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1. ZKRATKY

ATRA all-frans-retinova kyselina

De davka zafeni, kterou plezije 37%
bunék

DNA deoxyribonukleova kyselina

DSB dvouvldknovy ziom DNA

ECso efektivni koncentrace, ktera vyvolava
50% maximalniho {éinku

FCS fetalni teleci sérum

FS forward scatter

HAT histonacetyltransferasy

HDAC histondeacetylasa

HDACH inhibitor histondeacetylas

I1Csg inhibiéni koncentrace, kiera vyvola
50% maximatni inhibice

NaB butyrat sodny

PB fenylbutyrat

PBS fosfatovy pufr

RA retinova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

SS side scatter

TSA frichostatin A

VA valpraové kyselina

Pozn: Zkratky a ndzvy genlt a proteinly, pro néZ neexistuje Cesky ekvivalent nejsou
uvedeny.



2. UVOD A CiILE PRACE

Maligni nador je genetické cnemocnéni, u kterého dochazi ke zménam jak
v genomu, tak v epigenomu. Nejéasigji se vyskyiujici epigenetické zmény v nadorovych
bufikéch jsou alterace v methylaci DNA a deacetylaci histon(, které maji za nasledek
utlumeni exprese genl. Na rozdil od genetickych aberaci je mozné epigenetické zmény
farmakologicky zvratit a pfispdt kobnoveni funkce postizenych genit Proto
epigenetické alterace predstavuji v soucasnosti jednu z nejvice zkoumanych oblasti
v kdinickém a preklinickém vyzkumu predevsim leukemii, a jejich hlubsi pochopeni je
nutneé pro rozvoj novych strategil epigeneticke terapie.

Jeden z potencidinich Bkl pro epigenetickou ferapii pfedstavuje kyselina
valproova. Ta je jiz téméf tficet let pouZivand v praxi jako antiepileptikum s dobrou
snasenlivosti, nas ale zajimaly jeji nedavno objevené antitumordzni viastnosti, kterymi
se fadi meazi inihibitory histondeacetylas.

Cilem nasi prace bylo na molekularni Grovni pfispét k objasnéni d&inki kyseliny
valproové na lsukemické buriky. Pracovali jsme s kyselinou valproovou samostatné
nebo v kombinaci s ionizujicim zafenim a diferenciaénim agens (kyselinou al-trans-
retinovou} u tfi odlidnych leukemickych linii: _

s  MOLT-4 lidska T-lymfocytarni leukemie s funkénim proteinem p53,

e HL-60 lidska promyelocytarni leukemie bez funkéniho proteinu ps3,

» U-937 lidsky histiocytarni lymfom s rlzné exprimovanym fiznim genem
PML/RAR.

Zajimalo nas, zda se antitumordzni plscbeni kyseliny valproové projevi
na nadorovych bufkach v terapeutickych koncentracich pouzivanych pii |&Cbé
epilepsie, jakym zplsobem je ovlivnéna diferenciace, proliferace, bunéiny cyklus
nédorovych bundk a pfedeviim jsme se zaméfili na aktivaci proteind kli¢ovych zejména

pro zastavu bunééného cyklu, reparaci a spusténi apoptézy.



3. MATERIAL A METODIKY

3.1.BUNEENE KULTURY A KULTIVAGNI PODMINKY

Véechny nami pouZité bunéfné linie byly kultivovany vlscové modifikaci
Dulbeccova média (Sigma-Aldrich, s.r.o., Praha, CR) s 10-20% ocbsahem FBS (PAA
Laboratories ~ GmbH, Rakousko), glitaminem a  anibiotky  {penicilin,
streptomycin), v inkubdtoru pfi 37 °C a konfrolované 5% CO; atmosféfe. Kuitura byla
pasazovana kazdy druhy a2 tfeti den s kenegnym fedénim 2.10° bunék/ml. Integritu
bun&&né membrany isme uréovali trypancvou modfi. PouZity byly bufky z maximainé
dvacaté pasaze.

Bufky lidské T-lymfocytarni leukemie MOLT-4 byly ziskdny z American Type
Cuiture Collection ATCC, Manassas, VA, bufiky lidské promyelocytarni leukemie HL-60
z Porton Down, Salisbury, GB a bufiky lidského histiooytarntho lymfomu U-937 byly
ziskany a pousity se souhlasem profesora P.G. Pelicciho z European Institute
of Oncology, Milan. Kontrotni bunky U-937 bulk byly transfekovany pouze prazdnym
vektorem PSG-MNEQ, k bufikém U-937 PML/RAR jsme 24 hodin pfed experimantem

pfidali siran zinegnaty 50 mmol/l, protoZe gen je exprimovan pouze v pfitomnost Zn*,

3.2. FARMAKOLOGICKE OVLIVNENI
3.2.1. KYSELINA VALPROCVA

Exponencialng rostouci linie bunék byly suspendovany v koncentraci 2.10%ml
v kompietnim  médiu  obsahujicim poZadovanou koncentraci kyseliny valproové
(Sigma-Aldrich, sr.o., Praha, CR; zésobni roztok 100 mmol/l v PBS). Bufky byly
kultivovéany po rlzné ¢asové intervaly pii 37 °C a 5% CO2

3.2.2. KYSELINA ALL-TRANS RETINOVA

Exponencialné rostouci linie bunék byly suspendavany v koncentraci 2.10%ml
v kompletnim médiu obsahujicim pozadovanou koncentraci ATRA (Sigma-Aldrich,
s 1.0, Praha, CR; zasobni roztok 1 mmolfl v ethanolu). Buriky byly kultivovany po rdzné
casové intervaly pfi 37 °C a 5% CO»,

3.3.0ZAROVANI

Suspenze bunék (V=10 ml, koncentrace 2.10° bun&k/ml) byla ozafena
pfi pokojové teploté pouzitim *°Co jako zdroje gama zafeni s davkovym pfikonem 0,66



Gy/min. lhned po ozafeni byly lahvicky pfeneseny do inkubatoru a inkubovany pfi 37
°C. Vuréenych intervalech byla odpovidajici &ast suspenze odebrana a pouzita

k analyze.
3.4.IN VITRO ZKOUSKA KLONOGENITY

Pro hodnoceni kratkodobého plisobeni kyseliny vaiproové byly bufiky 3 dny
kultivovany v kompletnim médiu s riiznou koncentraci VA, poté jsme je vyseli na 0,9%
methylcelulézu v Iscové médiu se 30% obsahem fetdiniho teleciho séra a 14 dni
kultivovali. Pro hodnoceni kontinualni expozice kyseliné valproové byly burky
kultivovany pfimo na 0,9% methylceluldze v Iscové meédiu se 30% obsahem fetalniho
teleciho séra a s rostoucimi koncentracemi VA. Viechny pokusy na polotekutych
kulturach byly délany dvakrat. Busiky HL.-60 byly navic stimulovany 10% kondiciovanym
médiem z lidské linie bungk 5637 karcinomu modového méchyfe a &tyfmi jednotkami
erythropoetinu na 1 ml média. Kolonie (obsahujici 40 a vice bunék) byly pocitany za 14
ani po inkubaci v 5% CO; a 5% O; pfi 37 °C.

Pro vypocet hodnoty Dy bylo pouzito kiivek pfefiti, které byly ziskany ozafenim
bunék stoupajici davkou zareni v rozmezi 0,5-10 Gy. Pro vypocet hodnoty ECsy bylo
poufito kiivek pieziti, které byly ziskany kultivaci bunék se stoupajici koncentraci
kyseliny valproové v médiu. Byly provedeny dva nezavislé experimenty (vZdy po dvou
méfeni).

3.5.FLOW-CYTOMETRICKE ANALYZY

Forward scatter (FS)/side scatter (SS) — analyzovali jsme buriky pro zmény
vintenzité rozptylu svétla FS (koreluje sbun&tnym objemem) a SS (korelujg se
vznikem apoplotickych télisek } a porovnavali vici kontrale. Flow cytometrickou analyzu
jsme provadéli na Coulter Epics XL flow cytometru s 15mW argon-ion laserem
§ excitadni schopnosti pfi 488 nm (Coulter Electronic, Hiateah, FL). Pro kazdy vzorek
bylo sebréno minimalné 10 000 bunék. Ziskand data byla analyzovana za pouZiti Epics
XL Systém Il softwaru {Coulter Electronic).

Analyza obsahu DNA a bunééného cykiu -~ 5.10° bunék v bunééné suspenzi bylo
dvakrat promyto fosfatovym pufrem a fixovano v 70% ethanolu. Po centrifugaci a
odstranéni ethanolu byly bufiky promyty ledové chladnym PBS a suspendovany v 0,5
ml PBS a 0,5 ml citrat-fosfatového pufru a inkubovany 5 minut pfi pokojové teploté
pro extrakci nizkomolekularnich fragmentl DNA. Nakonec byly buiiky barveny v 6,5 mi



Vindelova roztoku a podrobeny analyze na flow cytometru Coulter Epics XL (Coulter
Etectronic, Hialeah, FL, USA). VkaZdém vzorku bylo analyzovanc minimaing
10 000 bunék. Ziskané vysledky byly zpracovény pomoci programu Muiticycle AV
(Phoenix Flow Systém, San Diego, USA)} a bylo stanoveno procentuéini zastoupent
bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu a v apoptoze.

Analyza diferenciace pomoci exprese CD11b — pro detekci bundénych
povrchovych markerG jsme pouzili protilatku proti lidskému CD11b konjugovanou
s fykoerythrinem (immunctech, Marseille, Francie}.

Defekce apoptozy — pro detekci apoptozy [sme pouzili Apoptest-FITGC kit
(DakoCytomation, Brno, CR) dle instrukci vyrobce. Béhem apoptdzy dochazi k expozici
fosfotidylserinu na bunééném povrchu. Annexin V je fosfolipid vazebny protein, ktery se

v pfitomnosti vapenatych iontd véZe selektivné a s vysokou afinitou na fosfatidylserin.
3.6.IMUNOCYTOCHEMIE

Buitky byly fixovany v paraformaldehydu, permeabilizovéany 0.2% Tritonem
X-100/PBS a blokovany 7% inaktivovanym FCS + 2% BSA/PBS. Po inkubaci s primarni
(proti histenu H2AX fosforylovanému na serinu 139; Upstate) a sekundarni protilatkou
(osli protilatka proti my§im antigendm konjugovana s isothiokyanatem fluorescainu;
Jackson Lahoratory, Bar Barbor, ME) jsme ziskali vysledky pomoci Leica DM RXA
fluorescenéniho mikroskopu vybaveného konfokalni jednotkou (Yokogawa, Japonsko).

3.7. ELEKTROFOREZA A WESTERN BLOTTING

V pozadovanych &asovych intervalech jsme pfipravili bunécné lyzaty pomoci
pufru s obsahem oktyl-B-D-glukopyranosidu a c-vanadiénanu sodného. Obsah bilkoviny
ve vzorku byl stanaven pomoci bicinchoninové kyseliny (Sigma-Aldrich, s r.o, Praha,
CR).

Lyzaty obsahujici stejné mnozstvi proteinu {30 pg) byly denaturovany pomoci
vzorkového pufru s obsahem SDS a B-merkaptoethanolu a jednotlivé vzorky nasazeny
do jamek polyakrylamidového gelu {5-15%). Po elekroforetickém rozdéleni proteind
na zékladé odliSnych molekulovych  hmotnosti  byly proteiny pfeneseny
na polyvinylidenefluoridovou (PVDF) membranu (BioRad, USA). Vie jsme provadeéli
v zafizeni MiniProtean 1l firmy BioRad.

Membranu jsme zabiokovali v TRIS pufru s 5% obsahem miléka a inkubovali

s primarni protilatkou pfi 4 *C pfes noc za mirného tfepani {(anti-acetylovany histon H3,



anti-acetylovany histon H4, anti-yM2AX — Cell Signal, anti-p53, anti-fosforylovany p53
na serinu 392 — Exbio; anti-lamin B — Calbiochem; anti-p21, anti-B-aktin — Sigma).
Druhy den jsme blot promyli a poté hodinu inkubovali s patfiénou sekundarni protilatkou
konjugovanou s kfenovou peroxidazou (Dako, Dansko). Signal jsme detekovali
chemiluminiscencnim  kitem (BM Chemiluminescence Blotting Substrate, Roche
Diagnostic, €R) na modrocitiivych rentgenovych filmech (Foma, CR).

Opticka hustota byla hodnocena pomoci KODAK Image Station 4000MM Digital
Imaging System.



4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1, MOLT-4
4.1.1. KYSELINA VALPROOVA

U linie MOLT-4 jsme nejprve pomoci zkouSky klonogenity stanovili hodnotu EGs,
PFi dlouhadobé kultivaci (14 dni} dochazi k poklesu hednoty EGspz 1,76 mmel/i (3-denni
inkubace) na 0,63 mmol/l. (Obr. 1}
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Obr. 1: A} Stanoveni hodnoty ECs, pomoci zkousky klonogenity u bunék MOLT-4 po 3-denni
preinkubaci s Kysefinou valproovou o riznych koncentracich a nasledné hodnoceni zachovanych
klonogennich schopnosti bungk 14 dni po vysevu na methylceluldzu. B) Stanoveni hodnoty EGso
na zakladé zachovanych klonogennich schopnosti po  14-denni inkubaci bunék na
methylcelulézovém gefr s riznymi koncentracemi kyseliny valproové. Pogitany kolonie o alespefi
40 bufikach, pokus proveden dvakrat v duplikatu (celkem 4 méfeni).

Pomoci flow-cytometrické (sidefforward scatter) analyzy jsme stanovili procenta
apoptotickych bunék po plsobeni rlznych koncentraci VA. Velikost bunék koreluje
s intenzitou svétla prochazejicim v pfedozadnim sméru (forward scafter), zatimco
intenzita v pravém Ohlu (side scatter) koreluje s tvorbou apoptotickych télisek. Po
tfidenni inkubaci bunék MOLT-4 se 4 mmol/l VA vstupuje 85 % bung&k do apoptdzy
{oproti 27 % po 2 mmo¥/l VA) a po Sestidenni inkubaci se 4 mmolfi VA je 95 % bunék
apoptotickych. V pfipadé inkubace s 2 mmal/l VA je fo pouze 31 %. {Obr. 2)
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Primarnim Gginkem kyseliny valproové na molekularnf Urovni je acetylace
jadernych histonl H3 a H4 (Gotilicher et al, 2001). U bunék MOLT-4 vyvolava
po 24 hodinové inkubaci v koncentraci 4 mmal/l acetylaci u chou téchto jadernych
histoni H3 (na lysinu 8) a H4 (na lysinu 12). Histon H4 je k plsobeni kyseliny
valproové citfivéjsi, k jeho acetylaci je dostadujici jiz koncentrace 1 mmol/). Histon H3
vyZaduje koncencentraci vy$si, a to alespofi 2 mmol/l. (Obr. 3)

acetylace histond H3 a Hé po pusobeni kyseliny
valproové {4 mmolfl; Basova zévislost)

) 4 mmoi/l
.. #00 o = AHA
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Obr. 3: Acetylace jadernych histond H3 {na lysinu 9) a H4 (ha lysinu 12). Casova zavisiost
po pasobent kyseliny valproové o kohcentraci 4 mmoell a koncentratni zévisiost 24 hodin
po zacatku phsobeni VA

Buriky MOLT-4 maji funkéni protein p53, kjehoz indukei dochazi v dasnych
intervalech (maximalni exprese za 2-4 hodiny) po plsobeni kyseliny vaiproove
v koncentraci 2 a 4 mmol/dl. Soub&zné dochazl k fosforylaci tohote proteinu na serinu
392. V éasové navaznosti na protein p53 je akfivovan protein p21, ktery vyvolava
zastavu bunééného cyklu v G1 fazi, a tim umoziiuje reparaci poskozeni. Tuto aktivaci
se nam podafilo zachylit pouze po plGsobeni 2 mmolfl kyseliny valproové v intervalu 6-
24 hodin, kencentrace vy3si {4 mmol/l) uz aktivaci nevyvolava. Soub&iné s aktivaci
proteinu p53 dochazi k fosforylaci jeho negativniho regulatory, proteinu mdm2 na serinu
166. {Obr. 4)
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Obr.4: Aktivace a fosforylace proteinu p53, mdm?2 a p21 po pisobeni kyseliny
valproové v koncentraci 2 a 4 mmoill.

412 KYSELINA VALPROOVA V KOMBINACI S IONIZUJICIM ZARENIM

Samotna kysefina valproova o koncentraci 0,5 mmoal/l vyvolava pozvolny
nastup apoptozy, ktery ale pfetrvéava pomémné& dlouhou dobu, aZ 14 dni po zacatku
kultivace, zatimco samostainé zafeni o davce 1 Gy ma naopak rychly nastup i odeznéni
apoptozy. Pt kombinaci obou nox dachédzi k synergizaci Géinku, takZe bunky rychle

vstupuji do apoptozy za soutasného delsiho pfetrvani Gcinku. (Obr. 5)

10 il - * — -

0 g —

. o 13 6. . Radnd
ST oy < 0.8 MM VA, el Gy +0.SmiM VA] -

Obr. 5: Procenta apoptotickjch bundk (méfeno jako Annexin V pozitivni} po pusobeni kyseliny
valproové o koncentraci 0,5 mmol/l samostatng nebo v kombinaci s fonizujicim zafenim o davce 1
Gy.

Sledovali jsme, zda kyselina valproova zcitlivuje bufiky vici ionizujicimu

zafeni. Bufiky MOLT-4 jsme 24 hodin preinkubovali s VA o koncentraci 2 mmol/l a pak
je ozafill davkou 0,5 a 1 Gy. lonizujici zafeni vyvolava tvorbu lozisek yHZAX hodinu
po ozateni. S postupujict reparaci DSB dochazi k pokiesu poétu lozisek a 24 hodin
po samotném ozéfeni davkou 0,5 i 1 Gy je poskozeni teméf reparovano. V piitomnosti
kyseliny valproové je reparace DSB ziejmé sniZena, nebot 24 hodin po ozafeni
v piitomnosti VA pfetrvavaji v bunkach velkd loZiska yH2AX. Tyito vysledky jsou
v souladu se studiemi jinych HDAC), inkubace bunék s MS-275, butyratem sodnym
(NaB) a trichostatinem A (TSA) pfed ozafenim vede ke zvy3ené a prodiouZené expresi
radiacl indukovanych yH2AX loZisek (Karagiannis et EI-Osta, 2006)
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U proteinu p53 dochdzi k narlstu exprese 4 hodiny po ozéfenl jak po kombinaci
s davkou 0,5, tak 1 Gy. Naopak u kombinace po 24 hodinové kultivaci protein p53 téméf
neni exprimovany. Maximalnimu narlistu exprese proteinu p53 odpovidd i jeho
fosforylace na serinu 392, kterd je nejintenzivnéjdi za 4 hodiny po kombinovaném
plscbeni kyseliny valproové a tonizujicthe zafeni. V navaznosti na protein p53 dochazi
k indukci proteinu p21 (Chr. 6)

HZAR "

Py

———

th o
K vA G5By 16 5 53
GBBy iy VA VA VA 0Sey Gy b YA VA 053 Ty WA YA

Cbr.6 : i i zatani na buiky MOLT-4.

Zaznamz ‘M“" histonu H2AX lesforylovaného

na setint m!za 1424 hotia poazifenl Bnilky byly bud kulllvnvﬂnv 5 kyselinou
ol & resp. 1 Gy.

Prc sledwvmi lmmhlnu!rinéhn intinku byly bunky 24 %eodin pred ozdtentms

kultivaviny & 2 mmobl

Bloty pfedstavull akuncl afosforylaci proteinu pS3 ha sering 3L wéslednou ke

pmlelnu P21 a itépen! Lxméinu B,

4.2.HL-60

4.2.1, KYSELINA VALPROOVA

U linie HL-B0 jsme nejprve stanovili zkoudkou klonogenity hodnotu ECsc.
Pro zachovéni klonogennich schopnosti musi byt bufky HL-60 kuitivovany
v kondiciovaném médiu. Plsobeni cytokinll pravdépodobné chrani  buriky
pfed apoptdzou a hodnota ECsp po 14-denni inkubaci s kyselinou valproovou
paradoxné stoupd oproti ECsp méfené po 3 dnech z 1,8 na 4,02 mmol/l. (Obr.6)

120,00 ¥ = 225+ 2 G5 - FO G 1B 120,00 ¥  D4T250" - 6.2420x" « 1803257+ 22265 + $.463
Frepsads R3=08395
10208 10600 4. 'I E {
£ mo £ gm0 .{ .
% 5006 [ % 000 ‘,lecsons.uz
s
H 4000 { E 4043 I
.
2000 2000 “
200 *
2 1 2 3 & s (3]
o 1 z 8 L] [ P
A Koncenirace VA [mmot} B e,

Obr.6: A) Stanoveni hodnoty ECg pomoci zkouSky kionogenity u bunék HL-60 po 3-denni
preinkubaci 8 VA o riznych koncentracich a nasledné hodnoceni zachovanych klonogennich
schopnosti bunék 14 dni po vysevu na methylcelul6zu. B} Stanoveni hodnoty ECs, na zakladé
zachovanych klonogennich schopnosti po 14-denni inkubaci bunék na methylcelulézovém gelu
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s rliznymi koncentracemi kyseliny valproové v 10% kondiciovaném médiu. Potitiny kolonie
o alespoii 40 bufikach, pokus proveden dvakrat v duplikatu (celkem 4 méfeni).

Pfi flow-cytometrické analyze jsme sledovali procentuaini zastoupeni bunék
v jednotlivych fazich bun&éného cyklu. Procenta apoptotickych bunék (stanovena
na zakladé hodnoceni sub-G1 peaku) po plsobeni rlznych koncentraci kyseliny
valproové v zavislosti na &ase jsou vyznadena ervené, Patmy je pokles poctu bunék

v § fazi, ktery je vyvolany zastavou bunééného cyklu v G1 fazi. (Obr. 7}
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Obr. 7: Flow-cytometricka analyza bunégné cyklu u linie HE-60 po pusobeni kyseliny valproové
v koncentraci 2 a 4 mmol/l v intervalu 1-6 dni. Procenta apoptotickych bunék uréena na zakladé
sub-G1 peaku a oznagena &ervend, procenta bunék v S fazi oznatena zeleng.

Za 72 hodin po zadatku inkubace s kyselinou valproovou (4 mmol/l) dochazi
k acetylaci jaderného histonu H3 na lysinu 9. Histon H4 je stejné jako v pffpad& bunék
MOLT-4 k acetylaci citlivéjdi, na lysinu 12 k ni dochazi jiz za 48 hodin po zagatku
inkubace s kyselinou valproovou o koncentraci 2 mmolil, (Obr.8}
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Obr. 8: Acetylace jadernych histonii H3 {lys 9) a H4 (lys 12) u bunék HL-60 po plsobeni kyseliny
valproové o koncentraci 2 a 4 mmol/l v Sasovém intervalu 1-8 dnl,

V rliznych nédorovych bufikdch, i bez funkéniho proteinu p53, dochazi
pfi plsobeni HDACH k nar(stu proteinu p21 (Richon et al, 2000; Gui et al, 2004,
Fortunati et al, 2004). | u bunék HL-60, kieré jsou p53 negativni, dochézi u nich
k indukei proteinu p21. Tato indukce je p53 nezavisla a u bunék HL-680 probiha jak po
plsobeni 2tak 4 mmol/l koncentrace kyseliny valproové a obecné v pozdgjSich

&asovych intervalech v porovnani s bufikami MOLT-4. (Obr. 9)

p21 Obr. 8: indukce proteinu p21 ubunék HL-60
po plsobeni kyseliny valproové v koncentraci 2 a
4 mmol/l (Easova zavislost).
VA 2 mmol/l - wmpe i
VA 4 mmolf s

K 2 48 72 144D

4.2.2. KYSELINA VALPROOVA V KOMBINACE § IONIZUJICIM ZARENIM
Stejné jako u bunék MOLT-4 jsme u bungk HL-60 kombinovali U€inek kyseliny

valproové v koncentraci 3 mmol/l s ionizujicim zéfenim o dévce 2 Gy. Kyselinu
valproovou jsme pfidavali do média po ozéfeni a nasledn& bufiky kultivovali 1 a 5 dnf.
Den po ozafeni dochazi k vyraznému zesilent fosforylace histonu H2AX na

serinu 139 v pfitomnosti VA v porovnani se samotnymi noxami plsobicimi oddélené.
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B&hem apoptézy, ve fazi fragmentace DNA a chromatinové kondenzace, dochazi také
k fosforylaci H2AX, tentokrat plisobenim DNA-dependentnl protein kinasy {Mukherjee et
al, 2006). U apoptotickych bunék je tento enzym klicovy, zatimco ATM je pro tento d&]
postradatelna.

lonizujici zafeni nema vliv na acetylaci jaderného histonu H4, nedochazi ani
k ovlivnéni nebo zesileni Udinku pfi kombinaci obou nox v porovnani se samotnou
kyselinou valproovou. Acatylace vyvoland VA o koncentraci 3 mmol/l pfetrvava i paty
den inkubacea.

indukece proteinu p21 u bunék HL-60 je p53 nezdvisla a je patrna za 24 hodin
ve stejné mife po samotné kyseling valproové jako po kombinaci s fonizujicim zafenim.
Po 5-denni inkubaci s VA jsme jiz expresi proteinu p21 nezaznamenali. (Obr. 10)

1 den 5 dni
fostorylovany HZAX {ser130) | a— o o USSR || = -  oum— m———
acetviovany histon Ha (lys12) - A e
pa1 — o |
K 26y VA 26yeVA K 26y VA ZGyevA

Obr. 10: Zmény v exprest proteinil H2AX, histonu H4 a p21 za 1 a 5 dni po pisobeni samotné
kyseliny valproové v koncentraci 3 mmoll, po piisobeni ionizujiciho zafeni o ddvce 2 Gy a pod
vlivem kombinace obou nox.

Kyselina valproova v koncentraci 1 mmol/l vede k diferenciaci a zvysené expresi
CD11b (U 17,8 % bunék) bez indukce apoptdzy, zatimco koncentrace 3 mmol/l zvySuje
procento CD11b pozitivnich bunék na 78,3 a apopiéza je indukovana u 65 % bunék. Tii
dny po ozéfeni davkou 2 Gy jsme pozorovali mirny narust CD11b pozitivnich bunék
(na 9 %) a stejn& tak indukci apoptézy (11,3 % bunék). Niz8i koncentrace kyseliny
valproové v kombinadi s ionizujicim zafenim vyvolavaji pfedevdim narust diferenciace,
tedy CD11b pozitivity (36,3 %), déinek na indukci apoptdzy byt pouze aditvni (15,4 %).
Ucinek vy33i koncentrace VA spolu se zafenim byl odli$ny. Diferenciace byla
porovnatelna s Udinkem samotné kyseliny valproové, zatimco procento apoptotickych
bunék stouplo na 76.2. Flow-cytometricky zaznam ukazufe, Ze dobfe diferencovang,
CD11b pozitivai bufiky, jsou Zivé, bez pozitivity na annexin V. Jakmile jsou bufky
annexin V pozitivni, exprese CD11b klesa dokud nedoide ke kompletni ztraté tohoto
diferencia&niho markeru. (Obr. 11)
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Obr. 11: Flow-cytometrickd analyza zmén v expresi antigenu CD11b a annexinu V u
bunék HL-80, 3 dny po ozédreni davkou 2 Gy a inkubaci s Kyselinou valproovou o
koncentraci1a 3 mmol/l.

4.3.U-937

4.3.1. KYSELINA VALPROOVA

U finie U-937 jsme nejprve pomoci zkousky klonogenity stanovili hodnotu ECsp,
Pfi dlouhodobé kultivaci {14 dni) dochazi k mirnému poklesu hodnoty ECsg
2 2,54 mmol/l (3-denni inkubace) na 2,2 mmol/l. (Obr. 12)
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Qbr.12: A) Stanoveni hodnoty ECs, pomoci zkousky klonogenity u bungk U-937 po 3-denni
preinkubaci s kyselinou valproovou o riznych koncentracich a nasledné hodnoceni zachovanych
kionogennich schopnosti bunék 14 dni pe vysevu na methylcelulézu. B) Stanoveni hodnoty ECy
na zakladé zachovanych klonogennich schopnosti po 14-denni inkubaci bunék na
methylcelulézovém gelu s riiznymi koncentracemi kyseliny valproové. Poéitany kolonie o alespori
40 buiikach, pokus proveden dvakrat v duplikatu (celkem 4 méfeni).
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U bunék U-937 jsme pracovali se tfemi varietami dané linie, pfi¢emz pouze jedna
exprimuje fuzni gen PML/RAR.
1. kontrolni bufiky U-837 bulk transfekované prazdnym vektorem bez vioZzeného genu
PML/RAR,
2. bufky U-937 s vioZenym genem PML/RAR, ale kultivované bez piitomnosti Zn*,
ktery je nezbytny pro expresi genu,
3. bufiky U-937 s vioZenym genem PML/RAR kultivované v pfitomnosti Zn®".

U viech tii variant dochazl k acetylaci jaderného histonu H3 a fo nejditve
po 8 hodinach pésobeni VA o koncentraci 4 mmol/l. Pouze u bunék s vioZzenym
PML/RAR genem a kultivovanych v prostfedi Zr”* dochazi k acetylaci jiZ pfi kencentraci
2 mmmolfi (Obr. 13}

VA 2 mmoli VA 4 mmotil
U937
I H e e |~PMURAR Zn
acetylovany histon H3 {lys9) [ |1 e — gﬁ’ﬂhﬂ n
i - ! r - 837
Kk 3 M 48 712 5 e | 8 72 [h] PMLIRAR +Zn

Obr. 13: Acetylace jadernéhc histonu H3 na lysinu 9 po pusobeni kyseliny valproové
v koncentraci 2 a 4 mmolA v intervalu 5-72 hodin o linif neexprimujicich fozni gen PMLIRAR {U-937
bez vioZensho genu PML/IRAR, s vloZzenym genem PMLIRAR, ale v nepiitomnosti Zn®) a u linie
exprimujici tento gen (U-937 s vloZenym genem v prostiedi Zn*™).

Histon H4 je opét citlivéjsi k pdsobeni kyseliny valproové, kjeho acetylaci
dochazi jiz po plsobeni 2 mmoll kyseliny valproové a to po 72 hodinach (s vyjimkou
bunék U-937 bez vioZeného genu PML/RAR). (Obr. 14)

VA 2 mmol/| VA 4 mmald -
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K 5§ 24 40 72 50 ] PMLIRAR +Zn

Obr. 14: Acetylace jaderného histonu H4 na lysinu po pisobeni kyseliny valproové v koncentraci
2 a 4 mmoli vintervalu 5-72 hodin u u linii neexprimujicich fizni gen PMLJ‘RAR (U-—937 bez
vioZzeného genu PML/RAR, s vioZenym genem PML/RAR, ale v nepfitomnosti Zn®y a u linie
exprimujici tento gen (U-937 s vloZenym genem v prostfedi Zn*").

Bufiky U-937 jsou stejnd jako bufiky HL-60 p53 negativni, proto u nich dochazi
k expresi proteinu p21 zplsobem p53 nezavislym, a to velmi wyrazné jiz 5 hodin
po zadatku inkubace s2 i 4 mmoll kyselinou valproovou, opét vyjma bunék U-837
bez vlozeného genu PML/RAR. (Obr.15)
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Obr. 15 Aktivace proteinu p21 po pusobeni kyseliny valproové v koncentraci 2 a 4 mmol!!
vintervalu 5-72 hodin u linii neexprimujicich fuzni gen PMLfRAR (U-937 bez vloZeného genu
PML/RAR, s vioZzenym genem PML/RAR, ale v neptomnosti Zn®") a u linie exprimujici tento gen
(U-937 s vioZenym genem v prostiedi Zn™).

4.3.2. KYSELINA VALPROOVA V KOMBINACI S ATRA

U bunék U-937 kombinovali jsme uginek kyseliny valproové v koncentraci
2mmolft s diferenciaénim agens kyselinou al-frans-retinovou v koncentraci 1 umoi/l,
Bylo prokézano, Ze soub&zné podavani terapeutickych davek ATRA a HDACI ma
synergicky protinadorovy Ucinek (Epping et al, 2007).

V pfipadé histonu H2AX dochazi 72 hodin po zatatku kultivace k vyraznému
zesileni fosforylace na serinu 139 pfi pouziti kombinace obou kyselin oproti plsobeni
jednotlivych nox samostatné. Piekvapivé, k aktivaci proteinu p21 dochazi po plsobeni
této kombinace méné nezli po plsobeni samotné kyseliny valproové. (Obr. 16) Stejny
trend pozorovalt u stromalnich bunék endometria Wu et al., kdy soub&zné podani VA a
ATRA nemélo synergicky viiv a nezvysovalo expresi p21 v porovinani se samostatnym
pusobenim jednotlivych nox (Wu et Guo, 2008).

U837 PMLIRAR -2n U937 +PMLIRAR -Zn U837 +PMLIRAR +Zn

fosforylovany H2AX (ser13s)| e

p21 [ monem man-| em-
K A v A+ K A v YK A ¥ Ay

Obr. 16: Fosforylace histonu H2AX na serinu 139 a aktivace proteinu p21 po padsobeni kyseliny
valproové v Koncentraci 2 mmol/l samostaingé nebo v kombinaci s kyselinou afl-trans-retinovou
v kencentraci 1pmol/l v intervalu 72 hodin u linii neexprimujicich fdzni gen PMLIRAR {U-937
bez vioZeného genu PML/RAR, s vioZenym genem PML/RAR, aie v nepkitomnosti Zn? "} a u linie
exprimujici tento gen (U-937 s vloZzenym genem v prostiedi Zn*).
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6. ZAVER

Cilem nasi prace bylo na molekularnt Grovni pfispét k objasnéni d&inkd kyseliny
valproove na tfi odlidné leukemické linie. Pomoci rlznych molekularneé biologickych
metod jsme prokazali, Ze kyselina valproova zplsobuje u vSech uvedenych linii

« inhibici proliferace,

s zastavu bunégného cyklu spojenou s indukci proteinu p21 a nasledné poklesem
poctu bunék ve fazi S bun&éného cyklu,

s indukci diferenciace u bunék HL-60,

e indukci apoptozy.

Primarni Géinkem VA je acetylace jadernych histonl H3 a M4, pfekvapivé této
acetylaci pfedchazi aktivace nehistonovych profeinl, kieré maji zasadni roli v regulaci
bun&énych pochodl a rozhodujici vyznam pro indukei reparace poSkozeni DNA,
ovlivnéni bun&éného cyklu a indukci apoptdzy. Kyselina valproova se jevi jako vhodné
agens pro kombinaéni terapie, my jsme prokazali jeji synergicky téinek s ionizujicim
zafenim ulinii MOLT-4 a HL-60, kdy dochazi ke zvySené a prodlouzeng indukei
apoptozy oproti samostatné plsobicim noxam. Na linii U-937 jsme sledovali
kombinovany uginek VA a diferenciaénfho agens kyseliny all-trans-retinové, kiery je
spojeny se zvysenou fosforylaci histonu H2AX, zatimco kindukci proteinu p21
nedochazi.

Epigenetické zmény v dneéni dobé& pfedstavuji intenzivng studovanou oblast
ve vyzkumu novych terapeutickych pfistupdl v [&Eb& leukemii. Na rozdil od genetickych
alteraci je mozné jejich farmakologické ovlivnéni. Obrovskou wvyhodou kyseliny
valproové oproti ostatnim slouceninam je, Ze je jiZ dlouhou dobu pouZivana v praxi,
miZe byt podavana peroralné, ma dobrou snasenlivost a mirng nezadouci tcinky. Proto
pfedstavuje se svymi vlastnostmi inhibitora histondeacetylas skibnou slougeninu pro

terapii pfedevsim leukemickych, ale i solidnich nadorovych onemocnéni.
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7. SUMMARY

The aim of our work was to contribuie to evaluation of effects of valproic acid in
three different leukaemia cells lines {(MOLT-4, HL-80 and U-937) at molecular level.
Using various methods of molecular biology we proved that valproic acid causes in all
the three mentioned cell lines:

2 inhibition of proliferation

B arrest of cell cycle in G1 phase linked to p21 induction and followed by decrease

of number of cells in the S phase of cell cycle
® induction of differentiation in HL-60 cells

B induction of apoptosis

Although valproic acid as a histonedeacetylases inhibitor primarily causes
acetylaion of nuclear histones, this medification is preceeded by activation of non-
histone proteins, which play a key role in cell cycle regulation and are crucial for
reparation of DNA damage, cell cycle interference and apoptosis induction. Valproic
acid seems to be a convenient agens for combination therapy. We proved its synergistic
effect with ionizing radiation in MOLT-4 and HL-60 cells in term of increased and
prolonged apoptosis induction comparing to noxes acting alone. In U-937 cells, we
observed combined effect of valproic acid and a differentiation agens ail-frans-retincic
acid, which is linked to increased histone H2AX phosphorylation.

Epigenetic changes currently present one of the most exciting fields in the clinical
and preclinical investigation of myeloid malignancies. [n contrast to genetic alteration,
the epigenetic one are amenable to pharmacological reversal. Valproic acid has an
immense advantage as it is an established drug in epilepsy treatment, can be applied
orally, has good tolerance and mild side effects. Those are reasons why valproic acid
with its properties of inhibitor of histondeacetylases presents a promising compound in
therapy of leukaemias as well as solid tumours.
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