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ABSTRAKT

Terapie pomoci monoklonalni protilatky proti molekule CD34

Testovala jsem antiproliferativni a proapopticky u€inek purifikované
monoklonalni protilatky (IgG1 tfidy) proti proteinovému epitopu molekuly CD34
produkované hybridomovym klonem 4H11 na CD34+ leukemické linie (MOLM-9,
JURL-MK1) a CD34- leukemickou bunécnou linii (PS-1). Zjistila jsem, ze
monoklonalni protilatka proti CD34 molekule inhibuje proliferaci a indukuje apoptézu
CD34+ bunécnych linii, avSak v koncentraci vy$si nez 32 ug/ml ma podobny ucinek i
na CD34- leukemickou bunécnou linii (PS-1). Protilatka indukuje zastavu bunééného
rustu v G1/G0 fazi buné&ného cyklu u CD34+ (MOLM-9, JURL-MK1) buné&¢nych linii,
ale neindukuje jejich diferenciaci. Kombinované pulsobeni této monoklonalni
protilatky s interferony IFN-o, IFN- nebo IFN-y nema silnéjSi ucinek na inhibici
bunécné proliferace nez protilatka samotna. Kombinované plsobeni této protilatky
s hematopoetickymi cytokiny (IL-3, IL-6, SCF, G-CSF, GM-CSF) nebo s INF-y také

neindukuje diferenciaci leukemické bunééné linie MOLM-9.
Terapie pomoci inhibitori deacetylaz histonu

Inhibitory deacetylaz histon( predstavuji novy druh protinadorovych IéCiv. Mezi
jejich hlavni biologické funkce patfi zastava bunécného rustu, indukce diferenciace,
podpora apoptdézy v ruznych typech malignich bunék. AvSak, za urc€itych podminek,
muze byt apoptéza blokovana. U bunék kde byla apoptdza blokovana je aktivovana
ne-apoptotickd buné&na smrt nebo ireverzibilni zastava bunéfného rlstu neboli
senescence, jako dal$i z moznych tumor-supresorovych mechanismu. V této praci
jsem zkoumala uc€inek dvou inhibitort HDAC: suberoylanilidu hydroxamové kyseliny
(SAHA) a kyseliny valproové (VPA) v ruznych koncentracich na leukemické bunécné
linie. Ziskané vysledky ukazuji, ze SAHA i VPA inhibuji bunécny rust a indukuiji
apoptézu v zavislosti na davce, dobé pusobeni, typu bunécné linie. SAHA i VPA
preferenéné indukuji apoptézu a to jiz po 48 hodinach jejich pusobeni, oproti
senescenci, ktera byla pozorovana az po 5 dnech inkubace s inhibitory HDAC. VysSi
davky inhibitordt HDAC indukuji vice apoptézu a naopak nizSi davky indukuji

senescenci.



ABSTRACT

Therapy by monoclonal antibody to CD34 molecule

Growth-inhibitory and proapoptotic effect of the monoclonal antibody to CD34
molecule, clone 4H11, were tested on CD34+ leukemic cell lines (MOLM-9,
JURL-MK1) and CD34- cell line (PS-1). We have found that the monoclonal antibody
to CD34 inhibited the proliferation and induced apoptosis of all CD34+ cell lines
tested, however it has similar effect on CD34- leukemic cell line (PS-1) in
concentration higher than 32 ug/ml. We did not observe induction of differentiation by
anti-CD34 antibody, but a growth arrest of cells in the GO/G1 phase of the cell cycle
was detected in CD34+ cell lines. Combinations of anti-CD34 antibody with both type
I (a, B) or type Il (y) interferons did not enhance the effects on the cell growth or
inhibition of cellular proliferation of the antibody alone. Combinations of anti-CD34
antibody with hematopoietic cytokines or INF-y did not induced diferentiation. Our
data suggest that the monoclonal antibody to CD34 molecule prepared from clone
4H11, after sufficient experimental and preclinical testing on laboratory animals, may
provide a new basis for possible targeted antibody therapy of acute or chronic

myeloid leukemia.
Therapy by histone deacetylase inhibitors

Histone deacetylase inhibitors (HDACI) are emerging new class of anticancer
agents that act by inhibiting cell growth, inducing cell cycle arrest and apoptosis of
various cancer cells. However, in some conditions, apoptosis can be blocked and
non apoptotic cell death and irreversible growth arrest, namely senescence, can be
activated as potential tumor-suppressor mechanism. Here we evaluated the dosage
effects of HDAC inhibitors suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) and valproic acid
(VPA) in a series of human leukaemia cell lines. We investigated, what concentration
of SAHA and VPA can induce apoptosis, growth inhibition or stress-induced
premature senescence. We have found that inhibition of proliferation and induction of
apoptosis by the treatment with SAHA or VPA is variable depending on the dose,
time of the treatment, and on the cell type. The senescence phenotype was
preferentially induced by lower dosage of HDACIi and required longer incubation time
(5 days) while apoptosis was induced by higher dosage and appeared already after
48 h.



1. UVOD

Tato prace se zabyva studiem antiproliferativniho, proapoptotického a
diferenciaéniho uc€inku  monoklonalni  protilatky proti  povrchové molekule
hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék - sialomucinu CD34
(mukosialinu). Pro srovnani bylo také studovano pusobeni nékterych epigenetickych
modulatord genové exprese leukemickych bunék — kyseliny valproové (VPA) a
suberoylanilidu hydroxamové kyseliny (SAHA) na leukemickych buné&cnych liniich.

Molekula CD34 (mukosialin) je vysoce glykosylovany monomerni
membranovy protein I. typu o relativni molekulové hmotnosti 111-115 kDa. Je
exprimovana napfiklad na povrchu hematopoetickych kmenovych a progenitorovych
bunék a v nékterych tkanich cévniho systému. Jeji funkce zatim neni dostatecné
znama, ale hraje roli v mezibunétné adhezi a usnadfiuje buné&nou migraci. Buriky
exprimujici CD34 (CD34+ bunky) se vyskytuji zejména v pupecnikové krvi, v kostni
dfeni, na nékterych endothelialnich burikdch cévniho systému a na subpopulaci
dendritickych bunék. Protilatky proti CD34 molekule se pouzivaji kizolaci a
kvantifikaci pluripotentnich hematopoetickych bunék. Kromé téchto bunék ovSem
s anti-CD34 protilatkou reaguje i urc€ité mnozstvi prekurzorll B-lymfocytl, CD34+
megakaryocyty a také nékteré bazofily a Zirné bunky, takze pro pfesnou kvantifikaci
pluripotentnich prekurzor(l se znaceni CD34 kombinuje s negativitou v expresi jiné
povrchové molekuly, CD38.

Monoklonalni  protilatka proti molekule CD34 produkovana mySim
hybridomovym klonem 4H11 (APG), pfipravenym dfive v na$i laboratofi, reaguje s
proteinovym epitopem (tzv. epitopem lll. tfidy) této molekuly na povrchu nékterych
hematopoetickych buné&nych linii (MOLM-7, MOLM-9, HEL) ustavenych od
nemocnych s leukemii. Testovala jsem antiproliferativni a proapopticky ucinek této
purifikované monoklonalni protilatky anti-CD34 (v koncentracich 16-170 pg/ml) na
leukemické bunécéné linie CD34+ (MOLM-9, JURL-MK1) a CD34- (PS-1). Je znamo,
ze nékteré hematopoetické cytokiny samotné nebo v kombinaci indukuiji diferenciaci
nezralych leukemickych myeloidnich bunék a také inhibuji bunécnou proliferaci
v kulturach in vitro. Ztohoto ddvodu jsem se rozhodla zjistit, zda samotna
monoklonalni protilatka proti CD34 molekule nebo v kombinaci s interferony nebo
jinymi hematopoetickymi cytokiny (IL-3, IL-6, SCF, G-CSF, GM-CSF) je schopna

inhibovat proliferaci nebo indukovat diferenciaci leukemické buné&éné linie MOLM-9.



Inhibitory histonovych deacetylaz (HDAC) jsou novou tfidou ucinnych
protinadorovych latek. Indukuji expresi genu, které jsou v nadorovych burikach
potlaCeny, coz vede mimo jiné k zastavé bunécného cyklu, indukci diferenciace,
apoptoézy nebo senescence téchto bunék. Sledovala jsem uc€inek dvou inhibitor(
HDAC: suberoylanilidu hydroxamové kyseliny (SAHA) v koncentracich 0,5-10 uM a
kyseliny valproové (VPA) v koncentracich 0,5-10 mM na leukemické bunééné linie
MOLM-7, JURL-MK1, HL-60 a HEL. Zjistovala jsem, vliv téchto inhibitord na inhibici
proliferace, indukci apoptozy i senescence. Dosazené vysledky ukazuji, Ze genovou
expresi nékterych genud v bunéénych kulturach in vitro lze modulovat smérem
k navozeni apoptézy, nekrozy nebo senescence pulsobenim vhodnych
epigenetickych (VPA, SAHA) nebo imunologickych (anti-CD34) modulatord. Tato
skute€nost je vyuZitelnd pro navrZeni pfipadné i vyvoj novych cilenych terapeutik

leukemii i ostatnich malignich onemocnéni.

2. CiL PRACE

1. Prostudovat ucinek monoklonalni protilatky proti molekule CD34 na proliferaci,
apoptdézu nebo zastavu bunécného cyklu u leukemickych bunécnych linii
CD34+ (MOLM-9, JURL-MK1) a pro kontrolu i CD34- (PS-1) linie.

2. Zjistit, zda samotna monoklonalni protildtka proti CD34 nebo v kombinaci
s rekombinantnimi hematopoetickymi cytokiny (IL-3+IL-6+SCF+
G-CSF+GM-CSF) nebo v kombinaci s interferony je schopna inhibovat
proliferaci nebo indukovat diferenciaci leukemické bunécéné linie MOLM-9.

3. Sledovat vliv koncentrace inhibitord HDAC (SAHA a VPA) na inhibici
proliferace, indukci apoptézy nebo senescence téchto bunék.

4. Vytipovat koncentraci a €as, za jaky jsou inhibitory HDAC schopny indukovat

apoptoézu nebo senescenci.

3. MATERIAL A METODIKA

Leukemické bunécéné linie

e MOLM-9: ustavena od pacienta s chronickou myeloidni leukémii (CML)
v blastickém zvratu (CD34+)
e MOLM-7: ustavena od pacienta s CML v blastickém zvratu (CD34+)



e JURL-MKZ1: ustavena od pacienta s CML v blastickém zvratu (CD34+)

e HEL: ustavena od pacienta s akutni erytroleukemii Dr. P. Martinem, Seattle,
USA

e HL-60: ustavena od pacienta s akutni promyelocytarni leukemii Dr. R.C. Gallo
v NCI, Bethesda, USA (CD34-)

e PS-1: ustavena od pacienta s akutni T-lymfoblastickou leukemii (CD34-)
Dr. P. Stockbauerem v Bethesde, USA v r. 1984

Bunky byly kultivovany v RPMI-1640 médiu (Sigma-Aldrich, USA), které bylo
obohaceno 10% fetalnim telecim sérem (FTS, Sigma-Aldrich, USA), antibiotiky
peniciinem (50 000 U/ml) a streptomycinem (50 mg/ml), dale
L-glutaminem (150 mg/l) a 0,18% NaHCOs. Bunécné kultury byly inkubovany pfi
37 °C a 5% CO.,. Trikrat tydné se bunééné kultury pasazovaly na hustotu bunék
2- 4x10° bungk/ml.

Pouzita agens

e MySi monoklonalni protilatka proti CD34 IgG1 byla pfipravena jiz dfive na
nasem pracovisti pomoci hybridomové technologie. BALB/c mySi byly
imunizovany burikami CD34+ leukemické bunééné linie MOLM-7, ustavené od
pacienta s CML v blastickém zvratu (Tsuji-Takayama, 1994). Po fuzi mySich
bunék ze sleziny s bufikami SP2/0 mysi leukemické bunécéné linie byl ziskan
hybridomovy klon, produkujici monoklonalni protilatku proti hematopoetickym
kmenovym a progenitorovym bunkam, klon 4H11 (APG)(70066) tfidy 1gG1.
Tato protilatka reaguje s vétSinou myeloidnich progenitorovych bunék a
bunécénych linii (MOLM-6, MOLM-7, MOLM-9, HEL, JURL-MK1) a reaguje s
proteinovym epitopem (tzv. epitopem Ill. tfidy) tohoto antigenu na CD34
molekule. Specifita této protilatky byla definovana na
6. mezinarodnim workshopu lidskych leukocytarnich diferenciacnich antigent
v Kobe v roce 1996 (Stockbauer et al., 2002).

e Suberoylanilid hydroxamové kyseliny (SAHA), Alexis Corporation (USA)

e Kyselina valproova (VPA), Alexis Corporation (USA)



Detekce zivotnosti bunék a zastavy bunééného rustu

K navozeni inhibice bunéCné proliferace byly pouzity tyto latky:
1. purifikovana mysi IgG1 monoklonalni protilatka proti proteinovému epitopu
molekuly CD34, klon 4H11, 2. kyselina valproova (VPA) a 3. suberoylanilid
hydroxamoveé kyseliny (SAHA).

Po 24, 48 a 72 hod. plUsobeni téchto induktort byla zjiStovana zZivotnost bunék
obarvenim trypanovou modfi a k detekci inhibice proliferace bylo pouzito méfeni
inkorporace *H-thymidinu do DNA.

Analyza bunééného cyklu

Analyzou bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie byly sledovany
frakce bunék v jednotlivych fazich bunéfného cyklu. Tato metoda vyuziva
fluorescenéni barviCku, ktera se vaze k DNA, v naSem pfipadé propidium jodid, jez
emituje svétlo o vinové délce 617 nm v Cervené oblasti. Bunky v jednotlivych fazich
bunééného cyklu obsahuji riizna mnozstvi DNA a mnozstvi navazaného barviva je
umérné mnozstvi DNA v burice. To se poté odrazi na intenzité fluorescencniho
signalu.

Z bunééné suspenze bylo odebrano 1x10° bunék a Zivné médium bylo
odstfedéno na centrifuze. Buriky oSetfené SAHA, VPA nebo protilatkou proti CD34
(klon 4H11) byly po 24, 48 a 72 hodinach resuspendovany v 4,5 ml 70% etanolu,
inkubovany pul hodiny pfi 10 °C a nasledné uchovany 5 — 7 dni pfi -20 °C. Po 5-7
dnech byly vzorky promyty v PBS a inkubovany 30 minut v 1 ml modifikovaného
Videlovova pufru s propidium jodidem pfi pokojové teploté. Propidium jodid
interkalovany do DNA emituje po ozafeni argonovym laserem (488 nm) Cervenou
fluorescenci, ktera byla méfena pomoci prutokového cytometru Coulter Epics XL flow
cytometer (USA). Histogramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru FLOWjo (Flow
Cytometry Analysis Software). Bylo sledovano nejen mnozstvi bunék v jednotlivych
fazich bunéfného cyklu (G1, G2/M a S faze), ale také mnozstvi (procento)
apoptotickych bunék, neboli procento bunék v subG1 fazi.

Sledovani apoptozy pomoci prutokové cytometrie testem tunel

Tato metoda je zalozena na znaceni fragmentd DNA pomoci terminalni
deoxynukleotidyl-transferazy (TUNEL - TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling).
Umoznuje vizualizaci frakce bunék, které jsou v terminaini fazi apoptdzy. Terminalni
deoxynukleotidyl-transferaza (TdT) katalyzuje polymerizaci znaCenych nukleotidt
(napf. BrdUTP) kvolnym 3°-OH koncim fragmenti DNA. Ty jsou potom
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vizualizovany pomoci monoklonalni protilatky proti BrdUTP  konjugované
s fluorochromem FITC.

Pfi detekci apoptotickych bunék se postupovalo podle pfilozeného navodu z
kitu (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Roche Diagnostics GmbH) pro test
TUNEL. Buriky byly oSetfeny SAHA, VPA a nebo protilatkou proti CD34 (klon 4H11).
Z buné&éné suspenze bylo odebrano po 24, 48 a 72 hodinach 1x10° bunék a médium
bylo odstfedéno. Bunécny sediment byl fixovan 4% roztokem formaldehydu v PBS po
dobu 60 minut pfi pokojové teploté. Fixované buriky byly promyty a poté
permeabilizovany 100 pl permeabilizaéniho roztoku (0,1% Triton X-100 v 0,1%
citronanu sodném). Permeabilizace probihala 2 minuty pfi 2 - 8 °C. Pro znaceni DNA
fragmentU byly promyté a permeabilizované bunky inkubovany 60 minut pfi 37°C s
50 pl reakéni smési TUNEL (znacici roztok + enzymovy roztok). Ke vzorku
pfedstavujicimu negativni kontrolu bylo pfidano pouze 50 pl znaciciho roztoku. Poté
byly buiky 2x promyty v PBS, nafedény na koneCny objem 500 pl a pomoci
prutokové cytometrie byla méfena intenzita zelené (FITC) fluorescence.

Detekce senescence (senescentnich bunék)

Vyznamnym smérodatnym biomarkerem senescentnich bunék in vitro i
in vivo je detekce aktivity lysozomalni p-galaktozidazy spojené se senescenci
(SA-B-gal, senescence-associated [B-galaktosidase). V senescentnich bunkach je
aktivita SA-pB-gal zvySena, jelikoz obsahuji vice lysozomu (Campisi, 2005;
Dimri et al., 1995; Lee et al., 2006).

Pri detekci senescentnich bunék se postupovalo podle pfilozeného navodu
z kitu: Senescence B-Galaktosidase Staining Kit od Cell Signaling Technology.
Pomoci kitu se u bunék v kultufe detekuje B-galaktosidazova aktivita pfi pH 6, jez je
typicka pouze pro senescentni buriky a nebyla nalezena u presenescentnich,
klidovych nebo imortalizovanych bunék. Burky byly oSetfeny SAHA nebo VPA a po
24, 48, 72, 96 nebo 120 hodinach byly odebrany vzorky (1x10° bunék). Buriky byly
nejprve promyty a poté 10 minut fixovany ve fixaénim roztoku
(2% formaldehyd, 0,2% glutaraldehyd). Poté byly znovu promyty a inkubovany po
dobu 24 hodin pfi 37°C s X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl p-D-galactoside)
(1 mg/ml), rozpusténé v roztoku obsahujicim 40 mM kyselinu citronovou pH 6,5;
5 mM hexakyanoZzelezitan draselny; 5 mM hexakyanozeleznatan draselny;
150 mM NaCl a 2 mM MgCl,. Po 24 hodinach se sledoval vyskyt modrého zbarveni
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v cytosolu (pouze u senescentnich bunék) pod mikroskopem v rezimu fazového
kontrastu.

Morfologicka analyza

Bunky MOLM-9 byly 72 nebo 120 hodin inkubovany se smési
rekombinantnich cytokind (IL-3 1 ng/ml, IL-6 10 ng/ml, SCF 5 ng/ml, G-CSF
1 ng/ml, GM-CSF 1 ng/ml) nebo s IFN-y (0,125 pg/ml) a to bud v kombinaci s
monoklonalni protilatkou proti CD34 (klon 4H11) nebo bez ni. Poté byly vytvofeny
cytospinové preparaty na cytocentrifuze Cytospin 2, firmy Shandon, Anglie,
centrifugaci suspense zZivych bunék na mikroskopickd podlozni skla

800 otacek/minutu (rpm) po dobu 10 minut.

4. VYSLEDKY

4.1 TERAPIE POMOCi MONOKLONALNICH PROTILATEK
V prvni ¢asti predkladané prace jsem studovala antiproliferativni, proapopticky

a diferenciacni ucinek monoklonalni protilatky proti proteinovému epitopu molekuly
CD34 na CD34+ a CD34- leukemickych buné&nych liniich.

4.1.1 Antiproliferativni uéinek monoklonalni protilatky proti molekule CD34
klonu 4H11 na leukemické bunééné linie

Leukemické bunécéné linie CD34+ (MOLM-9, JURL-MK1) a CD34- (PS-1) byly
inkubovany v pfitomnosti 16-170 pg/ml purifikované mysSi monoklonalni protilatky
proti antigenu CD34, tfidy IgGl, produkované klonem 4H11. K detekci inhibice
proliferace po 24, 48 a 72 hodinach puUsobeni protilatky bylo pouZzito méfeni
inkorporace °H-thymidinu do DNA. Radioaktivita nové syntetizované DNA byla
méfena s pouzitim beta scintilatoru. Vypocet byl proveden ze stfednich hodnot

triplett vyjadfenych v cpm podle vzorce:
Inhibice proliferace [%] = [com (kontrolni) — cpm (oSetfené)] / com (kontrolni)]

Koncentrace 16 pg/ml a vy$Si vyznamné inhibovala proliferaci CD34+ linii. V
koncentracich vysSich nez 32 pg/ml vSak také dochazelo k nespecifické inhibici
proliferace u CD34- bunécéné linie PS-1. Antiproliferativni uCinek protilatky zavisel na
davce a dobé plsobeni. Nejsilngjsi inhibicni efekt byl pozorovan po 72 hodinach

inkubace s purifikovanou protilatkou
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4.1.2 Uéinek monoklonalini protildtky proti molekule CD34 na Zivotnost CD34+ a
CD34- leukemickych bunéénych linii

Linie byly inkubovany v pfitomnosti 16-170 pg/ml monoklonalni protilatky proti
CD34 molekule. Po 24, 48 a 72 hodinach byla zjiStovana Zivotnost bunék obarvenim
trypanovou modfi. Pocet Zivych bunék postupné klesal se zvySujici se koncentraci

v v

zanedbatelny.

4.1.3 Indukce apoptozy CD34+ a CD34- leukemickych bunécnych linii
pusobenim monoklonalni protilatky anti-CD34

Sledovala jsem také ucinek monoklonalni protilatky proti molekule CD34 na
indukci apoptézy u leukemickych bunéénych linii CD34+ (MOLM-9, JURL-MK1) a
CD34- (PS-1). Dale jsem jiz pracovala s anti-CD34 protilatkou v koncentraci 61
pug/ml, nebot plsobenim nizSich koncentraci (napf. 32 pg/ml) na lini MOLM-9
nedoslo k vyrazné indukci apoptézy a k ovlivnéni bunééného cyklu oproti kontrolnim
bunkam.

Buriky byly oSetfeny protilatkou v koncentraci 61 ug/ml a po 24, 48 a 72
hodinach jsme méfili pomoci pritokové cytometrie procentualni zastoupeni
TUNEL-pozitivnich bunék. Procento apoptotickych bunék (TUNEL-pozitivnich) se
béhem 72 hodinové inkubace s protilatkou postupné zvySovalo, v kontrolnich
vzorcich bylo pfitom stale jen asi 2% pozitivnich bunék. Protilatka proti molekule
CD34 v koncentraci 61 ug/ml indukuje apoptézu i u CD34- leukemické bunééné linie
PS-1. Nejrychlej§i proapoptoticky ucinek protilatky anti-CD34 v koncentraci
61 ug/ml byl pozorovan u linie JURL-MK1.

4.1.4 Ovlivnéni bunécného cyklu u leukemickych bunécnych linii CD34+ a
CD34- pusobenim protilatky proti molekule CD34

Pomoci pratokové cytometrie s pouzitim propidium jodidu jsem sledovala, zda
oSetfeni bunék monoklonalni protilatkou proti molekule CD34 v koncentraci
61 ug/ml ovliviiuje pribéh bunééného cyklu u leukemickych bunéénych linii CD34+
(MOLM-9, JURL-MK1) a CD34- (PS-1). Po 24, 48 a 72 hodinové inkubaci s
monoklonalni protilatkou byla plazmatickda membrana bunék permeabilizovana 70%
ledovym ethanolem. Poté byla DNA permeabilizovanych bunék oznacena propidium

jodidem a na pritokovém cytometru byla zmérena Cervena fluorescence.
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Monoklonalni protilatka proti molekule CD34 v koncentraci 61 pg/mi
indukovala zastavu bunécného cyklu v G1/G0 fazi po 24 hodinach u linie MOLM-7 a
po 24 a i po 48 hodinach u linie JURL-MK1. Naproti tomu u linie PS-1 nebyla
pozorovana zastava v G1/GO fazi, ale ani v jiné fazi bunécného cyklu pusobenim
61 pg/ml této protilatky. Z grafd udavajicich pocet bunék v subG1 fazi bunééného
cyklu u linii MOLM-9, JURL-MK1 a PS-1 mizeme pozorovat zvySujici se pocet bunék

akumulovanych v subG1 regionu s dobou plsobeni protilatky anti-CD34.

4.1.5 Ucinek interferoni IFN-a, IFN-g, IFN-ya monoklondlni protildtky
proti molekule CD34 na proliferaci bunék leukemické linie MOLM-9

Linie  MOLM-9 byla inkubovana bud se samotnymi interferony: IFN-o
(0.075 pg/ml) nebo IFN-B (0.375 pg/ml) nebo IFN-y (0.125 pg/ml) anebo v kombinaci
s protilatkou proti molekule CD34 (v koncentracich 16, 32 a 61 ug/ml). Po 24, 48 a
72 hodinach kultivace bunék MOLM-9 s interferony a/nebo s protilatkou byla
sledovana inhibice proliferace méFenim inkorporace °H-thymidinu do DNA.
Interferony IFN-a i IFN-B potlacuji rdst bunék linie MOLM-9 ve srovnani s kontrolnimi
bunkami. IFN-y také inhibuje proliferaci téchto bunék, ale s dobou pulsobeni
antiproliferativni ucinek IFN-y klesa. OSetfeni bunék MOLM-9 samotnou protilatkou
proti molekule CD34 v koncentraci 61 pug/ml nebo 32 ug/ml nebo 16 pg/ml anebo
v kombinaci s interferony ma velmi podobny pribéh. Oba typy oSetfeni (samotna
protilatka anti-CD34 nebo kombinované oSetfeni) vykazuji silnéjSi antiproliferativni

efekt nez oSetfeni pouze s interferony na linii MOLM-9.

4.1.6 Ucinek cytokini a protildtky anti-CD34 na bunéény rust a diferenciaci
bunék leukemické linie MOLM-9

Zkoumala jsem také ucCinek rdznych cytokin0 [smés cytokind: IL-3
(2 ng/ml) + IL-6 (10 ng/ml) + SCF (5 ng/ml) + G-CSF (1 ng/ml) + GM-CSF
(3 ng/ml); nebo IFN-y (0,125 png/ml)] v kombinaci s protilatkou anti-CD34
(61 png/ml) na bunéény rust a indukci diferenciace leukemické bunééné linie MOLM-9.
Po 72 a 120 hodinach kultivace s danymi latkami byla bunécna diferenciace
vyhodnocena pomoci morfologické analyzy vytvofenim cytospinovych preparatd.
Dale jsem hodnotila indukci diferenciace pomoci pratokové cytometrie- sledovanim
exprese povrchovych membranovych molekul nachazejicich se u vice

diferenciovanych bunék, jako jsou CD14 a HLA-DR, ztratu (sniZzeni exprese)
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molekuly CD34. Po oSetfeni IFN-y se rapidné zvysSila exprese molekul CD38, CD14,
HLA-DR zatimco exprese molekuly CD34 klesla oproti kontrolnim neoSetfenym
burikdm. OSetfeni ostatnimi latkami neovlivnilo expresi CD38, CD14 a HLA-DR.
Pomoci morfologické analyzy (cytospinové preparaty) nebo prutokové cytometrie
jsme neobjevili zadné znaky myeloidni nebo lymfoidni diferenciace po oSetfeni
danymi latkami. Inkubace bunék MOLM-9 se smési cytokinu (IL-3+IL-6+G-CSF+GM-
CSF+SCF) ze zacatku inhibuje proliferaci, ale dobou plsobeni (uz po 48 hodinach)
antiproliferativni ucinek cytokinl klesa. Kombinované oSetfeni bunék MOLM-9
s cytokiny (IL-3+IL-6+G-CSF+GM-CSF+SCF) a INF-y neovliviiovalo proliferaci bunék
MOLM-9 béhem 48 hodin v porovnani s kontrolnimi burikami, ale u bunék po 72
hodinach inkubace s cytokiny dochazi k inhibici buné&ného rastu linie MOLM-9.
OSetfeni bunék MOLM-9 smési rekombinantnich cytokind (IL-3+IL-6+G-CSF+
GM-CSF+SCF) v pfitomnosti protilatky anti-CD34 (61 pg/ml) inhibovalo proliferaci
bunék MOLM-9.

4.2 LECBA POMOCI INHIBITORU DEACETYLAZ HISTONU
V druhé c¢asti predkladané prace byl sledovan ucinek dvou inhibitord
deacetylaz histonl (suberoylanilid hydroxamové kyseliny, SAHA a Kkyseliny

valproové, VPA) na indukci apoptézy a/nebo senescence a na zastavu bunéného
rustu u leukemickych bunécnych linii MOLM-7, JURL-MK1, HL-60 a HEL.

4.2.1 SAHA i VPA inhibuji proliferaci leukemickych bunéénych linii

K navozeni inhibice bunéné proliferace bylo pouzito latky SAHA
v koncentracich 0,5-10uM a VPA v koncentracich 0,5-10 mM. K detekci Zivotnosti
bunék a inhibice proliferace byly pouzity stejné metody jako v pfipadé sledovani
antiproliferativnihno uc¢inku monoklonalni protilatky anti-CD34. Vypocet byl taktéz

proveden ze stfednich hodnot tripletd vyjadifenych v cpm podle vzorce:
Inhibice proliferace [%] = [com (kontrolni) — cpm (oSetfené)] / com (kontrolni)]

4.2.1.1 Inhibice proliferace leukemickych bunéénych linii pasobenim inhibitoru
HDAC

SAHA i VPA inhibuji proliferaci leukemickych buné&cénych linii v zavislosti na
velikosti jejich davky-koncentraci (€im vyS8Si koncentrace, tim silngjSi inhibice

v

proliferace). NejsilngjSi inhibi¢ni ucinek na linie JURL-MK1, HL-60 a HEL mély
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koncentrace 2,5-10 uM pro SAHA a 2,5-10 mM pro VPA po 72 hodinach inkubace
s inhibitory HDAC. P¥i oSetfeni linie MOLM-7 inhibitory HDAC (SAHA v koncetracich
0,5-5 uM a VPA v koncentracich 0,5-1 mM) klesala inhibice proliferace s dobou
pusobeni inhibitord HDAC. Erytroleukemicka linie HEL byla nejvice citliva k oSetfeni
inhibitory HDAC. Hodnoty IC50 (koncentrace zpUsobujici 50% inhibici proliferace)
byly u linie HEL 0,3 uM pro SAHA a 0,3 mM pro VPA.

4.2.1.2 Uginek inhibitord HDAC na zivotnost leukemickych bunéénych linii

Linie byly inkubovany v pfitomnosti 0,5-10 uM SAHA a 0,5-10 mM VPA. Po
24, 48 a 72 hodinach byla zjiSténa Zivotnost bunék obarvenim trypanovou mod¥i.
Pocet Zivych bunék postupné klesal se zvysujici se koncentraci a dobou plUsobeni
inhibitord  HDAC. V pfipadé sledovani (detekce) inhibice proliferace méfenim
inkorporace *H-thymidinu do DNA i pfi obarveni bunék trypanovou modfi vykazovaly
inhibitory HDAC nejvétsi cytotoxicky efekt na linii HEL. Uginek inhibitord HDAC na

v v

0,5-1 mM pro VPA) byl zanedbatelny.

4.2.2 Indukce apoptézy leukemickych bunécnych linii pusobenim inhibitort
HDAC

Vedle inhibice proliferace, jsme také sledovali, zda inhibitory HDAC indukuji
apoptozu u leukemickych linii MOLM-7, HL-60 a JURL-MK1. Buriky byly oSetfeny
SAHA v koncentracich 0,5-10 uM a VPA v koncentracich 0,5-10 mM. Po 24, 48 a 72

hodinach jsme pomoci prutokové cytometrie méfili procentualni zastoupeni TUNEL-

neindukuji apoptézu u linii JURL-MK1 a HL-60. Vy$Si koncentrace inhibitord HDAC
v8ak prokazatelné zvysuji pocet TUNEL-pozitivnich bunék linie JURL-MK1 a HL-60 a
to az k40-60%. Koncentrace 0,5-10uM SAHA a 2,5-10mM VPA indukovaly
fragmentaci DNA a zvySovaly poCet TUNEL-pozitivhich bunék linie MOLM-7. Stejné
jako u inhibice proliferace je indukce apoptdzy zavisla na koncentraci a dobé
pusobeni inhibitord HDAC.
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4.2.3 Ovlivnéni bunééného cyklu a indukce apoptozy leukemickych bunéénych
linii pusobenim inhibitord HDAC

Metodou prutokové cytometrie s pouzitim propidium jodidu jsem sledovala,
zda oSetfeni SAHA v koncentracich 0,5-10 uM a VPA v koncentracich 0,5-10 mM
ovlivnilo u bunék MOLM-7, HL-60 a JURL-MK1 pribéh bunééného cyklu.

U bunécné linie JURL-MK1 vystavené ucinku 5 mM VPA dochazelo po
24 hodinach k mirné zastavé v G1/G0 fazi bunééného cyklu a po 48 hodinach
5 mM VPA indukovala rovnéz u bunék JURL-MK1 zastavu bunécného cyklu v G1/G0O
fazi. AvSak delSi dobou pusobeni (72 hodin) vysSich koncentraci VPA dochazelo uz
k rostouci akumulaci bunék v subG1 fazi bunééného cyklu. SAHA v koncentraci 1uM
indukovala po 48 a 72 hodinach mirnou zastavu v G1/G0 fazi bunécného cyklu.
Pusobenim vys$Sich koncentraci SAHA na linii JURL-MK1 byla spusténa apoptoéza i
bez zastavy buné&ného cyklu, to mizeme pozorovat ze zvySené akumulace bunék
v subG1 fazi bunééného cyklu. U linii HL-60 a MOLM-7 nebyla detekovana zastava
bunééného cyklu po oSetfeni SAHA nebo VPA. AvSak pasobenim zvysujicich davek
SAHA a VPA roste i poCet bunék akumulovanych v subG1 fazi bunééného cyklu

béhem 72 hodin inkubace.

4.2.4 Indukce senescence leukemickych bunécnych linii pasobenim inhibitort
HDAC

Inhibitory HDAC indukuji zastavu bunécného cyklu a apoptézy u mnoha
bunécnych typd a jak bylo nedavno popsano, jsou také schopny indukovat
senescenci u normalnich lidskych fibroblastd a nadorovych bunék (Munro et al.,
2004; Ogryzko et al., 1996). Z tohoto divodu jsme se rozhodli zjistit, zda inhibitory
HDAC (SAHA a VPA) jsou schopny indukovat buné&nou senescenci u leukemickych
linii  MOLM-7, HL-60, JURL-MK1l. Detekce senescence byla provedena
cytochemickym barvenim, které umoznuje detekovat aktivitu B-galaktozidazy spojené
se senescenci (SA-B-gal) pfi pH 6, ktera je jednim z biomarkeru senescence (Dimri
et al., 1995). Buniky MOLM-7, HL-60 a JURL- MK1 byly inkubovany po dobu 24, 48,
72, 96 a 120 hodin se SAHA v koncentracich 1; 2,5; 5 uM a s VPA v koncentracich
1; 2,5; 5 mM. Bunky MOLM-7, HL-60 a JURL-MK1 inkubované po dobu 24, 48, 72,
96 hodin nevykazovaly aktivitu SA-B-gal. AvSak po 120 hodinach (5 dnech) inkubace
bunék MOLM-7, HL-60 a JURL- MK1 s inhibitory HDAC v koncentracich 1 a 2,5 uM
pro SAHA a 1 a 2,5 mM pro VPA bylo u téchto bunék detekovano modré zabarveni,
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prokazujici zvySenou aktivitu SA-fB-gal. U kontrolnich bunék nebyl pozorovan vyvoj
modrého zabarveni. AvSak ve vysSich koncentracich SAHA i VPA indukovaly

bunécnou smrt. Nejméné citliva k indukci senescence byla linie HL-60.

5. DISKUZE
5.1 MONOKLONALNI PROTILATKA PROTI MOLEKULE CD34

Deregulované leukemické buriky prakticky vSech typu leukémii vykazuji
poruchy fyziologické rovnovahy mezi diferenciaci, proliferaci a sebeobnovou ve
prospéch proliferace (méné zralych) progenitorovych bunék, klonalné pochazejicich
z leukemickych (u leukemie) nebo myelomovych (u myelomu) kmenovych bunék
(leukemia stem cells-LSC, myeloma stem cells-MSC). Nalezeni specifickych
povrchovych molekul exprimovanych na leukemickych kmenovych bunkach jak AML,
tak i ostatnich leukémii, myelomd a dalSich nadorl ma obrovsky vyznam pro vyvoj
cilenych terapeutik, pfedevSim na bazi monoklonalnich protilatek. Monoklonalni
protilatky cilené proti témto povrchovym molekulam mohou pfedstavovat velice
ucinna terapeutika pro cilenou Ié¢bu AML, CML i ostatnich leukemii a nadoru.
Jednim z predpokladu jejich ucinnosti je vSak presné zacileni na molekuly
exprimované pravé na leukemickych kmenovych burikach, které mohou byt i
v klidovém neproliferujicim stavu a tedy rezistentni na latky inhibujici bunécny cyklus.
Dosud bylo prokazano, Ze leukemické kmenové bufky u AML i CML maji
membranovy fenotyp CD34+ a CD38- nebo i CD34+ a CD38+ (Chan et al., 2008).
Na zakladé téchto zjisténi by mohla monoklonalni protilatka proti molekule CD34
slouzit k cilené eliminaci leukemickych kmenovych bunék zodpovédnych za rozvoj
leukémii.

V nasi laboratofi byla jiz dfive pomoci hybridomové technologie pfipravena
mySi monoklonalni protilatka proti molekule CD34 tfidy IgG1, klon 4H11, fuzi
slezinnych bunék mysSi imunizovanych burikami CD34+ leukemické bunécné linie
s burikami mysi myelomové linie SP2/0. Ziskany hybridomovy klon 4H11 produkoval
monoklonalni protilatku cilenou proti molekule CD34, ktera byla pouzita ve vSech
experimentech. Vtéto praci jsem zkoumala ucinek této purifikované mysi
monoklonalni protilatky na proliferaci, diferenciaci a indukci bunécné smrti u
leukemickych bunécnych linii. Jako model jsem si zvolila dvé CD34+ leukemické
bunécné linie MOLM-9 a JURL-MK1, obé ustavené od pacienta s chronickou
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myeloidni leukémii (CML) v blastickém zvratu, a pro srovnani jednu CD34-
leukemickou bunécénou linii PS-1, ustavenou od pacienta s akutni T-lymfoblastickou
leukémii. Déle jsem sledovala ucinky rdznych rekombinantnich cytokinl (smési
cytokinG: IL-3 + IL-6 + SCF + G-CSF + GM-CSF) nebo interferond (IFN-o, IFN-f
nebo IFN-y) v kombinaci s naSi protilatkou anti-CD34 na bunécny rust a indukci
diferenciaci leukemické bunécné linie MOLM-9.

Ke sledovani zavislosti inhibice proliferace a Zivotnosti leukemickych bunék na
koncentraci protilatky proti molekule CD34 jsem pouzivala 5 rlznych koncentraci
monoklonalni protilatky v rozmezi 16-170 pg/ml béhem 72 hodin jejiho pusobeni na
bunécné linie. Zjistila jsem, ze rlst CD34+ leukemickych linii MOLM-9 a JURL-MK1
byl inhibovan v zavislosti na vzristajici koncentraci a dobé plsobeni protilatky. V
koncentracich vysSich nez 32 pg/ml vSak protilatka vykazovala nespecificky
antiproliferativni ucinek i na CD34- leukemickou buné&cénou linii PS-1. Stejny ucinek
byl pozorovan i na Zivotnost téchto bunék. Z téchto vysledk( Ize odvodit, ze
monoklonalni protilatka proti molekule CD34 by mohla in vivo potlacovat proliferaéni
expanzi CD34+ leukemickych kmenovych i progenitorovych bunék u leukémii,
pfedevsim CML i AML, coz by mohlo byt vyuZito terapeuticky.

Jednim z moznych u¢&inkl terapeutickych monoklonalnich protilatek je i pfima
indukce apoptézy (Adams et al., 2005). Z tohoto dlivodu jsem se rozhodla otestovat
tuto protilatku, zdali je schopna indukovat apoptézu u leukemickych CD34+ liniich
MOLM-9, JURL-MK1 a pro srovnani i u CD34- linie PS-1. Ke sledovani
proapoptického ucinku této protilatky jsem zvolila koncentraci 61 pg/ml, nebot
pusobenim niz8ich koncetraci (napf. 32 pg/ml) na linii MOLM-9 nedoSlo k vyrazné
indukci apoptézy (<10% apoptickych bunék) a k ovlivnéni bunéfného cyklu.
Monoklonalni protilatka v koncentraci 61 pg/ml evidentné indukovala apoptézu u
leukemickych bunécnych linii MOLM-9 a JURL-MK1. K vy8§imu narustu procenta
apoptotickych bunék vSak dochazelo az po 72 hodinach pusobeni protilatky, coz bylo
zfejmé zpusobeno zastavou bunééného cyklu v G1 fazi b&éhem prvnich dvou dnl u
linie JURL-MK1 a po 24 hodinach u linie MOLM-9. Podobné vysledky zaznamenal,
Zada et al. (2003), ktery ve své praci popisuje antiproliferativni a proapoptoticky
ucinek monoklonalni protilatky proti molekule CD44 na myeloidni leukemické
bunécné linie. Tato protilatka je v soucCasnosti jiz testovana v preklinickych studiich

jako jedna z moznych monoklonalnich protilatek cilenych na leukemické kmenové
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buriky u AML (Jin et al., 2006; ten Cate et al., 2010). NaSe protilatka proti molekule
CD34 v8ak neméla vyrazny vliv na jednotlivé faze bunécného cyklu u CD34- linie
PS-1, avSak jejim pusobenim dochazelo i u této linie k indukci apoptézy. To by
mohlo byt zpldsobeno tim, Ze linie PS-1 byla ustavena od pacienta s tzv. "stem cell
leukemii", ktera pochazi zleukemickych kmenovych bunék - pravdépodobné z
prekurzort pro T-lymfoidni i myeloidni fadu (Stéckbauer,1986 a 2002). Prestoze jsou
PS-1 buriky opakované CD34-, jak ve fluorescencni mikroskopii, tak i v pritokové
cytometrii, nelze vyloucit jejich moznou mikropozitivitu na tento antigen. A to by
mohlo byt pfi¢inou nespecifické rezidualni inhibice proliferace a indukce apoptozy
této linie ve vysSich koncentracich protilatky proti CD34.

Interferony INF-o a INF-B maji vyznamné ucinky v Ié€bé mnoha malignich
nadort (Borden, 2005) a také se osvédCily pfi IéCbé nékterych hematologickych
malignit, napf. u chronické myeloidni leukémie (Allan et al., 1995) a u
vlasatobunécéné leukémie (Jahagindar et al., 2001). INF-a.a INF-p potladuji rast i
leukemické bunécné linie MOLM-9. Benjamin et al. (2007) ve své praci popisuje
antiproliferativni uc€inek IFN-aoa IFN-Bna sérii leukemickych bunéénych linii
odvozenych od AML. IFN-o a IFN-B inhiboval proliferaci bunék linie MOLM-9
ucinngji nez IFN-y. Protilatka proti CD34 v rznych koncentracich (16, 32 a 61 ug/ml)
potencovala antiproliferativni Gcinek interferont u linie MOLM-9.

Identifikace cytokint ovliviiujicich normalni hematopoezu vznesla otazku, zdali
cytokiny indukujici diferenciaci normalnich hematopoetickych bunék, mohou téz
indukovat diferenciaci leukemickych bunék do vice zralych nedélicich se bunécnych
stadii. Bylo prokazano, ze hematopoetické cytokiny samotné nebo ve
vzajemnych kombinacich maji schopnost indukovat terminalni diferenciaci Casto
doprovazenou i zastavou proliferace nékterych typl leukemickych bunék (Leung et
al., 2005; Sachs, 1996). Napf. IL-3, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-6, SCF, indukuiji
diferenciaci myeloidnich leukemickych linii K562, HL-60, KG-1 a U-937 (Bedi et al.,
1995; Ward et al., 1990). Jedna z moznych funkci molekuly CD34 mlze byt pravé
blokovani bunécné diferenciace kmenovych a progenitorovych bunék. Fackler a kol.
(1995) zjistili, ze posileni exprese molekuly CD34 brani v diferenciaci mySi
myeloblastické bunécné linie M1. Proto jsem zvolila jako jeden ze znaku stupné
diferenciace resp. nezralosti leukemickych bunék sledovani exprese molekuly CD34.
Jako model pro indukci diferenciace jsem si vybrala buriky linie MOLM-9, které jsem
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inkubovala se smési rekombinantnich cytokind (IL-3 + IL-6 + SCF+ G-CSF +
GM-CSF) nebo s INF-y nebo v kombinaci protilatky proti CD34 a smési cytokinu.
Indukci diferenciace jsem sledovala analyzou exprese nékterych povrchovych
molekul (CD34, CD14, CD38, HLA-DR) pomoci pratokové cytometrie (po 72
hodinach) a morfologickou analyzou cytospinovych preparatd (po 3 a 5-ti dnech).
Zjistila jsem, Ze inkubace bunék MOLM-9 s protilatkou proti CD34 nebo se smési
cytokinl nebo s jejich kombinaci po dobu 72 hodin, vyznamné neovlivnila expresi
povrchovych molekul oproti neoSetfenym bunkam. RovnéZz morfologickou analyzou
cytospinovych preparatd nebyl objeven zadny znak diferenciace. Dale jsem zjistila,
ze IFN-y po 72 hodinach plsobeni snizuje expresi antigenu CD34, coz by mohlo byt
vysvétleno schopnosti IFN-y stimulovat expresi MHC-II a jinych povrchovych molekul
vyskytujicich se u vice zralych bunék, jako napf. CD38, CD14 a HLA-DR,
v porovnani s neosetfenymi kontrolnimi burikami. AvSak morfologickym rozborem
cytospinovych preparati nebyl objeven zadny konkrétni parametr diferenciace do
myeloidni nebo lymfoidni fady.

Ackoliv pfesny mechanizmus indukce bunééné smrti a antiproliferativniho
ucinku monoklonalni protilatky proti molekule CD34 produkované nasSim klonem
4H11 je zatim neznamy, mohla by tato protilatka po dalSich studiich na bunécnych
liniich a leukemickych burikdch nemocnych s AML a CML a po uspésnych
preklinickych testech na laboratornich zvifatech predstavit dalSi novou alternativu pro
cilenou léCbu leukemii. Zvlasté pak v pfipadech, kde byl neuspé&sSné pouzivan
gemtuzumab-ozogamicin, (anti-CD33 znafena calicheamicinem) (Mylotarg), ktery
nemusi eliminovat vSechny leukemické kmenové bunky, jez mohou po |éEbé opét
nastartovat rozvoj relapsu leukemie a proto byl vroce 2010 stazen z indikaci
doporuCenych FDA. Nicméné stale zustavd mnoho problémd, které musi byt
vyifeSeny. Jedna se zejména o expresi molekuly CD34 na jinych typech bunék,
pfedevSim na normalnich endotelialnich burikach a pfipadné i na dalSich typech
bunék zejména nehematopoetického plvodu. Rovnéz mozné poskozeni normalnich
hematopoetickych bunék se musi brat v uvahu a peclivé prozkoumat. V pfipadé
mozného poskozeni normalnich hematopoetickych bunék, ale zarovén i silného
zniCeni leukemickych bunék, by mohla tato protilatka predstavovat novy potencialni
postup i pro predtransplantacni pfipravu pfed autologni i alogenni transplantaci
hematopoetickych bunék.

Vysledky této studie byly publikovany v roce 2007 v Casopise Neoplasma:
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Elknerova K., Lacinova Z., Soucek J., Marinov |., Stockbauer P. Growth inhibitory effect of the
antibody to hematopoietic stem cell antigen CD34 in leukemic cell lines. Neoplasma. 2007. 54:
311-20.

5.2 INHIBITORY DEACETYLAZ HISTONU, SAHA A VPA

Epigenetické mechanizmy, jako je dysregulace exprese urcitych specifickych
genu mohou mit zasadni vyznam pfi vzniku nadort (Li et al., 2005; Ahn et al., 2008).
Inhibitory histondeacetylaz mohou znovu indukovat expresi ,umi€enych“ genu a tim
inhibovat rast a preziti nadorovych bunék (Kouraklis et al., 2006). Remodelace
chromatinu puasobenim inhibitord HDAC muze indukovat odpovéd buriky na
poskozeni DNA (Gaymes et al., 2006), coz mize v konecném dusledku vyvolat
zahajeni apoptdézy nebo senescence (Gaymes et al., 2006; te Poele et al., 2002).
JeSté v nedavné dobé se jevilo, Zze indukce apoptézy je hlavnim pfijatelnym
pfistupem k nadorové [éCbé. Nyni je vSak patrné, Ze nejen vyvolani apoptézy, ale i
autofagie, mitotické katastrofy nebo senescence jsou dalSimi potencialnimi pfistupy
k terapii nador(. Vzhledem k tomu, Zze u mnoha nador béhem jejich vyvoje dochazi
k inaktivaci apoptotickych cest, mohla by byt senescence indukovana terapii (TIS,
therapy-induced senescence) dalSim alternativnim pfistupem, ktery mlze zlepsit
stavajici protinadorovou terapii (Ewald et al., 2010). Senescence muze byt
indukovana napf. doxurubicinem, aphidicolinem, cis-platinou, ionizaCnim zafenim
nebo etoposidem a to v zavislosti na bunéfném typu a koncentraci (Chang et al.,
1999). Studie ukazuji, Ze senescence je indukovana, kdyz je apoptéza blokovana
zvysenou expresi BCL2 nebo inhibici kaspaz (Crescenzi et al., 2003; Rebbaa et al.,
2003). Z vyzkumu vyplyva, ze TIS by mohla slouzit jako ,zalozni“ odpovéd na terapii
nadord, u kterych jsou poSkozené apoptické signalizacni cesty (Schmitt et al., 2002).
Vyhodou TIS je, Ze muze byt vyvolana jak u ranych tak i u pozdnich stadii nadoru
(Xue et al., 2007).

Sledovala jsem uc&inek raznych davek inhibitord HDAC, SAHA (0,5-10 uM) a
VPA (0,5-10 mM) na sérii leukemickych bunéénych linii (MOLM-7, JURL-MK1,
HL-60, HEL). ZjiStovala jsem, pfi které davce inhibitort HDAC dochazi k indukci
zastavy bunécného cyklu, vyvolani apoptdzy nebo senescence.

Antiproliferativni  u€inek inhibitord HDAC byl popsan u normalnich i
transformovanych bunék (Schwarze et al., 2005). Zjistila jsem, Ze inhibitory HDAC,
SAHA a VPA, inhibuji buné¢ny rust u vSech testovanych leukemickych bunéénych

linii a to v zavislosti na koncentraci a dobé& plsobeni. NejsilngjSi inhibi¢ni efekt
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vykazovaly davky v rozmezi 2,5-10 uM SAHA a 2,5-10 mM VPA. Hodnoty IC50
(koncentrace zpusobujici 50% inhibici proliferace) se u testovanych leukemickych
linii pohybovaly v rozmezi 0,2-3,8 uM pro SAHA a 0,3-1,6 mM pro VPA béhem 72
hodinové inkubace. Erytroleukemicka linie HEL byla nejvice citliva k oSetfeni
inhibitory HDAC, na rozdil od myeloidni linie MOLM-7, ktera byla k oSetfeni inhibitory
HDAC nejméné citliva.

Inhibitory HDAC indukuji apoptézu u mnoha typu nadorovych bunék. V nasich
experimentech jsme zjistili, Zze indukce apoptdzy pasobenim SAHA nebo VPA byla
rizna u kazdé testované leukemické bunécné linie. U bunék MOLM-7 se vyviji
rozsahla, rychla, na koncentraci zavisla apoptéza. Tyto vysledky jsou také potvrzeny
analyzou bunécného cyklu. Apoptéza je u téchto bunék spusténa i bez zastavy
bunécného cyklu, coz doklada zvySujici se pocet bunék akumulovanych v subG1 fazi
bunéného cyklu béhem 72-hodinového oSetfeni inhibitory HDAC. Na rozdil od
bunék MOLM-7, bunky JURL-MK1 i HL-60 vstupuji do apoptézy pomaleji, coz
dokazuje i nizSi poCet TUNEL-pozitivnich bunék. Pravdépodobné se u nich vSak
spousti i jiné formy bunécné smrti (nekréza, autofagie), coz mizeme pozorovat z
vy$Si frakce Trypan-blue pozitivnich bunék béhem 72-hodinového oSetfeni SAHA i
VPA. Stejné jako u inhibice proliferace je i indukce apoptozy zavisla na koncentraci a
dobé pulsobeni inhibitord HDAC. Nejsilngjsi indukce apoptdzy bylo dosazeno po 72
hodinach u vSech testovanych leukemickych linii a nejsilnéjSi proapoptoticky ucinek
vykazovaly davky 5 a 10uM pro SAHA a 5 a 10mM pro VPA.

Také byla testovana aktivita [-galaktozidazy spojené se senescenci
(SA-B-gal), ktera odliSuje senescentni buriky od ostatnich Zivych i mrtvych bunék.
Ustanoveni senescencniho fenotypu trva nékolik dni (3-7 dnu) na rozdil od apoptozy,
u které dochazi k velmi rychlé aktivaci apoptickych procesul a destrukci buriky béhem
24 hodin (Campisi et al., 2007; Chang et al., 1999; Schwarze et al., 2005).
To potvrdily i nase vysledky, kdy k indukci senescence dosSlo az po 5 dnech pusobeni
inhibitord HDAC u bunécénych linii MOLM-7, JURL-MK1 a HL-60, na rozdil od
apoptézy, ktera byla patrna jiz po 48 hodinach pulsobeni inhibitori deacetylaz
histonl. Zda se burika rozhodne spustit apoptoticky program bunééné smrti nebo
senescencni zastavu rlstu zavisi z ¢asti na velikosti stresu, jemuz byla burka
vystavena (Chang et al., 1999). NizSi stupen poSkozeni spousti antiproliferativni
odpovéd spojenou se senescenci bez aktivace kaskady kaspaz a spusténi
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apoptického procesu. Naopak vysSi davky |éCiv zpUsobujici vetSi poSkozeni DNA
vyvolavaji apoptotickou odpovéd (Schwaze et al., 2005). To je v souladu i s nasimi
vysledky, ze kterych vyplynulo, Ze vysSi davky SAHA i VPA indukuji vice apoptozu a
naopak nizsi davky indukuji senescenci. Toto zjisténi by mohlo v podstaté pfispét ke
zlepSeni protinadorové strategie a redukovat nezadouci vedlejsSi efekty u mnoha

|éCebnych protokoll a procedur (Schmitt, 2007).

Vysledky této studie byly publikovany v roce 2011 v Casopise Neoplasma:
Elknerova K, Myslivcova D, Lacinova Z, Marinov I, Uherkova L, Stéockbauer P. Epigenetic
modulation of gene expression of human leukemia cell lines - induction of cell death and

senescence. Neoplasma. 2011. 58: 35-44.
6. ZAVER

6.1 MONOKLONALNi PROTILATKA PROTI MOLEKULE CD34 (klon 4H11)

® inhibuje proliferaci a zastavuje bunécény cyklus v G1/GO fazi u CD34+
bunécénych linii

® indukuje apoptézu u CD34+ bunéénych linii

® v koncentraci vy$8i nez 32 ng/ml vak vykazuje nespecificky antiproliferativni
a proapopticky efekt také u CD34- leukemické bunécné linie PS-1.

®» potencuje antiproliferativni Uc¢inek interferoni a smési rekombinantnich
cytokinU

® neindukuje myeloidni diferenciaci CD34+ leukemické linie MOLM-9 odvozené
od nemocného s chronickou myeloidni leukemii v blastickém zvratu

®» kombinované oSetfeni s INF-y nebo smési nékolika rekombinantnich cytokinG

neindukuje diferenciaci bunécéné linie MOLM-9

6.2 EPIGENETICKE INHIBITORY HDAC - SAHA a VPA
®» mechanizmus pusobeni inhibitor SAHA a VPA je komplexni a vysledny
ucinek zavisi na individualnim buné&ném kontextu (typu buriky), koncentraci a
dobé pusobeni HDACI
® inhibitory HDAC indukuji mnohem silngji a rychleji apoptdzu nez senescenci
®» pro indukci senescence je potfeba delSi doby pusobeni (5 dnl) a nizsich
koncentraci inhibitord HDAC, nez pro indukci apoptdzy, ktera je patrna po 48

hodinovém oSetieni vy3Simi davkami inhibitord HDAC
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