרנסלוקציה (נדידה) גרעינית מוגברת של p130, יצירה של תצמיד p130/E2F4/LIN37 ופוספורילציה מוגברת של LIN52-S28 בתאי גיסט שטופלו באימטיניב. ראוי לציין כי SKP2 מספק קשר בין שני מסלולי האיתות הקשורים למנוחה מאחר שהוא גם מווסת את רמות ה- p130 (20).
אחד הממצאים העיקריים של המחקר הנוכחי הוא שביטול המנוחה על-ידי siRNA או חומר פרמקולוגי המעכב פעילות קינאז של DYRK1A יכול להגביר באופן ניכר את מוות התאים של תאי הגיסט בהשראת האימטיניב. על אף שהמנגנון המדויק מחייב בדיקה נוספת, במודל הפשטני ביותר, תאי גיסט שמונעים מהם להיכנס למצב של מנוחה עוברים כעת מוות תאים כאשר הם נחשפים לאימטיניב. בעבר הוכחנו שתמותה של תאים בהשראת אימטיניב כוללת ייצור מוגבר של המשתנה העיקרי של היסטון H2AX, בליווי דחיסה של כרומטין וחסימת תעתוק (25). על אף שה- H2AX mRNA עובר סינתזה בכל השלבים של מחזור חלוקת התא (34), יותר מ- 90% מהסינתזה הכוללת של היסטון מתרחשת בפאזת S (35). סביר שתאים שאינם יכולים להיכנס לשלב מנוחה, וממשיכים להתרבות, רגישים יותר לוויסות עולה של H2AX בהשראת אימטיניב, וכתוצאה מכך למוות של תאים, מאשר תאים אשר יצאו ממחזור התא והנם בעלי ביטוי מופחת, אם בכלל, של H2AX.
יש עדיין מקום לחקור את המנגנון המדויק של המנוחה בהשראת אימטיניב, כולל ייצור מוגבר של p130 וזירחון מוגבר של LIN52 המוביל להפעלה של תצמיד DREAM. בעוד האירוע הראשון עשוי להיות קשור לביטוי מופחת של SKP2 הגורם להצטברות של p130, לא סביר שהפעילות של DYRK1A מווסתת באופן אקוטי ברמת ביטוי הגן או עודף החלבונים, מאחר שהרמות שלו לא השתנו לאחר הטיפול באימטיניב או במהלך מחזור התא (24). להבדיל, סימולציה של DYRK1A כפי הנראה כוללת פעילות דרך מודולציה של לולאות משוב, כגון פעילות LATS2 (36) או אינטראקציה עם SPRED1 (37) או 14-3-3 (38). אפשרויות אלה מחייבות בדיקה מעמיקה יותר.
העובדה שיצירת התצמיד DREAM מווסת על-ידי זירחון של תת היחידה שלו LIN52 מציגה חלון הזדמנויות להתערבויות טיפוליות. האלקלואיד הצמחי הרמין, שנעשה בו שימוש במחקר הנוכחי, מציג סגוליות (גם "ספציפיות" - פרופורציית האנשים הבריאים שיצאו שליליים בבדיקה) עבור DYRK1A (39), אך למרבה הצער, אפקט העיכוב החזק של מונואמין אוקסידאז והמאפיינים ההזייתיים שלו מגבילים את השימוש בקרב מטופלים (40). מעכב סינתטי של DYRK1A שתואר לאחרונה, INDY, התגלה כפעיל בכמה מודלים של in vitro ו- in vivo וייתכן שהוא מראה פרופיל רעילות משופר (41). חיזוק נוסף לתפיסה של עיכוב מנוחת תאים כאסטרטגיה לטיפול בסרטן נובע ממחקר שנערך בעבר בנושא סרטן השחלות (42). דוח זה התמקד בחבר ממשפחת ה- DYRK1A, DYRK1B, בעל ביטוי יתר בתאי קרצינומה של השחלות, שהוכח כי הוא גם יכול לזרחן את LIN52 (24). עיכוב של DYRK1B על-ידי RO5454948, תרכובת שמעכבת גם היא את DYRK1A, הוביל להימנעות ממנוחה ולתגובה אפופטוטית מוגברת (42). חשוב מכך, טיפול עם RO5454948 לא השפיע על החיוּת של התאים האפיתליים הבריאים בשחלה.

התוצאות המוצגות כאן מחזקות עוד יותר את התפיסה שהשראת מנוחה בתאי גידול יכולה להשפיע באופן שלילי על טיפולים אנטי-ניאופלסטיים. מדהים שאימטיניב עצמו מסוגל להשרות מנוחה בקבוצת משנה של תאי גיסט, וכך להגביל באופן פנימי את האפקטיביות שלו עצמו. הממצאים שלנו, אם כך, מדגישים את הצורך לנצל גישות ממיתות סינתטיות כגון עיכוב KIT ו- DYRK1A, כמוצג כאן, כדי להגביר את היעילות נגד הגידול. 

אחת השאלות העיקריות שנותרו פתוחות היא מה קובע אם תאי גיסט יעברו מוות תאים או מנוחה בעת הטיפול באימטיניב. ייתכן שהשלב שבו נמצא מחזור התא בזמן הטיפול הנו חשוב, אך מנגנונים אחרים שיכולים לווסת את המעבר בין מוות תאי ובין הישרדות, ראויים למחקר נוסף. ייתכן שניתוחי גנום מלא או טרנסקריפטום יאפשרו ריבוד של תאי גיסט כבעלי נטייה למוות תאים או מנוחה. כמו כן, רצוי לקבוע אם גני היעד (target genes) של E2F4, איבוד רכיבים מולקולאריים של הקומפלקס DREAM או חברים במסלול האיתות APCCDH1/SKP2/p27Kip1 נוטלים בכך חלק. עד כה, כרייה של מסדי נתונים זמינים לא הניבה תובנות לגבי השאלות הפתוחות הללו, המחייבות בדיקה נוספת.
יחד, אנו מראים כאן ש,תצמיד DREAM הוא מתווך קריטי של מנוחת תאי גיסט בהשראת אימטיניב, וכי ביטול פאזת המנוחה מגביר את הפעילות הפרו-אפופטוטית של אימטיניב. לכן, הקומפלקס DREAM מבטיח יעד טיפולי להפיכת הטיפול באימטיניב לאפקטיבי יותר, כאשר היעד הוא תגובות מלאות יותר בקרב מטופלים.

תרומות של מחברים
קונספציה ועיצוב: A. Duensing

פיתוח מתודולוגיה: S. Boichuk, J.A. Parry, K.R. Makielski, L. Litovchick, J.A.

DeCaprio, A. Duensing

השגת נתונים (סיפקו בע"ח, השיגו וניהלו מטופלים, סיפקו מתקנים וכדומה): S. Boichuk, J.A. Parry, J.P. Zewe, L. Litovchick, J.L. Baron, A. Wozniak K.R. Mehalek, N. Korzeniewski, D.S. Seneviratne, P. Schöffski, M. Debiec-Rychter, J.A. DeCaprio, A. Duensing

ניתוח ופירוש נתונים (לדוגמה, ניתוח סטטיסטי, ביו-סטטיסטיקה, ניתוחי מחשב):S. Boichuk, J.A. Parry, K.R. Makielski, K.R. Mehalek, J.L. Baron 
כתיבה, סקירה ו/או תיקון של המאמר: S. Boichuk, A. Duensing 
תמיכה ניהולית, טכנית או חומרית (לדוגמה, דיווח או ארגון נתונים, בנייה  של מסדי נתונים):K.R. Makielski, A. Wozniak, K.R. Mehalek, A. Duensing 
פיקוח על המחקר: A. Duensing

הכרות תודה
המחברים רוצים להודות ל- Jonathan A. Fletcher ול- Lindsay Dresang על שיתוף החומרים החשובים, וכן ל- Stefan Duensing עבור הקריאה הביקורתית של הכתב ודיונים רבי-ערך.

תמיכת מלגות:
This work was supported by a Research Scholar Grant from the American

Cancer Society (RSG-08-092-01-CCG; to A.D), the GIST Cancer Research Fund (to

A.D.), The Life Raft Group (to A.D. and M.D.R.) and a number of private donations (to

A.D.). University of Pittsburgh Cancer Institute (UPCI) shared resources that are

supported in part by award P30CA047904 were used for this project. A.D. is supported

by the UPCI and in part by a grant from the Pennsylvania Department of Health. The

Department specifically disclaims responsibility for any analyses, interpretations or

conclusions.

11

