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Ustav hematologie a krevni transfuze: Oddéleni proteomiky

Analyza mechanismu pusobeni epigenetickych 1é€iv na proteiny spojené s apoptézou

Standardni [é¢ba akutni myeloidni leukémie (AML) vysokymi davkami cytarabinu
v kombinaci s anthracykliny neni dostate¢né ucinna pro vSechny typy onemocnéni, zvlasté
pro typy AML s nepfiznivou prognézou. Hledani novych pfistupl k Ié€bé zahrnuje kromé
jiného moznost pouziti epigenetickych IéCiv, ktera pasobi zmény metylaéniho a acetylaéniho
profilu nukleovych kyselin a proteinti. Na naSem oddéleni se vénujeme studiu mechanismu
pusobeni jak standardnich chemoterapeutik jako je cytarabin (ara-C), actinomycin D nebo
kyselina all-trans retinova (ATRA), tak i epigenetickych I[éCiv, zejména inhibitoru
metyltransferaz  5-aza-2'-deoxycytidine (decitabine, DAC) a inhibitoru histonovych
deacetylaz, suberoylanilid kyseliny hydroxamové (SAHA, Vorinostat).

Ve vétsiné nadord je vlivem mutaci a dalSich faktord deregulovana programovana
buné&&na smrt (apoptoza). Uginkem chemoterapie dochazi k obnoveni procesu apoptozy a
nasledné zaniku nadorovych bunék. Do jisté miry jsou postizeny i normalni buriky. Je tedy
Zadouci kombinovat léCiva tak, aby sloZzenim jejich UCinkd byly maximalné zasaZeny
bunky normalni. Na$§ vyzkum je soustfedén na studium proteind Uzce souvisejicich
s apoptézou, zejména tumor supresoru p53, proapoptotickych i antiapoptotickych proteinu
rodiny Bcl-2 a skupiny inhibitord apoptézy (IAP).

V poslednich letech jsme publikovali nékolik praci zabyvajicich se u¢inkem decitabinu
a SAHA, pfipadné jejich kombinace s ATRA, na prubéh apoptdzy v burikach leukemickych
linii @ v normalnich mononuklearnich burik&ch. V publikacich jsou prezentovana nasledujici
Zjisténi:

1) Vysoka koncentrace decitabinu (8uM) zpusobuje apoptézu zavislou na stabilizaci
nadorového supresoru p53 v bunkach leukemické linie CML-T1, ale i v normalnich
mononuklearnich burikach. Mira apoptézy je dale zvySena soucasnym uc€inkem vysoké
koncentrace SAHA (4uM) [1] a k zaniku bunék pfispiva rovnéz tvorba kyslikovych radikall
(ROS) vyvolana kombinaci decitabinu a SAHA [2].

2) Kombinace nizkych koncentraci decitabinu (1puM) a SAHA (1uM), které nezpusobuji
podstatné zmény v normalnich mononuklearnich burikach:

- spousti v bunkach linie CML-T1 p53-dependentni apoptézu

- v p53-deficientnich burikach (linie HL-60 odvozena od AML) indukuje apoptézu tvorbou
kyslikovych radikald (ROS), mirné snizenou expresi antiapoptotického proteinu Bcl-2 a
aktivaci proteinu BAX [3].

3) K mechanismu plsobeni decitabinu v bunkach nesoucich mutaci v p53 pfispiva zastava
bunécné proliferace v disledku neupiné lokalizace Survivinu (obr. 1) v centromerach v
prabéhu mitdzy. Survivin je protein z rodiny inhibitord apoptézy a jednou z jeho funkci je
rovnéz kontrola bunécné proliferace diky regulaci vazby vlaken mitotického vieténka do
kinetochor. Chybna lokalizace je tedy ndznakem toho, Ze obé tyto role spolu souviseji a
apoptéoza mize byt v tomto pfipadé diasledkem chybné regulace bunécného cyklu.
V kombinaci se SAHA a ATRA je v p53-deficientnich burfkach dale zvy3ena tvorba
kyslikovych radikalt a podstatné snizena exprese Bcl-2 [4], coz pfispiva k posileni procesu
apoptoézy.



Obr. 1: Distribuce Survivinu
(AlexaFluor488, zelend) v mitoticke fazi

v normanich burikach linie HL-60 (a) a

v burikdch oSetfenych 14M decitabinem
(b). Kondenzované chromozomy jsou
oznaceny barvivem Hoechst 33342
(modra), které vstupuje do dvoufetézcové
DNA.

Studium vlivu cytarabinu (Ara-C) v nizkych koncentracich (50 nM) na leukemické
bunécné linie potvrdilo, Ze cytarabine v jednotlivé davce zpUsobi zastavu buné&ného cyklu
v S-fazi, kterd je po cca 12 hodinach plsobeni pfekonana a nema témér Zadny vliv na
viabilitu bunék. Zatimco u bunék linie CML-T1 pro spusténi procesu apoptdzy postaci
zvysSeni koncentrace cytarabinu, bufiky linie HL60 je nutno oSetfit cytarabinem opakované a
vyznamného podilu apoptotickych bunék je dosazeno pfidanim decitabinu k druhé davce
cytarabinu, tedy v Case, kdy se vétSina bunék nachazi v pozdni S-fazi buné&ného cyklu. |
vtomto procesu pravdépodobné vyznamnou ulohu hraje tvorba kyslikovych radikald,
dochazi rovnéz ke zvyseni hladiny proapototického proteinu Bax.

Vyznamné sniZeni viability bunék bez ohledu na mutaci v p53 plsobi kombinace
nizké koncentrace inhibitoru transkripce actinomycinu D a SAHA. Otazka, nakolik je toto
snizeni viability projevem apoptézy a zjaké Casti dochazi k zaniku burky jinym typem
buné&né smrti, je pfedmétem probihajiciho vyzkumu.
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