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1. Uvod

1.1.  Akutni myeloidni leukémie

Nadorova onemocnéni u déti jsou vzacna, tiebaze jejich incidence v poslednich 30 letech
nartsta. Pfesto jsou malignity druhou nejcastéjsi pfi¢inou amrti v détském vék (Orkin SH,
2008). Leukémie jsou skupinou nejcastéjSich zhoubnych nadorovych onemocnéni détského
veku, kdy prestavuji celkem 25-30% ze vSech malignit. Leukémie se podle pribéhu déli na
chronické a akutni. Chronické leukémie se vyskytuji zejména u dospélych, u déti je vzacné
diagnostikovéana chronicka myeloidni leukémie. VétSina leukémii u déti pfipadé na akutni typ
onemocnéni, u kterého 80% predstavuje ALL (akutni lymfoblasticka leukémie) a v 20% se
jedna o AML (akutni myeloidni leukémie) (Mayer, 2002). AML zahrnuje heterogenni
skupinu malignich onemocnéni krvetvorby charakterizovanou zastavou diferenciace a maligni
klonalni transformaci hematopoetické kmenové bunky nebo myeloidniho progenitoru.
Nasledkem je akumulace myeloidnich leukemickych blast v kostni dieni, jejich vyplavovani
do periferni krve a infiltrace extrameduldrnich orgént. K diagnoze AML je zapotiebi, aby
byla detekovana infiltrace kostni difené nejméné 20% myeloidnimi blasty. AML u déti je
vzicné onemocnéni (v CR je ro¢né diagnostikovano kolem 10 novych ptipadil) v porovnani
S dospélymi, u kterych se incidence AML udava az 2,7 na sto tisic obyvatel. Pro AML
détského ve&ku je charakteristicka bimodalni distribuce vyskytu s vyssi incidenci u déti
mladSich dvou let a poté u dospivajicich (15 az 19 let) (Ries LAG. et al., 2007). AML
predstavuje 16% détskych leukémii ve veékové skupiné do 15 let a 36% u dospivajicich ve
véku 15 az 19 let. Détskd AML ma horsi prognézu nez ALL a to i pfes daleko intenzivnéjsi a
toxiCt¢jsi 1écbu zaloZenou na podavani vysokodavkovaného cytarabinu a antracyklind. Kvili
heterogenni povaze AML je obtiZzné najit 1écebné schéma, které by efektivné vylécilo vétSinu
pacientli. Vyrazny pokrok v 1é¢bé AML je datovan zhruba do poloviny sedmdesatych let
minulého stoleti, kdy se zacala 1écba organizovat v ramci mezinarodnich klinickych studii.
V soucasnosti lze vylécit piiblizné dvé tretiny détskych pacientt s AML s uddvanou
pravdépodobnosti pétiletého OS (celkového pieziti) kolem 70% v zavislosti na pouzitém
lé¢ebném protokolu. Konkrétné pracovni skupina BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster), jejiz
soucasti jsou i détska hematologicka centra v CR, publikovala vysledky 1é¢by détské AML
s pravdépodobnosti celkového pétilettho OS 66% (Creutzig et al., 2006). Obdobnych
vysledkt dosahuje v 1é¢bé détskych AML i protokol vyvinuty v SJRCH (Saint Jude Research
Childrens Hospital) v USA s pravdépodobnosti pétiletétho OS 70% (Rubnitz et al., 2010).
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Zatim nejlepsi 1é¢ebné vysledky zaznamenala japonska pracovni skupina s protokolem
AML99 a pravdépodobnosti pétiletého OS 75% (Tsukimoto et al., 2009).

cytogeneticka a molekularn¢ genetickd charakteristika leukemickych blasth. Podle téchto
kritérii jsou pacienti stratifikovdni do rizikovych skupin v soucasné pouzivaném
mezinarodnim 1é¢ebném protokolu AML-BFM 2004. Do skupiny standardniho rizika jsou
zafazeni pacienti snalezem fuzniho genu PML-RARa, AML1-ETO, CBFB-MYH1l1l za
pfedpokladu dobré 1é€ebné odpovédi s redukei blasti v kostni dfeni pod 5% dva tydny od

zah4jeni 1écby.

1.2. Klasifikace akutni myeloidni leukémie

V praxi se paraleln¢ pouzivaji dva klasifikacni systémy. Prvni predstavuje konsenzus
francouzskych, americkych a britskych (FAB) odbornikl z roku 1976 (Bennett et al., 1976),
ktery je zaloZen na morfologickém a cytochemickém hodnoceni blastii (Tab. 1) a koreluje s
urovni, na které doslo k bloku diferenciace. Konkrétné M0 oznacuje nediferencovanou AML,
M1 bez vyzrdvani a M2 s vyzrdvanim, M3 akutni promyelocytarni AML, M4
myelomonocytarni AML a M5 monocytarni AML. Jako M6 a M7 se oznauji akutni
erytroleukémie a akutni megakaryocytarni leukémie. Oproti FAB klasifikaci zohlediiuje
WHO klasifikace z roku 2008 vedle morfologie i klinicka a imunofenotypizacni kritéria a
soucasné i cytogenetické a molekularné genetické zmény v AML blastech, které spolehlivéji
koreluji s prognézou pacientd (Tab. 2) (Bennett, 2000; Vardiman et al., 2002). V této
klasifikaci jsou pod nazvem AML s rekurentnimi genetickymi zménami zastoupeny leukémie
s prestavbami t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13;922), t(15;17)(922;q12) a s piestavbami genu
MLL. Tyto leukémie se vyskytuji pfiblizné u poloviny pacientti a zahrnuji téi typy AML s
nejlepsi progndzou. Jedna se o APL (akutni promyelocytarni leukémie) s t(15;17)(922;921) a
dale o AML s translokacemi zasahujicimi geny pro beta podjednotku CBF (core binding
factor), ktery je jednim z transkripénich faktorti hrajici kliCovou roli v hematopoéze. Sem
spadaji translokace t(8;21)(g22;922) a inv(16)(p13;q22) ¢i t(16;16)(p13;922). Pro stanoveni
diagnozy AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami je dostaCujici zachyt ptisluSné
fuze, pficemZz dosazeni arbitrdrné stanovené hodnoty 20 % blasti v kostni dieni neni
podminkou. Doplnénda WHO klasifikace zroku 2008 rozsifila skupinu s rekurentnimi

genetickymi abnormalitami o dalSi translokace, ale také zahrnula specifick¢é mutace genti
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C/EBPa. (CCAAT enhancer binding protein alpha) a NMP1 (nucleophosminl) (Arber DA,
2008).

MO AML bez diferenciace

M1 AML bez vyzravani

M2 AML s vyzravanim

M3  Akutni promyelocytarni leukémie

M4  Akutni myelomonocytarni leukémie

M4eo Akutni myelomonocytarni, s eozinofilii

MS  Akutni monocytarni leukémie

M6 Akutni erytroleukémie

M7 Akutni megakaryocytarni leukémie

Tabulka ¢. 1 — Morfologicka klasifikace AML podle FAB (1976)

Akutni myeloidni leukémie S rekurentnimi genetickymi zménami
AML s balancovanymi translokacemi / inverzemi:
AML s (8;21)(q22;922), fuzni gen AML1-ETO
AML s inv(16)(p13.1;922) nebo t(16;16) (p13.1;q22), fuzni gen CBFp—-MYH11
APL, AML s t(15;17)(q22;921), fzni gen PML-RARa
AML s t(9;11) (p22;q23), fuze zahrnuje MLL gen
AML s 1(6;9)(p22;934), fuzni gen DEK-NUP214
AML s inv(3)(q21;q26.2, fizni gen RPN1-EVI1
AML s t(1;22)(p13;g13), fzni gen RBM15-MKL1

Akutni myeloidni leukémie s myelodysplastickymi zménami

Akutni myeloidni leukémie po 1é¢bé (cytotoxickymi latkami, radioterapii)

AKkutni myeloidni leukémie jinak bliZe nespecifikovana
AML s minimalni diferenciaci
AML bez vyzravani
AML s vyzravanim
Akutni myelomonocytarni leukémie
Akutni monoblasticka a monocytarni leukémie
Akutni erytroleukémie
Akutni megakaryoblastickd leukémie
Akutni basofilni leukémie

Akutni panmyeldza s myelofibrozou

Myeloidni sarkom

Myeloidni proliferace p¥i Downové syndrome

Neoplazie z blastickych plazmatickych dendritickych bunék

Tabulka €. 2 — Revidovana klasifikace AML podle WHO (2008) — zjednoduseny pichled




1.3.  Imunofenotypizace

Kromé klasické diagnostiky a rozdéleni AML na zakladé morfologie je dulezita detekce
povrchovych a intracelularnich znakd (tzv. imunofenotyp) pritokovym cytometrem, ktera
vyuziva zmén v expresi povrchovych znakl ozna¢ovanych jako CD (cluster of differentiation)
v pribéhu diferenciace hematopoetickych bunék. Metoda umozZiuje rozlisit jednotlivé
podtypy leukémii a navic z divodu aberantni exprese povrchovych znakl na leukemickych
bunkach je zaroven odli$i od normalnich blasti pfitomnych v kostni dfeni (Macedo et al.,
1995). Aberantni exprese na AML blastech je popsana jako pfitomnost exprese tzv.
nemyeloidnich znakd (CD19, CD56), asynchronni exprese ¢asnych znakii (napf. CD34)
dohromady s pozdnimi znaky diferenciace jako je CDI15. Zaroven je charakteristicka
signifikantné vyssi exprese daného znaku, nez je detekovano u normalniho myeloidniho
progenitoru (San Miguel et al., 1997; Sievers et al., 2003).

Monoklonélni protilatky konkrétné pouZzivané v diagnostice AML jsou cilené proti
povrchovym proteinim CD11b, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD41, CD42, CD61,
glykoforin A, HLA-DR a CD117 (van Dongen et al., 2012; Wells et al., 1996). V prib&hu
normalni hematopoézy jsou Casné myeloidni prekurzory charakterizované expresi CD13,
CD33, CD34 a CD117. V pribéhu myeloidni diferenciace se ztraci exprese CD34 a CD117,
klesa exprese CD33 a naopak stoupa exprese CD11lb a CDI15. Pokud bunky diferencuji
smérem k monocytarni linii, exprimuji znak CDI14, ktery je také vhodnym znakem
k identifikaci akutni myelomonocytarni (M4) a monocytarni (M5) leukémie. Pro erytroidni
diferenciaci je typicky vzestup exprese glykoforinu A, ktery je nalézan na povrchu blasti u
akutni erytroleukémie (M6). Akutni megakaryocytarni leukémie je definovana ptfitomnosti
znakli asociovanych strombocyty CD41, CD42 a CD61. Na zakladé¢ kombinace vySe
popsanych znakti lze prutokovym cytometrem odlisit ALL od AML ve vice nez 90%
procentech ptipadt (Harada et al., 1994; Tucker et al., 1990). Méné nez 5% akutnich leukémii
je charakterizovano paralelni expresi myeloidnich a lymfoidnich znakd. Tato podskupina
leukémii se nejnovéji nazyva MPAL (akutni leukémie se smiSenym fenotypem) (Mejstrikova
et al., 2010). MPAL dale zahrnuje tzv. bilinearni leukémii, u které jsou piitomny dvé
subpopulace blastt, jedna lymfoidni a druha myeloidni (Gerr et al., 2010).
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14. Biologie akutni myeloidni leukémie

Analyza rekurentnich chromozomalnich abnormit a molekuldrnich zmén u pacienti
S AML ma hluboky dopad v oblasti porozuméni podstaty tohoto onemocnéni. Piestoze bylo
detailné¢ zkouméano mnoho z identifikovanych molekularnich zmén, z4dnd neni schopna
samostatné zplsobit leukémii. V soucasné dob¢ I1ze u 90% ptipadi détské AML detekovat

alespon jednu genomickou abnormalitu (Pui et al., 2011) (Obrazek.¢. 1).

1.4.1. Chromozomalni aberace a genové mutace

Klonalni chromozomalni abnormality jsou identifikovany u zhruba 75% déti s AML a
jsou dulezitym diagnostickym a prognostickym znakem (Grimwade et al., 1998; von Neuhoff
et al., 2010). Translokace t(8;21)(q22;922) je asociovana s M2 podtypem AML a je spojena
s dobrou progndzou s pravdépodobnosti celkového pétiletého pieziti 80-90% (Harrison et al.,
2010; von Neuhoff et al., 2010). Také AML s inv(16)(p13;922) je povazovana za AML
s dobrou prognézou a vyskytuje se vyhradné¢ u M4eo podtypu podle FAB. Inv(16)(p13;q22)
je zodpovédna za fuzi jaderného vazebného faktoru CBF a MYH11 (myosin haevy chain 11).
Pritomnost translokace t(15;17)(g22;921) piinasi svému nositeli dobrou prognézu diky
k ATRA je dana zahrnutim receptoru pro retinovou kyselinu do této fize. Abnormality
chromozomu 5 vyskytujici se u 2% détskych AML a chromozomu 7 u 4% pfipadd jsou
asociované se Spatnou prognézou (Hasle et al., 2007; Wells et al., 2002). Chromozom 3 je
alterovan v inv(3)(g21;926) neboli t(3;3)(q21;926), coz vede ke zvysené expresi genu EVI1
(ecotropic virus integration site 1) lokalizovaného na 3q26 (Balgobind et al., 2010). Dalsi
vzacnéj$i abnormalitou je t(6;9)(p23;034) formujici fizni gen DEK-NUP214 (DEK
oncogene-nucleoporin 214kDa). Pii ptitomnosti této flize je popisovano vétsi riziko 1é¢ebného
selhani a relapsu AML (Harrison et al., 2010). Pro akutni megakaryocytarni leukémii u déti,
které nemaji Downlv syndrom, je charakteristickd translokace t(1;22)(p13;q13)
predisponujici K horsi prognoze (Ma et al., 2001). Velkou skupinou aberaci jsou translokace
postihujici lokus chromozomu 1123, které se vyskytuji zejména u M4 a M5 podtypu AML a
jsou typické pro akutni leukémie kojeneckého veéku. V oblasti 1123 se nachazi gen MLL
(mixed lineage leukemia), ke kterému bylo identifikovana fada fGznich partnerti. Analyzou

souboru 756 pacientt s 11q23 piestavbami bylo zjisténo, Ze podskupina s t(1;11)(q21;923) je
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charakterizovana lepSi prognézou. Naopak pacienti s prokdzanou t(6;11)(q27;923) nebo
t(10;11)(p12;923) se vyznacovali vys$Sim rizikem léebného selhani. Pteziti velké skupiny
pacientt s t(9;11)(p22;923) se nelisi od pramérného celkového preziti déti s AML (Balgobind
et al., 2009).

V AML blastech se také nachazeji specifické mutace hrajici roli v patogenezi, jelikoz
ovliviluji proliferaci, diferenciaci a apoptoézu. Bialelickd mutace C/EBPa, transkripéniho
faktoru regulujiciho myeloidni diferenciaci, byla identifikovana u zhruba 4% piipadt détské
AML (Ho et al., 2009; Kirstetter et al., 2008). Tumor supresorovy gen WT1 (Wilms tumor 1),
ktery byl plivodné popsan v patogenezi Wilmsova tumoru, hraje dualezitou roli i
vV hematopoetické kmenové butice. Inaktivaéni mutace ve WTL1 jsou nalézdny u 8 az 12%
pripadi détské AML. Jejich prognostickd vyznamnost zistava nejistd a je pravdépodobné
zavisla na pouzitém lé¢ebném protokolu (Hollink et al., 2009). GATAL (GATA-binding
factor 1) je kriticky regulator diferenciace erytroidni a megakaryocytarni linie. Mutace v genu
GATAl jsou detekovany u akutni megakaryocytarni leukémie u déti s Downovym
syndromem. U tohoto podtypu leukémie je mutace GATAL identifikovéana jako prvni zdsah
v leukemogenezi a je detekovana i prenatalné (Crispino, 2005). Aktivaéni mutace FLT3-1TD
zpusobena vnitini tandemovou duplikaci vede ke konstitutivni aktivaci FLT3 (fms-related
tyrosin kinase 3) a vyskytuje se u 10% pacientt. Zvyseny alelicky pomér FLT3-ITD k ,,wild
type* FLT3 znamena horsi prognézu pro svého nositele. Bodova mutace v aktivacni ,,loop*
doméné (FLT3-ALM) oproti tomu nevede K horsi prognoze a vyskytuje se u 6 az 8% AML
(Meshinchi et al., 2006). Mutace v c-kit se vyskytuji Castéji u pacientd s CBF AML, kde
zaujimaji az 25% ptipadta (Cairoli et al., 2006; Schnittger et al., 2006) a nyni jsou vedeny
studie, které maji ukazat jeji prognosticky vyznam. U 10% déti s AML se také vyskytuje
mutace v genu RAS (Rat Sarcoma) a jeji ptitomnost je po dle nékterych autorti spojovana
S vyssim rizikem pozdnich relapst (Sano et al., 2012). Mutace v NPM1 jsou asociovany
s dobrou prognézou u détské AML. Cast&ji se vyskytuji u AML s normalnim karyotypem,
kde ptedstavuji 20% mutaci (Brown et al., 2007). Mutace v DNMT3A (DNA metyltransferase
3A) byly identifikovany u 20% dospélych pacientl a jsou spojovany se Spatnou progndzou.
Oproti tomu u déti se ukazuje, Ze tato alterace je velmi vzacna (Ho et al., 2011; Ley et al.,
2010). Dale byly u 4% détskych pacientii identifikovany mutace v genech pro IDH1, 2
(izocitrat dehydrogenaza) (Ho et al., 2011).
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2% 6%
Obrazek €. 1 Zastoupeni jednotlivych chromozomalnich abnormalit a specifickych genovych
mutaci u détské AML. Prevzato z Pui et al., 2011.

1.4.2. Teorie mutaci L. a II. typu

Gilliland a dalsi (Frohling et al., 2005; Gilliland, 2002; Gilliland et al., 2004) popsali
komplexni model leukemické transformace u AML zalozené na podklad¢ specifickych
mutaci, které pusobi paralelné¢ a ovliviiuji preziti bun€k, diferenciaci a mechanizmus
sebeobnovy neboli ,,self-renewal*. K transformaci jsou potfeba minimalné dvé rizné mutace
ze dvou popsanych tfid mutaci. Mutace z 1. tfidy Casto postihuji receptor signaliza¢ni drahy
nebo tyrozinové kinazy a tim podporuji proliferacni vyhodu bunék a schopnost vyhnout se
bunééné smrti. Oproti tomu mutace II. tiidy zptsobuji zastavu diferenciace nebo umocnuji
schopnost sebeobnovy, samotné vSak neposkytuji buiice proliferaéni vyhodu. Piestoze se
tento model dvou zdsahti zd4 atraktivni, na zaklad¢é novych poznatkil je pravdépodobné piilis
zjednoduseny. Dalsi mutace, které postihuji klicové regulac¢ni drahy, jsou nutné k rozvoji
leukemogeneze. Konkrétné jsou popsany mutace ve Wnt (wingless, drosophila intl) draze
(Simon et al., 2005), NOTCHL1 (notch homolog 1) (Palomero et al., 2006) a v genech HOX
(homeodomain box) rodiny (Rice and Licht, 2007). Klicovy tumor supresor p53
pravdépodobné také hraje dtlezitou roli v leukemické transformaci (Pedersen-Bjergaard et al.,
2006).

Jako prvni zastupci mutaci I. tfidy byly popsany mutace v RAS rodin¢ skladajici se
z izoforem NRAS, KRAS, HRAS, které vSechny putsobi jako GTP (guanosin nukleotid
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trifosfat) vazici proteiny (Frohling et al., 2005). Mutace v KIT zptsobuje aktivaci nezavislou
na ligandu a vede K ristu nezavislému na rastovych faktorech (lkeda et al., 1991). Delece a
inseréni mutace KIT byly detekovany v blastech AML pacientti, casto v asociaci
s abnormalitami v CBF, napt. inv(16)(p13;922) nebo t(8;21)(g23;q22) (Pollard et al., 2010).
Gen FLT3 koduje tyrozinkindzovy receptor, ktery je exprimovan v ¢asnych hematopoetickych
progenitorech. Aktivace FLT3 u FLT3-ITD pozitivnich pacientdi ovliviiuje nékolik jinych
drah véetné jiz zminované RAS drahy, déale zpisobuje inhibici apoptdézy mediované
kaspazami pies stimulaci PI3K (phosphatidyl inositol triphosphate) a AKT (akt Kkinase)
(Mizuki et al., 2000).

Mutace II. tfidy vétSinou funguji jako transkripéni represory, coz zptsobuje inhibici
diferenciace normalnich hematopoetickych bunék. Typickymi zastupci této tfidy jsou
translokace zahrnujici CBF komplex, napft. t(8;21)(q23;q22) generujici chiméricky protein
AMLI1-ETO a inv(16)(p13;q22), kde fazuje CBFf3 s MYH11. APL je molekularné definovana
piitomnosti translokace obsahujici RARa (receptor pro retinovou kyselinu alfa) nachazejici na
chromozomu 17. Vétsina ptipadti APL je spjata s t(15;17), ktera dava podklad chimérickému
proteinu PML-RARa, ktery zpusobuje blok myeloidni diferenciace na urovni promyelocytu
(Mistry et al., 2003). Translokace ¢asti chromozomu 11 obsahujici oblast q23 se nejéastéji
vyskytuje u akutnich leukémii kojeneckého veéku. Translokace obsahujici MLL gen zptsobuji
zvyseni exprese nékterych gend s homeoboxovou doménou (HOXA9, HOXA7) (Armstrong
et al., 2002; Ayton and Cleary, 2001). Existuji studie, které prokazuji, Ze overexprese gent
HOX rodiny zptsobuje maligni transformaci hematopoetickych bunék u AML (Kroon et al.,
2001; Roche et al., 2004).

1.5. AML1-ETO

Translokace t(8;21)(g22;922) se zlomy na chromozomech 8q22 a 21¢g22.3 vede ke vzniku
fazniho genu AML1-ETO, ktery je mozné v literatufe najit pod nazvy RUNX1-MTG8, AML1-
MTG8 nebo RUNX1-RUNXL1T1. Translokace byla poprvé detekovana vroce 1973 béhem
analyzy vzorku pacienta s AML (Rowley, 1973). Gen AML1 (acute myeloid leukemia 1) je
ulozen na chromozomu 21, sklada se z 9 exonu a je piepisovan do tfi riznych izoforem
(Miyoshi et al., 1995). Exprese AML1 je regulovana dvéma promotory a alternativnim
sestithem. Gen ETO (eight-twenty one) lokalizovan na chromozomu 8 se sklada ze 13 exoni

rozlozenych v lokusu o velikosti 87 kb a také ma alternativni sestiihové formy (Wolford and

14



Prochazka, 1998). Zlomy v genu AML1 jsou nahromadény v oblasti intronu 5 se tfemi
zlomovymi misty BCR (breakpoint cluster regions) (Zhang et al., 2002). Oproti tomu zlomy
v genu ETO byly identifikovany ve dvou intronech s jednim BCR v exonu la a tfemi BCR
v exonu 1b (Xiao et al., 2001).

AMLL1 je ¢lenem genové rodiny RUNX, ktera obsahuje AML1 (RUNX1, CBFaZ2), AML2
(RUNX3, CBFa3) a AML3 (RUNX2, CBFal). Vsechny RUNX proteiny obsahuji Runt
homologni DNA vazebnou doménu (RHD), ktera je vysoce homologni s Runt proteinem
drosophily. U octomilek je protein Runt zodpovédny za regulaci segmentace a sexualni
determinace (Duffy et al., 1991; Kania et al., 1990). Kromé Runt domény obsahuje AML1
také transaktivacni doménu (Kurokawa et al., 1996; Meyers et al., 1995) a dv¢ inhibi¢ni
domény (Kanno et al., 1998; Levanon et al., 1998). Navic AMLL1 tvoii heterodimer s CBFp,
coz umoznuje efektivni vazbu na DNA (Ogawa et al., 1993). V translokaci t(8;21)(g22;922)
je zgenu AML1 obsazena N-koncova oblast obsahujici RHD (Obrazek ¢. 2), ¢imz je
umoznéna vazba chimérického proteinu AML1-ETO na promotory AMLL1 cilovych gen.
Zaroven je AMLI1-ETO schopen interakce s dalsimi transkripénimi faktory pomoci vazby
ptes intaktni RHD. Prvni a nejlépe znamy AMLL1 vazebny protein je CBFp (core binding
factor beta), s kterym AML1 tvoii heterodimer a zajistuje efektivni vazbu AML1 na DNA a
plnou funkci transaktiva¢ni domény (Ogawa et al., 1993; Wang et al., 1996b). Dalsi protein-
proteinové interakce byly identifikovany kvili blizkosti DNA vazebného motivu AML1
S vazebnymi motivy pro dalsi transkripéni regulatory, jako naptiklad LEF-1 (lymphoid
enhancer-binding factor 1), C/EBPa, PU.1 a GATAL. AML1 asociuje s témito transkripénimi
faktory a podporuje jejich interakci s DNA. (Elagib et al., 2003; Gu et al., 2000; Li et al.,
2004; Libermann et al., 1999; Petrovick et al., 1998; Zhang et al., 1996). AML1 je klicovy
transkripéni faktor nezastupitelny v rozvoji definitivni hematopoézy. K potvrzeni této role
byly pouzity mysi modely s knock-out exonu 4 RHD c¢asti genu AML1. Homozygotni mysi
sAML1” uhynuly in utero 12. den embryonalniho vyvoje bez znimek definitivni

hematopoézy a s ¢etnym krvacenim do CNS (Wang et al., 1996a).
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Obrazek ¢. 2 Schématické znazornéni vnitini architektury geni AML1, ETO a AML1-ETO.
Gen AML1 se sklada z RHD a aktiva¢nich domén 1, 2 a 3 (AD), gen ETO obsahuje NHR 1, 2,

3 a 4. Fuzni gen se sklad4d z N terminalniho konce genu AMLL1 a témér celého genu ETO.

NHR3 NHR4

NHR1 NHR2

Pievzato z Peterson et al. , 2004.

ETO neboli MTG8 (myeloid translocation gene 8) gen patii do ETO rodiny, ktera dale
obsahuje ETO2 (MTG16) a MTGR1 (MTGS8-related protein 1) (Calabi and Cilli, 1998;
Kitabayashi et al., 1998). Vsichni tfi ¢lenové této genové rodiny maji evoluéné konzervované
NHR (Nervy homology domain) 1 az 4 zalozené na jejich homologii k proteinu Nervy
octomilek, ktery se ucastni neuronalniho vyvoje v prub&éhu segmentace (Feinstein et al.,
1995). NHR1 ma homologii s TAF110 (TATA asociovany faktor 110) a s dalsimi TAF u
Drosophila melanogaster (Erickson et al.,, 1996). NHR2 doména obsahuje sekvenci
hydrofobnich aminokyselin, ktera je dilezita pro heterodimerizaci mezi proteiny ETO rodiny
(Zhang et al., 2001). NH3 obsahuje NH3 ,,predicted coiled coil* strukturu a NH4 doménu se
dvéma motivy zinkovych prstd, které slouzi interakci mezi proteiny (Gross and McGinnis,
1996). Studie na kvasinkach ukazaly, ze NHR4 ,zinc-finger" doména proteinu ETO je
schopna vazat jaderny korepresor NCor (nuclear corepressor) a SMRT (silencing mediator for
retinoic acid and thyroid hormone receptor) (Gelmetti et al., 1998). NCoR a SMRT jsou
jaderné korepresory, které se uvoliluji z intracelularniho estrogenového hormonalniho
receptoru po vazbé ligandu a tim umoznuji aktivaci transkripce (Shibata et al., 1997). Je
znamo, ze tyto korepresorové proteiny asociuji s dalSimi proteiny zahrnutymi v represi
transkripce jako mSin3a a HDAC (deacetylazy histoni) (Li et al., 1997). Z toho vyplyva, ze
AMLI1-ETO spolecné¢ se SMRT, NCoR a HDAC mohou vytvofit represorovy komplex v
AML1 cilovych regulacnich oblastech a negativné tak ovliviiovat genovou expresi. Hlavni

funk¢ni charakteristikou AML1-ETO proteinu je jeho schopnost vazat DNA v oblastech
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obsahujicich AML1 vazebny motiv charakterizovany sekvenci TG'/cGGT (Meyers et al.,
1993). Rada studii pouzivajicich ektopicky exprimovany fizni gen ukézala, ze AML1-ETO
negativné reguluje AML1 cilové geny, mezi které patii gen MDR1 (Multidrug resistence 1),
GM-CSFR (receptor pro granulocytarni a monocytarni faktor stimulujici tvorbu kolonii) a IL-
3 (interleukin-3) (Bakshi et al., 2010; Hines et al., 2007; Liu et al., 2007). U dalsich gent byla
prokdzana vazba AMLI-ETO do jejich regulacnich oblasti. Pouzitim chromatinové
imunoprecipitace byly identifikovany geny IGFBP7 (insulin-like growth factor binding
protein 7) a BPI (bactericidal/permeability increasing), do jejichz promotorovych oblasti se
protein AML1-ETO vaze a potlacuje jejich expresi (Dunne et al., 2006).

K porozuméni mechanizmu leukemogenniho potencialu t(8;21) byl studovan vliv AML1-
ETO na buné&tné procesy s pouzitim hematopoetickych bunéénych liniich nebo primarnich
lidskych nebo mysich bunék z kostni diené. V knock-in bunéénych liniich se stabilné
transfekovanym AML1-ETO (K562, U937, 32D, L-G, MEL) bylo prokazano, ze tento
chiméricky protein blokuje myeloidni nebo erytroidni diferenciaci (Amann et al., 2001; Burel
et al., 2001; Kitabayashi et al., 1998; Kohzaki et al., 1999; Shimizu et al., 2000). V L-G a 32D
bunikach zpisobuje AMLI1-ETO zastavu diferenciace a indukuje G-CSF dependentni
proliferaci (Shimizu et al., 2000). Naopak v U937 je blok diferenciace doprovazen snizenou
expresi C/EBPa (Burel et al., 2001; Pabst et al., 2001). V retrovirové transdukovanych
primarnich lidskych CD34 pozitivnich bunkach podporuje protein AML1-ETO proces
sebeobnovy nasledovany zastavou formace kolonii. Dulezité zjisténi je, ze takto
transfekované CD34 pozitivni buiiky nejsou samostatné schopny vyvolat leukémii po
xenotransplantaci NOD/SCID mysim (Mulloy et al., 2003; Mulloy et al., 2002). Podobny
efekt na rust a myeloidni diferenciaci byl pozorovan v in vitro esejich primarnich mysich
bunék z kostni diené (Hug et al., 2002). Navic se ukazalo, ze k tomuto efektu jsou nezbytné
potiebné domény NHR2 a NHR4 proteinu ETO. V experimentu se ztratou funkce téchto
domén byl ucinek AMLI1-ETO eliminovan (Hug et al., 2002). Shrnuto dohromady
z uvedeného vyplyva, ze AMLI1-ETO rozvine svij onkogenni potencial mechanizmem
zastavy diferenciace a iniciaci sebeobnovy (self-renewal) v hematopoetickych kmenovych
bunkach a casnych myeloidnich progenitorech. K rozvoji leukémie samotna pfitomnost
AMLI1-ETO nestaci a je potieba dalsiho zasahu (de Guzman et al., 2002; Grisolano et al.,
2003; Schwieger et al., 2002; Yuan et al., 2001b).
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1.6.  Histonové modifikace jako regula¢ni mechanizmus genové exprese

Epigenetika se zabyva pfenosem informaci, které nejsou zakodovany v nukleotidové
sekvenci DNA. Tyto informace jsou ptfendSeny piedevSim ve struktufe a modifikacich
histont, chemickych modifikacich DNA a RNA molekulach. Je jiz del$i dobu zndmo, ze
histony, tedy bazické nukleoproteiny, zajistuji sbaleni DNA do nukleozomu a organizaci
chromatinu vyssiho fadu (Van Holde et al., 1974). Histony podstupuji posttransla¢ni
modifikace, které ovliviuji jejich interakci s DNA a nuklearnimi proteiny. Histony H3 a H4
maji Cetné vybézky bohaté na lyzin a arginin nesouci kladny naboj. Tyto aminokyseliny jsou
ptistupné modifikacim, jako jsou acetylace, metylace, fosforylace, ubiquitinylace a dalsi.
Histonové modifikace ovliviiuji fadu biologickych procest, jakymi jsou regulace genové
exprese, oprava DNA, chromozomalni kondenzace a spermatogeneze (meiosis). Acetylace a
metylace histonli jako posttranslacéni Gpravy a jejich mozna tiloha v regulaci genové exprese
byla popsana pied téméf pul stoletim (Allfrey and Mirsky, 1964). Teprve pozdéji
Vv devadesatych letech bylo zjisténo, Ze kombinace histonovych modifikaci ddvaji zaklad tzv.
histonovému kodu. Histonovy kod je tedy urcity vzorec modifikaci, ktery podminuje silu
vazby histond k DNA a tim padem aktivitu chromatinu v daném misté (Jenuwein and Allis,
2001).

Pii acetylaci a deacetylaci histonli jsou histony acetylovany a deacetylovany na N-
koncovych castech za katalytického ptisobeni enzymu histonové acetyltransferazy (HAT) a
deacetylazy histonid (HDAC). Pfeneseni acetylového negativné nabitého zbytku na lyzin
neutralizuje kladny naboj a tim zrusi vazbu s DNA, coz vede k relaxaci chromatinu a zvySeni
piistupnosti transkrip¢nich faktorti k promotorim cilovych gent. Naopak HDAC odstranénim
acetylového zbytku zptisobi obnoveni kladného naboje, posili vazbu histonu k DNA v ramci
daného nukleozomu a zptsobi represi transkripce (Struhl, 1998). Relaxovana, transkripéné
aktivni DNA je referovédna jako euchromatin, oproti tomu kondenzovand DNA je oznafovana
jako heterochromatin.

Kromé kovalentnich histonovych modifikaci existuji i ATP-dependentni histonové
modifika¢ni komplexy (Saha et al., 2006), které ziskavaji energii hydrolyzou ATP. Mezi
nejlépe prostudované patii SWI/SNF (SWItch/Sucrose NonFermentable) remodela¢ni
komplex. Tento komplex obsahuje tzv. bromodoménu, ktera se vaze na acetylovany lyzin
histonovych vybézkti. SWI/SNF komplexy reorganizuji nukleozomy tak, aby byla DNA

dostupna transkripcnim faktorim (Gangaraju et al., 2007). Tim se podileji na regulaci fady
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bunécnych procesti, jako je oprava DNA, diferenciace, sestiih RNA, replikace DNA a

regulace bunéc¢ného cyklu. (Hassan et al., 2002).

1.7.  HDAC a jejich role v rozvoji malignich onemocnéni

V posledni dekad¢ zacalo byt evidentni, ze patogeneze nadori se také kromé genovych
mutaci ucastni epigenetické zmény (Esteller, 2008). V rozvoji a vyzkumu novych cilenych
léciv se HDAC staly novym cilem pro lécbu nadorovych onemocnéni a dalSich nemoci.
Inhibice HDAC aktivity vede k acetylaci histonii a nehistonovych proteini. Na zakladé
homolognich sekvenci se HDAC rodina sklada z nejméné 18 ¢lent rozdélenych do dvou rodin
(klasicka a sirtuin) a Ctyt tfid. HDAC jsou rozdéleny do ttidy I (HDACI, 2, 3 a 8), ktera je
podobna kvasinkovému proteinu RPD3 (reduced potassium dependency 3), tridy Ila
(HDAC4, 5, 7 a 9), tfidy IIb (HDAC6 a 10), tiidy III (SIRT) a ttidy IV (HDACL11)
(Balasubramanian et al., 2009). HDAC tiidy I a II maji zinek jako kofaktor a jsou zahrnuty
V patogenezi ruznych nadord. Ttida I HDAC se vyskytuje vyhradné v jadie a je typicky
nalézana Vv korepresorovych komplexech s N-CoR, mSin3a, SMRT, stejné tak i s methyl
vazicim proteinem jakym je MeCP2 (methyl CpG binding protein 2). Ttida II HDAC je
podobna kvasinkovému proteinu HDAL (histone deacetylase 1) a ma unikatni N terminalni
sekvence, které umoznuji transport mezi jadrem a cytoplasmou. Zajimavé je, Zze se HDAC
exprimuji stabiln€ bez ohledu na nadorovou transformaci, HDAC I ubikviterné¢, HDAC II vice
tkanove specificky (Verdel and Khochbin, 1999; Zhou et al., 2000).

V aktivit¢ HAT a HDAC musi existovat urcitd rovnovaha a jeji zmény mohou mit
dramatické konsekvence ve smyslu zmén bunééného fenotypu. Nejpodrobnéji jsou tyto
zmény rovnovahy v nadorovych buiikach popsany diky studiim u leukémii. APL byla prvnim
modelovym malignim onemocnénim, kde byla demonstrovana role HDAC (Minucci et al.,
2001). Tato leukémie je charakterizovana zastavou diferenciace ve stadiu promyelocytl, coz
je zplusobeno fuznim proteinem obsahujici receptor pro retinovou kyselinu alpha (RARa).
V 95% piipadu fuzuje RARa s PML (promyelocytic leukemia ) a zhruba v 5% sPLZF
(promyelocytic leukemia zinc finger) nebo vzacnéji s dalsimi proteiny. Pacienti s APL a fazi
PML-RARao odpovidaji na 1écbu retinovou kyselinou (RA). Na buné¢né trovni je tato
odpovéd’ zplisobena obnovenim diferencia¢niho programu leukemickych bunék, které
projdou granulocytarni diferenciaci a podstoupi apoptozu (Warrell et al., 1991). V prubéhu

myeloidni diferenciace funguje RARa jako transkripéni faktor, ktery hraje roli v regulaci
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transkripce cilovych genii RA. Bez pfitomnosti RA se RARa vaze k DNA ,response
elementim“ RA-regulovanych geni a je asociovan s komplexy obsahujicimi HDAC, coz
zpusobuje utlum transkripce. Pii fyziologickych koncentracich RA dochazi ke zméné
konformace RARa, k uvolnéni HDAC a navazani transkripénich koaktivatoru véetné HAT a
nasledné transkrip¢ni aktivaci (Minucci and Pelicci, 1999). U APL si fuzni geny (napf. PML-
RARa) zachovévaji schopnost vazby v promotorové oblasti RA-cilovych gend, ale navic
zustavaji komplexy s HDAC navazany i pii fyziologickych koncentracich RA (Lin et al.,
1999). Navic PML-RARa oligomerizuje ptes ,,self-associating* doménu, coz vede ke zvysené
vazbé k HDAC a k prohloubeni transkripéniho atlumu (Lin and Evans, 2000). Oproti tomu
farmakologické davky RA (10 az 100 krat vyssi koncentrace nez fyziologické) jsou schopné
vyvolat disociaci komplexi s HDAC a zpusobit proteozomalni degradaci fuzniho proteinu,
coz vede kdiferenciaci promyelocytt. APL sfiuzi PLZF-RARa je rezistentni
k farmakologickym davkam RA =z divodu neschopnosti disociace HDAC komplexd.
Experimentalné je dokazano, ze ATRA v kombinaci s inhibitory deacetylaz histonti (HDACI)
jsou schopné zvratit diferenciacni blok a obnovit expresi RA-cilovych genti v podminkach in
vitro i in vivo u tohoto nepiiznivého podtypu AML (He et al., 2001).

Dtkazy o porusené rovnovdze mezi HAT a HDAC existuji i u solidnich nédort.
Specificke HAT (p300 a CREB-vazici protein (CBP)) jsou cilem virovych onkoproteinti
(adenovirovy E1A, E6 lidského papilomaviru, T antigen SV40) (Eckner et al., 1994).
Monoalelické germinalni mutace p300 a CBP jsou nalézdny u kongenitdlniho Rubinstein-
Taybi syndromu. Pacienti stimto syndromem maji vyvojové vady a maji predispozici
k nadorovym onemocnénim (lyer et al., 2004). Dale bylo prokazano, ze HDAC2 funkcné
interaguje s Wnt signaliza¢ni drahou. Byla prokazana overexprese HDAC2 u mysich tumord,
kterym chybi tumor supresorovy gen APC (adenomatous polyposis coli). Také RNA
interferenci mediovany knockdown HDAC2 u bun¢k kolorektdlniho karcinomu indukoval
apoptozu, coz ukazalo na funkci HDAC2 v ochrané nadorovych bun¢k proti apoptoze (Zhu et
al., 2004). Rozsahla analyza panelu normalni tkang, bunéénych linii a primarnich nadorovych
bun¢k ukazala ztratu acetylace na lyzinu na N-terminalnim konci Vv pozici 16 (K16) a

trimetylace na lyzinu K20 histonu H4 u mnozstvi nadort (Fraga et al., 2005).
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1.8.  Inhibitory deacetylaz histonu

HDACI jsou potencionalni protinadorové latky, které jsou schopny reaktivovat
genovou expresi a obnovit schopnost malignich bunék podstoupit bunéénou smrt. Je znama
fada pfirodnich a syntetickych latek, které inhibuji aktivitu HDAC. Jelikoz maji HDACi
riznou afinitu k riznym HDAC, miZzeme je rozd¢lit na neselektivni a selektivni inhibitory
(Balasubramanian et al., 2009). Podle chemické struktury se rozdéluji na hydroxamové
kyseliny (trichostatin A, vorinostat, dacinostat, a panobinostat), pyroxamové kyseliny
(PXD101 a CRA-026440), karboxylové kyseliny (VPA, butyrat sodny), benzoamidy
(entinostat a mocetinostat) a cyklické tetrapeptidy (trapoxin, romidepsin, depsipeptid a
spiruchostatin A). Hydroxamové a pyroxamové kyseliny pasobi jako nespecifické inhibitory
vsech HDAC jiz Vv nanomolarnich koncentracich, oproti tomu karboxylové kyseliny,
benzoamidy a cyklické tetrapeptidy maji specificky ucinek v inhibici aktivity ttidy I HDAC
(Marks and Xu, 2009; Xu et al., 2007). V soucasnosti je nejméné 15 HDACI testovano
Vv klinickych studiich v monoterapii nebo v kombinaci s dalsimi cytostatiky. Napiiklad
neselektivni inhibitor panobinostat je v peroralni formé testovan u nékolika hematologickych
malignit. Vorinostat, jehoz i¢inek byl ovéten v rozsahlé klinické studii faze II, byl schvalen
americkou agenturou pro kontrolu 1é¢iv FDA (Food and Drug Association) k pouziti u
pacienti s perifernim koznim T bunéénym nehodgkinskym lymfomem (Olsen et al., 2007).
Intraven6zné podavany HDAC: specificky pro tfidu I romidepsin také ukazal slibny efekt u
kozniho T lymfomu, kdy byla dosazena celkova odpovéd’ na 1é€bu u 32% pacientt (Coiffier
et al., 2012). Dalsi selektivni inhibitor dostupny v peroralni formé mocetinostat byl testovan u
mnoha solidnich i hematologickych malignit (Siu et al., 2008).

Ptes vySe uvedené uCinky HDACi na nadorové buiiky je plisobeni na zdravé tkané bez
signifikantniho efektu, jak ukazala Starkova et al (Starkova et al., 2007) na modelu lidskych
lymfocyt. Pisobenim HDACi VPA nebylo dosazeno zmény imunofenotypu ani indukce
apoptozy. Predpoklada se, ze produkce kyslikovych radikald (ROS) hraje ulohu v HDACI
indukované apoptoze. Normdlni netransformované lidské fibroblasty akumuluji po 1écbe
HDACI piirozeny ROS ,,scavenger* thyreoredoxin (TXN) (Rosato et al., 2003; Shao et al.,
2004). Tudiz mze byt akumulace ROS eliminovana v normalnich buikach pomoci TXN,
kdezto transformované buiiky podlehnou bunééné smrti, protoze neexprimuji TXN. To bylo
potvrzeno studii s knockdownem TXN v normalnich bunkach, coz po podani HDACi

zpusobilo akumulaci ROS a indukci bunééné smrti (Ungerstedt et al., 2005).
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Valproova kyselina (VPA) neboli 2-propyl-pentanova kyselina je mastna kyselina
s kratkym fetézcem, ktera byla poprvé syntetizovana Burtonem v roce 1882 (Burton, 1882).
Po dobu témét celého stoleti byla pouzivana jako fyziologicky inertni organické rozpoustédlo.
AZ v roce 1963 byly zjistény jeji antikonvulzivni vlastnosti (Meunier et al., 1963). Od té doby
se VPA pouziva k 1écbé epilepsie, neuropatickych bolesti a bipolarni poruchy. Tyto ucinky
jsou dany potenciaci inhibi¢ni aktivity kyseliny gama-aminomaselné (GABA), ovlivnénim
prenosu na excitacnich synapsich a modifikaci monoamint (Mesdjian et al., 1982; Zeise et al.,
1991). Na konci 90. let minulého stoleti se ukazalo, Ze VPA je Vv terapeutickych koncentracich
schopna inhibovat HDAC. VPA specificky inhibuje HDAC 1. tiidy (HDAC 1, 2, 3) a tiidy lla
(HDAC 4, 5, 7) (Gottlicher et al., 2001). Aktivita HDAC 6, 8 a 10 neni ptsobenim VPA
ovlivnéna (Bradbury et al., 2005). Bylo zjisténo, ze VPA vyznamnym zpusobem ovliviiuje
AML blasty zprostiedkované inhibici HDAC 1. ttidy (Gurvich et al., 2004). Tento efekt je
doprovazen zvysenou koncentraci acetylovanych histont H3 a H4 v in vitro i in vivo
podminkach (Gottlicher et al., 2001; Liu et al., 2007). Experimentalni 1é¢ba VPA navic
zpusobuje proteozomalni degradaci HDAC2 (Kramer et al., 2003). Poté, co byla VPA
prokazana jako potentni agens zpusobujici apoptézu u bunéénych linii odvozenych od AML
(Kawagoe et al., 2002; Sasaki et al., 2008), byla testovana v klinickych studiich 1. a II. faze u
myelodysplastického syndromu (MDS) a AML u starSich pacienti. Pfestoze inicialni
vysledky s 30% MDS pacienti odpovidajicich na 1é¢bu VPA v monoterapii nebo v kombinaci
s ATRA byly slibné (Kuendgen et al., 2004), studie s AML pacienty ukazala pouze 5%
odpovédi (nebo 16% odpovédi hodnocenych podle kritérii mezinarodni pracovni skupiny pro
MDS) (Kuendgen et al., 2006). V dalsich n€kolika studiich byla VPA pouzita v kombinaci s
ATRA podavané konkomitantné nebo sekvencn¢ v klinickych studiich u pacientti s refrakterni
AML nebo AML vysokého rizika. V prvni studii tato 1é¢ebna kombinace indukovala
vylepSeni hematologickych parametri (definované jako niz8i zavislost na transfuzich, pocet
blasti neovlivnén) u dvou z osmi pacienti (Cimino et al., 2006). V dalsich dvou studiich byly
pozorovany odpovédi u tfi pacientd zjedendcti (vCetné jedné kompletni remise (CR))
(Raffoux et al., 2005) a u tii pacienti z devatenacti (Bug et al., 2005). Zminéné vysledky
naznacuji, Ze existuje skupina pacientil, ktefi odpovidaji na 1é¢bu VPA a proto je nutné

identifikovat tu podskupinu pacientt, ktera bude mit z diferenciacni 1éCby nejvétsi piinos.
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2. Hypotézy a cile prace

Akutni myeloidni leukémie s t(8;21) tvoti 12-14% vSech détskych AML a je pokladana za
leukémii s dobrou prognoézou. I presto néktefi pacienti stimto podtypem AML prodélaji
relaps onemocnéni, jak ukazaly vysledky 1é¢by podle mezinarodniho protokolu BFM AML
98, kde byla pozorovana kumulativni incidence relapsu (CIR) 16+5% a pravdépodobnost
petiletého preziti bez udalosti (EFS) 81£5%. Navic v ramci protokolu BFM AML 2004
existovala snaha tento podtyp leukémie 1é¢it méné intenzivné, coz vedlo ke zhorSeni
1écebnych vysledkii. Vynechanim jednoho bloku chemoterapie obsahujici vysokodavkovany
cytarabin a antracyklin mitoxantron se ve srovnani s pfedchozim protokolem zvysila CIR na
28+6% a pétilety EFS poklesl na 66+6% (Creutzig et al., 2006). Tudiz excelentni prognoza
tohoto podtypu AML je zachovana pouze za predpokladu podani plné intenzivni
chemoterapie. Z toho divodu je nutné hledat nové, cilené 1éky, které piidanim do kombinace
cytostatik umozni redukovat 1é¢bu se zachovanim dobrych lécebnych vysledki. Jak jiz bylo
popséano v tvodu, t(8;21) davd vzniknout chimérickému proteinu AML1-ETO, ktery cestou
aberantni vazby HDAC zplsobuje zablokovani myeloidni diferenciace, tudiz by uziti HDACi
mohlo byt efektivni 1é¢bou.

Predpoklddanym cilem této prace bylo modelovani terapie pomoci VPA, kterda ma
vlastnosti inhibitoru deacetyldz histonli a jejiz ucinek by mél vést k potlaceni represivniho
vlivu proteini AML1-ETO na expresi cilovych genl. Piedpokladali jsme také zvraceni

patologického diferencia¢niho bloku zpisobeného pfitomnosti proteinu AML1-ETO.

Cile jsme rozdélili do té€chto bodu:

o ovéfeni efektu VPA na AML1-ETO pozitivni bunky sledovanim zmén exprese
diferencianich znakd myeloidnich buné€k pomoci pratokové cytometrie a v porovnani
S jinymi podtypy AML. Porovnanim imunofenotypové identickych bunéénych linii s a bez
piritomnosti chimérického proteinu AML1-ETO jsme chtéli prokazat specificitu ucinku VPA
danou inhibici HDAC.

o analyza zmén v bunéném cyklu vybranych bunécénych linii odvozenych od
AML

o korelace zmén v imunofenotypu indukovanych VPA s jednotlivymi fazemi

bunééného cyklu
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o potvrzeni ptredpokladané obnovy exprese znamych a kandidatnich AML1
cilovych genti u AML1-ETO pozitivnich bunék 1écenych VPA
. ovéfeni ucinnosti VPA na primarnich pacientskych blastech ziskanych z kostni

dfen¢ pacientil v den diagnézy
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3. Material a metodika

3.1.  Bunécné linie a pacientské vzorky

Bunécné linie odvozené z lidské akutni myeloidni leukémie Kasumi-1, MV4;11, K562
(DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Némecko)
a Kasumi-6 (ATCC — American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) byly
kultivovany v médiu RPMI1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) obohaceném o fetalni kravské
sérum (FBS — Gibco BRL, Carlsbad, TX, USA) o koncentraci 10% (Kasumi-6, MV4;11 a
K562) a 20% (Kasumi-1) spifidanymi antibiotiky (1% penicilin-Streptomycin) za
standardnich podminek pii 37°C v atmosféte s 5% oxidu uhli¢itého. Navic byl k linii Kasumi-
6 pridavan ristovy faktor GM-CSF o koncentraci 2ng/ml podle doporuceni prodejce bunééné
linie ATCC. Buiiky byly 1é¢eny VPA (Sigma) o koncentraci 0,5 mM a 1,0 mM a TPA (12-0-
tetra-tetradecanoylphorbol-13-acetate - Sigma) o koncentraci 1,62 uM po dobu 24 a 48 hodin.
TSA (Trichostatin A) byl pouzit jako pozitivni kontrola u linie Kasumi-1 0 koncentraci 120
nNM s délkou pasobeni 24 a 48 hodin. ATRA byla pouzita jako dalsi diferenciacni agens u
linie Kasumi-1 o koncentraci 1 uM. Kaspazovy inhibitor Z-VAD-fmk (benzyloxycarbonyl-
Val-Ala-Asp (OMe) fluoromethylketone; Sigma) byl pouzit 1 hodinu pted aplikaci VPA
k zablokovani apoptdzy u linie Kasumi-1 o koncentracich 20 uM a 100 pM.

K validaci dat ziskanych zexperimentii na bunéénych liniich byly ve findlnim
experimentu pouzity blasty od ¢tyi détskych pacienti s AML M2 podle FAB klasifikace:
dvou AML1-ETO negativnich (pacient ¢islo 1 s karyotypem 46,XX, divka, infiltrace 65%
atypickymi blasty Vv kostni dieni v den diagndzy; pacient Cislo 2 s karyotypem 46,XY,
chlapec, infiltrace 73% v kostni dieni) a dvou AMLI1-ETO pozitivnich (pacient Cislo 3
s karyotypem 46,XX,t(8;21) (q23;922), divka, infiltrace 75% v kostni dfeni a pacient ¢islo 4
s karyotypem 46,XY,1(8;21)(q23;922), chlapec, infiltrace 60% Vv kostni dieni). Blasty byly
odebrany z kostni diené aspiraci v den diagnozy a kryoprezervovany v tekutém dusiku podle
institucionalniho protokolu po odsouhlaseni etickou komisi. Informované souhlasy byly
ziskany od zakonnych zastupct, jak to nafizuje Helsinska deklarace. V dobé experimentu
byly vzorky rychle rozmrazeny na teplotu 37°C a ptidanim média IMDM (Iscoves Modified
Dulbecco’s medium (Sigma)) o teploté 37°C byl odmyty dimethyl sulfoxid (DMSO, Sigma)

centrifugaci 1000 otacek za minutu (rpm) po dobu 5 minut. Vzorky byly kultivovany v médiu
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IMDM obohaceném o 30% FBS (Gibco) a smés cytokint TPO (trombopoetin), IL-6
(interleukin-6), SCF (stem cell factor) a FLT3-L (fms-related tyrosine kinase 3 ligand)
(Sigma) o koncentraci 2 ng/ml pti 37°C v atmosféte s 5% oxidu uhli¢itého. Po 24 hodinach
kultivace byla ptfidana VPA o koncentraci 1,0 mM na dobu 24 a 48 hodin.

3.2.  Analyza bunécného cyklu

K analyze mnozstvi DNA v jadfe byl pouzit CycleTEST™ PLUS DNAReagent Kit
(Becton Dickinson Immunometry Systems, CA, USA) fungujici na principu vazby propidium
jodidu k DNA. Po 24 a 48 hodinov¢ kultivaci buné¢nych linii a pacientskych vzork s VPA a
TPA byla pfipravena suspenze bunék, které byly znaceny podle navodu od vyrobce (62 pl
reagencie A, inkubace 10 minut na temném misté, 50 pul reagencie B, 10 minut inkubace na
temném misté, 50 ul reagencie C a 10 minut inkubace v chladu). Propidium jodid navéazany
na DNA byl méten a kvantifikovan jako mnozstvi oranzové fluorescence pomoci prutokového
cytometru LSR Il (Becton Dickinson (BD) Biosciences, San Jose, CA, USA). Distribuce
Vv ramci bunééného cyklu byla analyzovana softwarem FlowJo 8.1.1. (Treestar, Ashland, OR,

USA) a Modfit (Verity House, ME, USA).

3.3.  Detekce diferenciace vySetfenim pritokovou cytometrii

Pratokovy cytometr LSR Il (BD Biosciences) byl pouzit k detekci exprese povrchovych
markert. K detekci diferenciace byly pouzity mnohobarevné kombinace s pouzitim protilatek
proti povrchovym znakim CDl1la, CD11b, CD15, CD38, CD33, CD34, CD117, CD14,
HLA-DR, CD45 a GPA (glycophorin A) (BD Biosciences a Immunotech, Marseille, Francie).
Protilatky konjugované s fluorescenénimi barvami (FITC (fluorescein isothiocyanate), PE
(phycoerythin), PC7 (phycoerythrin cyanin 7), APC (allphycocyanin), PerCP (peridinin
chlorophyll protein complex), A680 (alexa680)) byly pouzity v nasledujicich kombinacich:
Kasumi-1 prvni kombinace obsahovala CD15 FITC, CD117 PE, CD34 PC7, CD38 A680,
druha kombinace s CD11a FITC, CD11b PE, CD14 PC7, CD33 APC; bunky Kasumi-6 byly
znaceny CDI11b FITC, CD117 PE, CD14 PC7, CD33 APC a CD34 PerCP5.5. U MV4;11
byly pouzity stejné dvé kombinace jako u Kasumi-1, pouze misto CD11la FITC v druhé
kombinaci byla pouzita protilatka proti HLA-DR FITC. K562 bunky byly znaceny kombinaci
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protilatek GPA FITC, CD11b PE, CD33 APC, CD45 PerCP, CD34 PC7. Po sklizeni byly
buiikky (bunéénych linii a pacientské blasty) resuspendovany v 50 pl PBS, oznadeny
kombinaci protilatek (5 pl), inkubovany 30 minut v temnu a promyty. K odliseni mrtvych
bunék byl piidan 2-(4-amidinofenyl)-6-indolkarbamidin dihydrochlorid (DAPI; Sigma)
bezprostfedn¢ pred méfenim. Vzorky byly takto méfeny v mnohobarevnych kombinacich

pomoci LSR II. Analyza byla provedena pomoci softwaru FlowJo (Treestar).

3.4.  Analyza fazi bunééného cyklu zaroveri s povrchovymi markery

K ozfejméni zmén v imunofenotypu v riznych fazich bunééného cyklu u bunék
Kasumi-1 po aplikaci VPA 1,0 mM jsme pouzili Vybrant DyeCycle Violet (DCV)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) spolecné s protilatkami proti povrchovym znakiim CD33
APC, CD117 PE a CD11b FITC. K bunkam kultivovanym v 24 jamkovych destickach o
koncentraci 1x10°ml byl pfidan DCV 1pl na jamku 30 minut pied sklizenim. Poté byly
buniky sesbirany a znaceny protilatkami, jak bylo popsdno vyse. SoubéZné byly kultivovany
bunky Kasumi-1 ovlivnéné VPA 1,0 mM, ke kterym nebyl pfidan DCV, a které byly znaceny
pomoci Annexin V (BD Bioscience) podle navodu od vyrobce a protilatkami proti
povrchovym znakim CD33 APC, CD117 PE a CD11b FITC Bunky pfipravené ob&éma
zpusoby byly zméfeny pratokovym cytometrem LSR II.

3.5.  Kvantifikace genové exprese na iurovni mRNA pomoci real-time kvantitativni

reverzni transkriptazové PCR (qQRT-PCR)

Celkova RNA byla izolovana z léCenych a kontrolnich bun¢k Kasumi-1, Kasumi-6, K562 a
Mv4;11 s pouzitim RNeasy Mini Kit s pfiddnim DNase Reaction Kit na odstranéni zbytkové
genomické DNA (Qiagen, Hilden, Némecko). Kvalita a koncentrace RNA byla ovéfena
kapilarni elektroforézou na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer s pouzitim RNA 6000 Nano
LabChip Kit (Agilent Technologies, Boblingen, Némecko). cDNA byla syntetizovana
z celkové RNA pomoci iScript cDNA Synthesis Kitu obsahujicim oligo(dT) a purifikovanou
MMLV RNA H+ reverzni transkriptazu (Bio-Rad Laboratories, Velkd Britanie). Ke
kvantifikaci cDNA v realném c¢ase byl pouzit systém SYBRGreen, ktery vyuziva vazby pouze
do oblasti dvouvlaknové DNA. Tim padem je specificita PCR reakce dana pouze pouzitymi
primery (viz Tabulka ¢. 3). V PCR reakcich byly pouzity primery (syntetizované firmou TIB
Molbiol, Berlin, Némecko) pro geny PU.I, CEBP/a, BPI, IGFBP7 a housekeeping geny B2-
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mikroglobulin a GAPDH (glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza). Vlastni kvantitativni PCR
byla provedena piistrojem LightCycler480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko)
S pouzitim vyrobcem pfipraveného PCR mixu PowerSYBRGreen PCR Reagent Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), kromé kvantifikace exprese genu B2-mikroglobulin,
ktera byla provedena systémem hybridizacnich sond. Méfeni bylo provadéno v triplikatu a
namétené hodnoty genové exprese vysetfovanych gent byly déleny naméfenymi hodnotami

exprese housekeeping gent k zajisténi normalizace hodnot.

Tabulka ¢. 3 Sekvence oligonukleotidii pouzitych jako primery a hybridiza¢ni sondy pfi
gRT-PCR.

Nazev

oligonukleotidu Sekvence od 5’k 3°

PU1 fw CAGGGGATCTGACCGACTC

PU1L rev GCACCAGGTCTTCTGATGG

CEBPA fw GGAGCTGAGATCCCGACA

CEBPA rev TTCTAAGGACAGGCGTGGAG

IGFBP fw GAAGTAACTGGCTGGGTGCTG

IGFBP rev GCTGATGCTGAAGCCTGTCC

BPI fw TGCAGCAGCCACATCAACA

BPI rev GTTGGATCAGCCACCCGAC

B2m 3FL TTCTTCAGTAAGTCAACTTCAATGTCGGA
B2m 5LC ATGAAACCCAGACACATAGCAATTCAG
B2m A GATGCTGCTTACATGTCTCG

B2m F CCAGCAGAGAATGGAAAGTC

gapdh 8 f AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG

gapdh 193 r CGTTCTCAGCCTTGACGGTG

3.6.  Soubor pacienti

Do souboru byli zatazeni viichni pacienti (ve véku od 0-18 let) z Ceské Republiky s AML
diagnostikovanou de novo za obdobi leden 1994 az prosinec 2005, u kterych byla detekovana
translokace t(8;21) nebo molekularné geneticky prokdzan fuzni gen AML1-ETO . V tomto
obdobi bylo v CR diagnostikovano 143 pacientt s AML, z nichz 16 mélo leukemické blasty
nesouci AML1-ETO fuzi. Cytogenetické vySetieni véetné metody FISH (fluorescence in situ
hybridization) bylo provedeno V jednotlivych laboratofich spolupracujicich s détskymi
hematologickymi centry. Molekularni vySetteni AML1-ETO bylo provedeno v Ustavu

hematologie a krevni transfuze v Praze nebo na Interni hematoonkologické klinice Fakultni
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nemocnice v Brn¢€. Pacienti byli 1éCeni podle tii po sobé jdoucich mezinarodnich 1é¢ebnych

protokolit AML-BFM 93, AML-BFM 98 a AML-BFM 04.

3.7. Statistika

Mann-Whitney test a t-test byly pouzity ke stanoveni signifikance rozdilu mezi
kontrolnimi a 1é¢enymi vzorky. Analyza preziti pacientid byla stanovena Kaplan-Meierovou
metodou, byla vypocitana pravdépodobnost celkového pétiletého preziti (OS) a
pravdépodobnost pétiletého preziti bez udalosti (EFS). Mezi udélosti bylo zahrnuto umrti,
relaps leukémie, sekundarni malignita. K provedeni statistickych testii byl pouzit software

StatView (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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4. Vysledky

4.1.  Valproova Kyselina indukuje apoptézu v buiikach akutni myeloidni leukémie

Studovali jsme zmény v bunécném cyklu po 1é¢bé VPA o koncentracich 0,5 a 1,0 mM
na bunéénych linii odvozenych z myeloidnich malignit: Kasumi-1 (M2 podle FAB, AML1-
ETO pozitivni), Kasumi-6 (M2 podle FAB, AML1-ETO negativni), MV4;11 (M4 podle FAB,
MLL-AF4 pozitivni) a K562 (erytroleukémie — blasticky zvrat CML, BCR-ABL pozitivni).
Utinek VPA na bunéény cyklus se ligil u réiznych linii. Nejvyrazngjsi indukce apoptozy byla
pozorovana u Kasumi-1 AML1-ETO pozitivni linie po 48 hodinovém ptisobeni 1,0 mM VPA
dosahujici 56%+3,2% bun¢k vsub-G1 fazi bunétného cyklu. U MV4;11 linie bylo
detekovano 43,0%=1,0% apoptotickych bun€k. Pouze minimélni indukce apoptézy byla
detekovana u linie K562, kde procento bunék v sub-Gl fazi bylo nalezeno na trovni
6,1%=1,1%. U Kasumi-6 1écba VPA 1,0 mM vyvolala apoptézu u 20,8%+0,4% v porovnani
s kontrolnimi vzorky, kde bylo naméfeno 16,6%+0,3% bunék v sub-G1l fazi z divodu
zvySené tvorby debrisu béhem kultivace. Také dal§i zmény v bunéném cyklu byly
pozorovany po aplikaci VPA. Snizena proliferacni aktivita byla detekovana u tii ze Ctyf
testovanych bunécnych linii. Po VPA o 1,0 mM Kkoncentraci se snizilo procento
proliferujicich bunék reprezentovanych G2/M/S fazi bunétného cyklu u Kasumi-1 linie
z27%+2,3% na 12%+1,8% po 48 hodinach inkubace. Pokles proliferujici frakce bunék
z22,3%+2,1% na 10%+0,9% byl pozorovan u MV4;11 a z 23,8%=+0,5% na 17,7+0,6% u
Kasumi-6. Navic byla VPA o koncentraci 0,5 mM schopna indukovat zastavu v G1/GO fazi
bunééného cyklu u Kasumi-1 se vzestupem percentualniho zastoupeni bunék na 63%+2,6%
V porovnani s 58,5%+3,1% u kontrolnich nelécenych bunék (Obrazek ¢. 3). Tyto vysledky
prokazuji nejvyraznéjsi u€¢inky VPA na zmény v bunééném cyklu u Kasumi-1 reprezentujici

model AML1-ETO pozitivni akutni myeloidni leukémie.
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Obrazek €. 3 Vysetfeni bunééného cyklu. Grafy zndzornuji proporciondlni zastoupeni
jednotlivych fazi bunééného cyklu u ¢tyf bunéénych linii Kasumi-1, Kasumi-6, MV4;11 a
K562, které byly kultivovany 48 hod s VPA o koncentracich 0,5 mM a 1,0 mM. Bunécna
smrt je charakterizovana subG1 fazi, proliferujici buiiky se nachazi v G2/M/S fazi bunécného

cyklu a klidové bunky jsou nalézany v G1/GO fazi.

4.2.  Diferenciace charakterizovana zménami v imunofenotypu

Diferenciace mize byt charakterizovana pritokovou cytometrii jako nendhodné zmény
v expresi povrchovych znakl. Testované bunécné linie jsou z hlediska imunofenotypu
jednoznacné charakterizovany: Kasumi-1 a Kasumi-6 jako zastupci M2 AML s piitomnosti
povrchovych znakti CD34, CD38, CD33, CD117 a CD15; linie MV4;11 je charakterizovana
ptritomnosti HLA-DR, CD33, CD117, CD15 a CD13; K562 exprimuje CD33, CD71, CD15 a
CD235a. Abychom zjistili, zda je VPA schopna indukovat diferenciaci v bunkach
odvozenych od myeloidni leukémie, kultivovali jsme linie Kasumi-1, Kasumi-6, MV4;11 a
K562 s pfitomnosti VPA o koncentracich 0,5 mM a 1,0 mM po dobu 24 a 48 hodin. Zmény
v imunofenotypu byly hodnoceny pouze na zivych DAPI negativnich bunkach. Kasumi-1
bunky zareagovaly na 1é¢bu VPA (1,0 mM po dobu 48 hodin) sniZzenim exprese povrchovych
znakl typickych pro myeloidni progenitory CD33 (p<0,001), CD34 (p=0,003), CD117
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(p<0,001), CD38 (p=0,005) a zvySenim exprese znaki myeloidni diferenciace CDIlla
(p=0,001) a CD11b (p=0,007) v porovnani s kontrolnimi vzorky piedstavovanymi nelé¢enymi
buitkami Kasumi-1. Exprese znakti CD15 a CD14 nebyla piisobenim VPA ovlivnéna (p=0,09
a p=0,32). Takto vyjadienou diferenciaci jsme detekovali u 38,2% bun¢k Kasumi-1 po 24
hodinach a u 57% po 48 hodinach. U fenotypové identické (M2 AML) bunééné linie Kasumi-
6 bez ptitomnosti AML1-ETO fize jsme po ovlivnéni VPA nepozorovali statisticky
signifikantni zmény u zadného z vysetfovanych povrchovych znaka (CD33 (p=0,13), CD117
(p=0,09), CD11b (p=0,27), CD34 (p=0,32), CD14 (p=0,16)). Stejn¢ tak u MV4;11 a K562
jsme nepozorovali zmény, které by odpovidaly diferenciaci. Konkrétné exprese sledovanych
znaku linie MV4;11 ztstala nezménéna (CD11b (p=0,12), CD45 (p=0,14), CD117 (p=0,34),
CD14 (p=0,12), HLA-DR (p=0,26)). Vyjimkou byl znak CD33, u kterého jsme zaznamenali
hrani¢né signifikantni pokles (p=0,05). U linie K562 se zvysila exprese ¢asnych myeloidnich
znaki CD117 (p=0,02) a CD33 (p=0,05). Exprese znaki, jejichz vzestup bychom
predpokladali v pribehu erytroidni diferenciace, zlistala nezménéna (GPA (p=0,23), CD45
(p=0,12), CD71 (p=0,21)) (Obrazek ¢. 4).

Po zjisténi specifického efektu VPA na Kasumi-1 v porovnani s linii Kasumi-6 bylo
nutné ovétit schopnost Kasumi-6 diferencovat. K tomuto ucelu jsme pouzili diferencia¢ni
agens TPA o koncentraci 1,62 uM. Pouziti TPA zpisobilo diferenciaci Kasumi-6, jak bylo
ovéteno pratokovou cytometrii s poklesem exprese CD33, CD117 a CD34 a vzestupem
exprese CD11b. Oproti tomu piekvapivé TPA zplsobilo pouze minimalni zmény
v imunofenotypu Kasumi-1, kde byla diferenciace ptitomna pouze u 17% bunék v porovnani
$57% po lécbé VPA. Pifi pouziti kombinace TPA a VPA u Kasumi-1 se procento
diferencujicich bunék vysplhalo na uroven 86% ze vSech DAPI negativnich bunék.

Dalsi diferenciacni agens TSA o koncentraci 120 nM bylo pouZito jako pozitivni
kontrola v experimentu s Kasumi-1. Po 48 hodinach kultivace byla pozorovana diferenciace
66,5% zcelkového poctu zivych DAPI negativnich bunék. Diferenciace byla
charakterizovana vzestupem exprese CDI11b (p=0,001) a poklesem CDI117 (p=0,002),
CD34(p=0,007) a CD33(p=0,004).

Vzhledem k pouziti ATRA v kombinaci s VPA v klinickych studiich, byla i ATRA
testovana u AMLI-ETO pozitivni linie Kasumi-1. Samotna ATRA nezpusobila zmény
Vv imunofenotypu (CD33 (p=0,13), CD117 (p=0,1), CD34 (p=0,08), CD11b (p=0,21)), coz je
v souladu s publikovanymi vysledky (Ferrara et al., 2007). Kombinace VPA 1,0 mM a ATRA

1 uM oproti tomu indukovala diferenciaci u 74,7% Kasumi-1 bunék.
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Obrazek ¢. 4 Hodnoceni diferenciace pritokovym cytometrem. Grafy znézorfiuji miru
exprese vybranych povrchovych znakl u Ctyf bunéénych linii kultivovanych po dobu 48
hodin s VPA o koncentraci 1,0 mM. U linie Kasumi-1 je zietelna diferencovana populace
bunék, ktera je charakterizovand ubytkem exprese CD33 a CD117. U linii Kasumi-6,

MV4;11, K562 nejsou detekovany zmény v imunofenotypu charakteristické pro diferenciaci.

4.3.  Vztah mezi fazemi bunééného cyklu a diferenciaci, apoptozou a diferenciaci.

Prokazali jsme, ze diferenciace je specifickda pro AML1-ETO pozitivni AML bunky.
Zaroven u tohoto podtypu AML doSlo k nejvétsim zméndm v bunééném cyklu po podani
VPA. Proto jsme se rozhodli zhodnotit vztah mezi diferenciaci a jednotlivymi fazemi
bunécného cyklu a zaroven vztah mezi diferenciaci a apoptézou. K ovéfeni schopnosti
diferenciace proliferujicich a klidovych bun€k, jsme pouzili DyeCycle Violet barveni
v kombinaci s protilatkami proti povrchovym CD znakim méfenych pratokovym
cytometrem. Tento postup ndm umoznil analyzovat bunky v G1/GO fazi a G2/M/S fazi
odd¢lené a tim vysSetfit 1 jejich diferenciacni status. Zjistili jsme, ze 68% proliferujicich bun¢k
a 29,3% bunek v klidové fazi bunééného cyklu diferencovalo po podani VPA. Diferenciace
byla charakterizovana vzestupem exprese CD11b a poklesem exprese CD117 a CD33. Toto

zjisténi potvrzuje, ze klidové i proliferujici bunky jsou schopny diferenciace po podani VPA.
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Obrazek ¢. 5 Vztah diferenciace a apoptozy. Graf ukazuje vztah mezi diferenciaci a Annexin
V pozitivitou u Kasumi-1 buné&tné liniec 1é¢ené VPA 1,0 mM po dobu 48 hodin.
Differencovand populace bunck se barvi jako Annexin V pozitivni (,,peak® vpravo) a

nediferencované blasty zistavaji Annexin V negativni (,,peak vlevo).

Dale jsme pouzili znaceni Annexin V Kk detekci ¢asnych fazi apoptozy a protilatky
proti povrchovym znakiim, abychom ur¢ili osud diferencovanych bunék. Timto vySetfenim se
ukézala byt vétSina diferencovanych bunék Annexin V pozitivnich oproti nediferencovanym
bunkam Kasumi-1, které zistaly Annexin V negativni (Obrazek ¢. 5). Tato data naznacuji, ze
diferencované buiiky a¢ DAPI negativni, prochazeji ¢asnou fazi apoptozy. Abychom zjistili
vztah mezi apoptdzou a diferenciaci, pouzili jsme kaspazovy inhibitor Z-VAD-fmk spole¢né
s VPA. U takto oSetfenych bun¢k jsme analyzovali bunéény cyklus pomoci prutokového
cytometru. U inhibitoru Z-VAD-fmk o koncentraci 20 uM byla pozorovana pouze mirna
redukce bunék vsubGl fazi a tudiz tato koncentrace nebyla schopna u¢inné zablokovat
bunéénou smrt. Konkrétné se po podani 20 uM Z-VAD-fmk snizilo procento bunék v subG1
fazi z 34% na 29% po 24 hodinach a z 54% na 35% po 48 hodinach ptsobeni VPA 1,0 mM.
Oproti tomu Z-VAD-fmk o koncentraci 100 uM byl schopny tG¢inné inhibovat apoptozu se
snizenim procentualniho zastoupeni bunék v sSubG1 z 34% na 6,5% po 24 hodinach a z 56,6%
na 11% po 48 hodindch. Kombinované znafeni bunék pomoci Annexin V, DAPI a
protilatkami proti povrchovym znakim (CD33, CD117 a CD11b) nam umoznilo analyzovat
chovani bunék po zablokovani apoptozy po 1é¢bé VPA 1,0 mM. I po zablokovani apoptdzy je
VPA schopna indukovat diferenciaci u Kasumi-1. Diferencované bunky jsou navic po
konkomitantnim podavani VPA a Z-VAD-fmk negativni pfi barveni Annexinem V (Obrazek

¢. 6). Timto jsme potvrdili, Ze¢ zmény v imunofenotypu béhem VPA 1éEby nejsou pouze
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nespecifickymi zménami v pribéhu apoptézy. Zaroven tato data ukazuji, ze apoptoza

bezprostiedné navazuje na diferenciaci u Kasumi-1 po ovlivnéni VPA.
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Obrazek ¢&. 6 Diferenciace po zablokovani apoptozy kapsazovym inhibitorem Z-VAD-fmk.
Horni tadek zobrazuje diferenciaci po podani VPA vyjadfenou poklesem exprese CD33 a
CD117. Jak bylo ukazano dfive, diferencovand populace je detekovdna jako Annexin
V pozitivni a plivodni blastickd populace Annexin V negativni. Ve spodnich grafech je
demonstrovano, ze ptidanim Z-VAD-fmk k VPA je diferenciace zachovana a vétSina

diferencovanych bunék se nebarvi Annexinem V.
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4.4. VPA obnovuje expresi AML1 cilovych geni u AML1-ETO pozitivnich bunék

Dale jsme hodnotili, zda je VPA indukovana diferenciace doprovazena zménami
exprese AML1 cilovych genti a gent dulezitych v myeloidni diferenciaci. Jednotlivé geny
byly vysetfovany qRT-PCR po izolaci RNA a piepisu na cDNA ze vzorkl ovlivnénych VPA
a vzorkli kontrolnich pochazejicich z linii Kasumi-1, Kasumi-6, MV4;11 a K562.
Kvantifikovali jsme expresi nasledujicich gent: PU.1, ktery je AML1 cilovym genem,
C/EBPa dilezitého regulatoru myeloidni diferenciace, ktery je downregulovan u AML1-ETO
pozitivnich pacientt, BPl a IGFBP7, u nichz je prokazano piimé umlceni exprese
chimérickym proteinem AML1-ETO. U Kasumi-1 ovlivnénych VPA 1,0 mM bylo namé&feno
zvySeni exprese genu PU.1 6,2x (p<0,01), zvySeni exprese C/EBPa 3,0x (p<0,01), zvySeni
exprese BPI 2,6x (p<0,01) a zvyseni exprese IGFBP7 7,0x (p<0,01). Oproti tomu u M2 AML
AML1-ETO negativni bunééné linie (Kasumi-6) nebyla v porovnani s kontrolami pozorovana
zména exprese C/EBPo. (p=0,26) a PU.1 (p=0,42) a exprese geni BPI a IGFBP7 byla po
1é¢bé VPA snizena 1,3x (p<0,01) a 1,7x (p<0,01). U vzorka linie MV4;11 ovlivnénych VPA
byla v porovnani s kontrolou snizena exprese PU.1 2,5x (p=0,01) a exprese IGFBP7 snizena
2,4x (p=0,01), exprese genu C/EBPa (p=0,32) a BPI (p=0,75) ztstala nezménéna. V linii
K562 nebyla detekovana exprese BPI na mRNA trovni, exprese PU.1 genu byla zvySena 3,7x
(p<0,01) a exprese gentt C/EBPa a IGFBP7 ziistala nezménéna (p=0,46 a p=0,1) (Obrazek ¢.
7). Podani VPA obnovuje expresi AMLI cilovych gend u Kasumi-1 v porovnani s ostatnimi

zkoumanymi bunéénymi liniemi, kde tento efekt pozorovan nebyl.

45. VPA indukuje zmény v bunéfném cyklu a v imunofenotypu primarnich

blastl ziskanych od pacientii s AML1-ETO pozitivni AML

Kovéteni vysledkti ziskanych na bunéénych liniich pomoci experimentu na
primarnich pacientskych blastech bylo potfeba optimalizovat kratkodobou kultivaci
pacientskych blasti z kostni dfené¢ ze dne diagndzy. K optimalizaci bylo pouZito nékolik
rezimll s nebo bez kokultivace se stromalnimi buiikami. Ke kultivaci v 24 jamkovych
desti¢kach (koncentrace bundk 5x10°/ml) bez podpory stromalnimi buitkami byla postupn&

pouzita nasledujici média: RPMI1640 obohacené 20% FCS, dale RPMI11640 s 20% FCS,
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Obrazek €. 7 Zmény genové exprese po 1écbé VPA. Grafy ukazuji normalizovanou expresi
gentl CEBP/g, PU.1, IGFBP7 a BPI u ¢tyt linii kultivovanych s VPA o koncentraci 1 mM po
dobu 48 hodin. Osa y vyjadfuje hodnoty relativni exprese gen normalizované k hodnotam

relativni exprese housekeeping genu GAPDH.

inzulinem o koncentraci 250 ug/ml a transferinem o koncentraci 250 ug/ml. Posledni pouzity
rezim se skladal z IMDM média obohaceného o 30% FCS se smési cytokint SCF, IL-6, TPO,
FLT3-L o koncentraci 2 ng/ml. Ke kokultivaci byly pouzity imortalizované stromalni buné¢né
linie HS-5 a HS-27 (DSMZ, Némecko). Pro linii HS-5 je charakteristicka produkce cytokint
(G-CSF, GM-CSF, IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8 a dalsi). Oproti tomu HS-27 linie
secernuje pouze malé mnozstvi cytokind, ale naopak exprimuje na svém povrchu adhezivni
molekuly (Roecklein et al., 1995). Stromalni buiiky o koncentraci 1x10°/ml byly kultivovany
v médiu RPMI1640 s 20% FCS po dobu 48 hodin k vytvoreni jednobunééné vrstvy na dné
kultiva¢ni misky. Poté bylo médium vymeénéno a byly ptidany rozmrazené pacientské blasty o

koncentraci 5x10°/ml. Diky témto optimalizaénim experimentim se nam podafilo urcit
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nejlepsi rezim ke kratkodobé kultivaci pacientskych blastd. V médiu IMDM s 30% FBS
a ptidanymi cytokiny (FLT3-L, TPO, SCF, IL-6) se podafilo udrzet procento zivych a
Castené proliferujicich bunék na arovni 50-70% po 72 hodinach kultivace, coz se ukazalo
dostatecné pro ucely naSeho experimentu a proto byl tento rezim k experimentu vybran.
Pouzity byly blasty od pacientti, od nichZ mame dostatek materidlu zamrazené¢ho v tekutém
dusiku a u kterych byla pii diagndze zachycena nejméné 60% infiltrace kostni diené. Blasty
od dvou AML1-ETO pozitivnich a dvou AML1-ETO negativnich pacientdi s AML byly
kultivovany v pifitomnosti VPA 1,0 mM a TPA 1,62 uM po dobu 24 a 48 hodin. Po 1é¢bé
VPA jsme detekovali pokles prolifera¢ni aktivity blasti a zvySeni procenta bunck
podstupujicich bunéénou smrt ve vSech ctyfech pacientskych vzorcich. U pacienta ¢. 1
narostlo procento bun¢k v subG1l fazi po podani VPA z20% na 30,9%, u pacienta ¢. 2
Z 18,4% na 32,2%, u pacienta ¢. 3 z 14,2% ma 28,6% a u pacienta ¢. 4 z 29,7% na 51,9%.
Diferenciacni agens TPA indukovalo diferenciaci charakterizovanou poklesem CD33
a/nebo CD117 bez ohledu na genotypové pozadi blasti. Konkrétné u pacienta Cislo 1 se
zvysilo procento CD117 negativnich / CD33 negativnich a CD117 negativnich bunék po 48
hodinéach piisobeni TPA z 25,4% na 66%, u pacienta ¢islo 2 z 22% na 76%, u pacienta ¢islo 3
z30% na 73,3% a u pacienta ¢islo 4 z37% na 60%. Jina situace nastala po ovlivnéni
pacientskych blasti pomoci VPA, kdy se procento diferencujicich bun¢k zvysilo pouze u
AMLI1-ETO pozitivnich pacienti. U pacienta ¢islo 3 se zvysilo zastoupeni CD117-/CD33- a
CD117- 2 30% na 52,5% a u pacienta ¢islo 4 z 37% na 46%. Oproti tomu u AML1-ETO
negativnich pacientd (pacienti ¢islo 1 a 2) nezpisobila VPA signifikantni zmény
v imunofenotypu (Obrazek ¢. 8). Vysledky tohoto experimentu ukazuji efekt VPA na
pacientské blasty a dale umocnuji hypotézu o specifickém ptisobeni VPA na AMLI-ETO
pozitivni blasty. VPA indukovala diferenciaci pouze v blastech, které jsou charakterizované

pfitomnosti AML1-ETO.
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Obrazek ¢. 8 Kultivace AML1-ETO pozitivnich (Cislo 3 a 4) a negativnich (Cislo 1 a 2)
primarnich pacientskych blasti s VPA a TPA. Grafy znazoriuji procento diferencovanych
blasti po 24 a 48 hodinach kultivace s VPA 1,0 mM a TPA 1,62 uM. Blasty od AML1-ETO
negativnich pacienti diferencovaly po podani TPA, ale nikoliv po 1é¢bé VPA. Oproti tomu

AML1-ETO pozitivni blasty diferencovaly po TPA i VPA.

4.6.  Analyza preziti AML1-ETO pozitivnich détskych pacienti s AML

K ovéfeni, zda maji AML1-ETO pozitivni pacienti v CR lepsi prognézu, jsme analyzovali
vysledky 1écby u 16 AML1-ETO pozitivnich pacientii 1é¢enych v obdobi od roku 1994 az
2005. Téchto 16 pacientii predstavovalo celkem 11,2% z celkového poctu 143 pacientd S
AML. Pomér divek k chlapcim byl 1:1, median véku pii diagnéze 12,8 roku (rozsah 3,7 az
17,7 let). Hyperleukocytdza s poctem leukocytt nad 10 tisic v mikrolitru v dobé diagnozy

byla detekovana u 7 z 16 pacienti. Pouze jeden pacient nedosahl kompletni remise (CR)
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V kostni dfeni po prvnim bloku chemoterapie, kterd byla definovana jako pfitomnost mén¢
nez 5% blasti v kostni dieni 28 dni po zahajeni 1é¢by. Tento pacient dosahl kompletni remise
po druhém bloku chemoterapie, pozdéji ovsem zrelaboval. Dva pacienti z 16 zemieli v CR na
infek¢éni komplikace v pribéhu chemoterapie. Celkem 6 pacienti z 16 prodé€lalo relaps
onemocnéni s medianem doby od diagnézy do relapsu 0,9 roku (0,8 az 2 roky). P&t z Sesti
relabujicich pacient dosdhlo CR a podstoupilo alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych bun¢k. Pacient, ktery nedosahl CR, zemfel. Dva pacienti z péti transplantovanych
zemieli z davodu druhého a tfetiho relapsu AML. U Zadného znaSich AMLI-ETO
pozitivnich pacientil se neobjevila sekundarni malignita. Shrnuto a analyzovdno Kaplan-
Meierovou analyzou pravdépodobnost pétiletétho OS v nasem souboru AMLI1-ETO
pozitivnich pacientt je 70,6% (SE £ 11,1%) a pravdépodobnost pétiletého EFS je 52,9% (SE
+ 12,1%) (Obrazek ¢. 9).
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Obrazek ¢. 9 Kaplan-Meierova analyza pieziti AML1-ETO pozitivnich pacientt. V grafu
jsou vyznaceny kiivky celkového preziti (OS) a preziti bez udélosti (EFS).
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5. Diskuse a zavéry

U VPA byl popsan protinadorovy efekt u nékolika lidskych malignit, vcetné
neuroblastomu, AML, ALL, karcinomt a gliomu centralniho nervového systému (Cinatl et
al.,, 1997; Driever et al.,, 1999; Erlich et al., 2009). Ptestoze bylo popsano né&kolik
mechanizmt mozného ucinku VPA, v¢etné acetylace histonti, modulace ERK (extracellular
signal-regulated kinase) forforylace, regulace Wnt drahy, pfesny mechanizmus
protinadorového uc¢inku neni zcela pochopen (Gottlicher et al., 2001; Wiltse, 2005; Yuan et
al.,, 2001a). Vyznamna pozornost byla vénovana studiu apoptézy indukované VPA u
bunécénych linii odvozenych od lidskych malignit. Bylo popséno, ze VPA spousti apoptézu
riznymi mechanizmy a to jak vnitini tak vnéjsi kaspazovou drahou. (Kawagoe et al., 2002;
Sasaki et al., 2008) . Nékolik klinickych studii prokazalo prechodny G¢inek VPA u nékterych
pacienti, kdyz byla pouzita v monoterapii u hematologickych malignit. Pfesto chybi
informace o podskupinéch pacientd, kterym by 1écba VPA pfinesla nejvétsi benefit.

V této studii, jsme testovali efekt VPA na AML buné&¢né linie a primarni pacientské blasty
S riznym genotypovym pozadim. NasSe data potvrzuji protinadorovy efekt VPA u AML buné¢k
a ukazuji, ze mnozstvi detekované apoptéozy se 1iSi mezi jednotlivymi genotypové
charakterizovanymi AML podskupinami. V souladu s nasimi vysledky byly publikovany
prace, které potvrzuji VPA indukovanou apoptézu u linii Kasumi-1 a MV4;11. V nasem
experimentu byla VPA schopna snizit proliferacni aktivitu u Kasumi-6 a zaroven indukovat
zastavu vV G1/GO fazi bunééného cyklu. U linie K562 jsme nepozorovali navozeni apoptozy
po lécbé VPA. Publikované prace nehovoii jednoznaéné o schopnosti VPA indukovat
bunéénou smrt u K562 bunék. Nekteti autofi popisuji apoptézu po ovlivnéni VPA (Tang et
al., 2004) a naopak jini apoptoézu nepozorovali. Naptiklad lacomino et al. pozoroval, ze VPA
samotna neni schopna indukovat apoptozu, ale ze zvySuje citlivost bunék K562 k jinym
apoptotickym signalim jako je TRAIL/Apo2L (TNF-related apoptosis-inducing ligand/Apo2
ligand) (lacomino et al., 2008). Tyto rozporuplné vysledky by mohly byt nasledkem pouziti
rozdilnych subkloni K562 linie béhem experimenti.

Diferenciaci jsme demonstrovali pomoci analyzy pritokovym cytometrem se znacenim
bunék Sirokym panelem protilatek proti povrchovym myeloidnim znakim. Toto pozorovani
bylo potvrzeno morfologicky sledovanim zmén v nukledrni a nukleoldrni morfologii
(Smetana et al., 2007). Z testovanych linii byla VPA indukovana diferenciace detekovana

pouze u AML1-ETO pozitivni bunééné linie, coz potvrzuje hypotézu o specifickém plisobeni
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VPA na AML buiky s timto genotypovym pozadim. Diferenciace u linie Kasumi-1 nesla
identické zmény v imunofenotypu jako diferenciace po pouziti TSA jako pozitivni kontroly.
Specifitu u¢inku VPA plisobici ptes patologicky gen AML1-ETO jsme potvrdili pozorovanim
imunofenotypové identickych bunécnych liniich, které se 1iSi pouze ptitomnosti AML1-ETO
(Kasumi-1 a Kasumi-6). Pouziti diferenciacniho agens TPA potvrdilo, ze linie Kasumi-6,
ackoliv nereaguji na 1écbu VPA, je schopna diferenciace po jiném stimulu. Piekvapiveé jsme
pozorovali zcela minimalni indukci diferenciace pomoci TPA u Kasumi-1, kdy pouze 17%
AMLI1-ETO pozitivnich bun¢k diferencovalo. Naproti tomu 1écba kombinaci TPA a VPA
indukovala diferenciaci ve vys$i mife, nez vyplyva z pouhého souctu ucinkl téchto dvou
latek, proto Ize predpokladat synergisticky efekt. Tento mechanizmus mize byt vysvétlen tim,
ze pii lécbeé samotnym TPA pretrvava diferenciacni blok zprosttedkovany aberantni vazbou
HDAC k AML1-ETO a proto je efekt TPA na diferenciaci minimalni. Az v kombinaci TPA
S VPA jsou inhibovany HDAC v korepresorovém komplexu asociovaném s AML1-ETO a
diferenciace mize probéhnout. Velmi podobné jsme experimentem s ATRA a kombinaci
ATRA a VPA u Kasumi-1 potvrdili znamy fenomén necitlivosti AML1-ETO pozitivnich
bunék k ATRA. Tato rezistence je dana vazbou a inhibi¢nim G¢inkem AML1-ETO proteinu a
represorového komplexu Vv oblasti promotoru RARa a naslednym zablokovanim
diferencia¢niho efektu farmakologickych davek ATRA. Az konkomitantni podani VPA rusi
inhibi¢ni efekt HDAC v radmci represorového komplexu asociovaného s AML1-ETO a
umozni ATRA indukovat diferenciaci (Cimino et al., 2006).

Dale jsme poskytli cenné informace o tom, ze jak buiiky v klidovém stadiu, tak i buiky
proliferujici, jsou schopné podstoupit diferenciaci. Navic jsme demonstrovali, Ze diferenciace
pfedchazi apoptézu. Tato souslednost byla prokazana v experimentech se zablokovanim
apoptdzy pomoci kaspazového inhibitoru Z-VAD-fmk. Inhibitor zablokoval bunéénou smrt,
ale VPA indukovana diferenciace u AMLI1-ETO pozitivnich bunék nebyla ovlivnéna.
Specificky u¢inek VPA byl doprovazen vzestupem hladin mRNA AML1 cilovych geni
(PU.1, IGFBP7, BPI), coz nastalo pouze u AML1-ETO pozitivnich bunék. Exprese genu
CEBPa, ktery je dilezitym reguldtorem myeloidni diferenciace a je vyrazné¢ downregulovany
u AML1-ETO pozitivni leukémie, také vzrostla po podani VPA. K ovéteni naSich vysledki a
ptiblizeni celého experimentalniho designu k in vivo podminkam jsme provedli experimenty
na primarnich pacientskych blastech odebranych z kostni diené¢ v den diagnozy. Tim jsme
vytvofili relevantni model 1é€by VPA u AML1-ETO pozitivnich a AML1-ETO negativnich
pacientii a potvrdili jsme, ze a¢ VPA indukuje apoptéozu u vSech testovanych vzorkd,

diferenciace je jev specificky pouze pro AML1-ETO pozitivni blasty. TPA byl schopny
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navodit diferenciaci bez ohledu na ptitomnost AML1-ETO flze. Zaroven je nutno doplnit, ze
kapacita diferenciace u pacientskych blasti je nizsi nez v ptipad¢ Kasumi-1 bunécné linie,
¢emuz odpovida minimalni zmeéna s expresi CD11b. Analyza pfeziti nasich pacientd s AML a
pritomnosti fuzniho genu AMLI1-ETO prokazala lepsi prognozu s pravdépodobnosti
petiletého OS 70,2% v porovnani s celym souborem naSich 1é€enych AML pacientil, kde OS
dosahuje 63% (Stary et al, 2008).

U déti je VPA bézné€ pouzivana v 1écbe epilepsie (firemni nazvy: Depakote, Depakine,
Orfiril) a terapeutické koncentrace dosahuji hodnot pouzitych i v naSich experimentech.
Prestoze byla VPA testovéana jako inhibitor HDAC v klinickych studiich u dospélych, neni
myslitelné, aby byla pouzita v monoterapii ¢i bez konven¢ni chemoterapie v modernich
klinickych studiich zabyvajicich se 1é¢bou détské AML. Existuji data, kterd naznacuji
synergisticky ucinek VPA s konvenénimi cytostatiky jako je cytarabin, coz je dulezité
cytostatikum v 1éébé AML. Xie et al. ukazal, ze AMLI1-ETO pozitivni buniky jsou
z testovanych podskupin AML nejvice citlivé ke kombinaci VPA s cytarabinem (Xie et al.,
2010). Cilem velkych mezinarodnich skupin pro 1é¢bu détské AML je individualizovat terapii
podle zjisténych genotypovych zmén v pacientskych blastech. Recentné byla spusténa
klinicka studie faze III zabyvajici se 1é¢bou détské AML v St. Jude Reasearch Children’s
Hospital (clinicaltrials.gov, NCT00703820). Pacienti zatazeni do skupiny vysokého rizika bez
ptitomnosti FLT3-ITD jsou randomizovani ke kombinované 1é¢bé VPA s intenzivni
chemoterapii (cytarabin, daunorubicine, etoposid) v ramci druhého indukéniho bloku.
Bohuzel je velmi nepravdépodobné, Ze by AMLI-ETO pozitivni pacienti byli do této
podskupiny zatfazeni. | v Evropé v ramci ptipravovaného mezinarodniho protokolu pro 1é€bu
détské AML — BFM 2012 bude snaha implementovat cilenou terapii do 1é€ebnych schémat.
Konkrétné se planuje pfidat u c-kit mutovanych AML tyrozinkindzovy inhibitor dasatinib, u
pacienti s nadmérnou expresi genu CXC4R (chemokine receptor 4) pleraxifor a pacientim
S FLT3-ITD se ke konvenc¢ni chemoterapii pfida kinazovy inhibitor sorafenib. Jelikoz nase
vysledky jasné naznacuji specificitu efektu inhibitoru HDAC VPA u AML1-ETO pozitivnich
blasti, predpokladame, ze ptidani VPA k 1écbé této podskupiny déti s AML, by mohlo piinést

vyznamny benefit.
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6. Souhrn

Akutni myeloidni leukémie (AML) je heterogenni skupina malignich onemocnéni
charakterizovand blokem diferenciace myeloidnich progenitorii, proliferacni vyhodou a
ztratou schopnosti apoptozy. Lécba AML se v pritbéhu poslednich dekad vylepsila, piesto 1ze
vyléCit pouze ¢ast pacientli kombinaci toxickych cytostatik. V leukemogenezi t(8;21)
pozitivni leukémie se piedpokladd, ze represorovy komplex asociovany s chimérickym
proteinem AML1-ETO vaze deacetylazy histoni (HDAC), inhibuje expresi AMLI cilovych
genll a tim zpusobuje blok v myeloidni diferenciaci. Valproova kyselina (VPA) je schopna
inhibovat HDAC a proto by mohla byt vhodnym kandidatem v [é¢bé AMLI1-ETO pozitivni
AML. Hlavnim cilem prace bylo charakterizovat diferenciacni efekt VPA na AMLI-ETO
pozitivni leukemické buriky a ur€it zmény v expresi AMLI1 cilovych gent. Kasumi-1 (M2
AMLI1-ETO pozitivni), Kasumi-6 (M2 AMLI1-ETO negativni), MV4-11 (MLL-AF4
pozitivni) a K562 bunky byly 1é¢eny VPA a 12-0O-tetra-decanoylforbol-13-acetatem (TPA) a
vySetfeny pratokovou cytometrii a qRT-PCR. AML1-ETO pozitivni a negativni primarni
pacientské blasty ze dne diagnézy byly ovlivnény VPA a TPA k potvrzeni in Vitro zjisténi.
VPA indukovala apoptéozu u AMLI1-ETO pozitivnich a MLL-AF4 pozitivnich bunék. Zmény
v imunofenotypu prokazujici diferenciaci byly pozorovany pouze u AMLI1-ETO pozitivnich
bunék (pokles exprese CD33/34/117 a narust CD11a/11b). Ukazalo se, Ze diferencované
buniky jsou také AnnexinV pozitivni, tudiZz jsme dale zkoumali vztah mezi diferenciaci a
bunéénou smrti. Apoptdéza byla zablokovdna kaspdzovym inhibitorem a piesto zlstala
diferenciace nezménéna. TPA bylo pouZzito k vylouc¢eni neschopnosti AML1-ETO negativni
linie diferencovat a zjistili jsme, ze tato linie podstoupi po 1é¢bé TPA monocytarni
diferenciaci. Pomoci kvantifikace mRNA jsme prokazali, Ze 1é€ba VPA zvysila expresi genli
PU.1, IGFBP7, BPI a C/EBPa pouze u AML1-ETO pozitivni linie a nikoliv u ostatnich
testovanych linii. U vSech pacientskych vzorka z kostni dien¢ byla indukovéana apoptdza bez
ohledu na genotyp, ale zmény v imunofenotypu ve smyslu diferenciace se ukazaly byt
specifické pouze pro blasty s fuzi AMLI-ETO. Poskytli jsme validni dikaz diferenciace
specifické pro AMLI-ETO pozitivni builkky doprovdzené vzestupem exprese puvodné
epigeneticky umléenych gent. NaSe zjiSténi tykajici se diferenciace nasledované apoptézou
vneslo novy pohled na mechanizmus ucinku starého léku. Navic naSe data podporuji

hypotézu, ze AML1-ETO pozitivni pacienti by mohli mit z 1écby VPA nejvétsi benefit.
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7. Summary
In t(8;21) acute myeloid leukaemia (AML), the leukemogenesis is supposed to be

promoted by interference with expression of AML1 target genes. Repressor complex
associated with AML1-ETO fusion protein recruits class | histone deacetylases (HDAC).
Valproic acid (VPA) was found to have an extensive effect on AML blasts, via inhibition of
class | HDAC. We aimed to characterize the differentiation effect of VPA on AML1-ETO-
positive leukemic cells and to determine the expression pattern of AML1 target genes.
Kasumi-1 (M2 AML1-ETO-positive), Kasumi-6 (M2 AML1-ETO-negative), MV4-11 (MLL-
AF4-positive) and K562 cells were treated with VPA and 12-0-tetra-decanoylphorbol-13-
acetate (TPA) and examined by flow cytometry and gRT-PCR. Two AML1-ETO-positive and
two negative patients’ bone marrow diagnostic samples were treated with VPA and TPA to
confirm in vitro findings. Valproic acid induced apoptosis in AML1-ETO-positive and MLL-
AF4-positive cells in dose dependent manner. But changes of immunophenotype proving the
differentiation were observed purely in AML1-ETO-positive cell line (decreased
CD33/34/117 and increased CD11a/11b expression). However, differentiated cells exhibited
positivity of AnnexinV; hence the relationship between cell death and differentiation had to
be evaluated. Apoptosis was blocked by caspase inhibitor ZVAD, but the differentiation was
still detected in the same extent. Conversely changes in immunophenotype were not detected
in either of control cells. TPA was used to exclude incapability of cells to differentiate,
induced monocytic differentiation in both AMLI1-ETO-positive and negative cells. As
quantified by gRT-PCR, VPA treatment increased expression of genes PU.1, IGFBP7, BPI
and C/EBPa in AML1-ETO-positive cells. No significant changes were detected in AML1-
ETO-negative cells. Specific effect was confirmed in patients’ bone marrow samples. All
samples exhibited changes of immunophenotype after TPA treatment while VPA treatment
induced similar changes but only in AML1-ETO-positive samples. Taken together, we
provide a valid evidence of differentiation specific for AML1-ETO-positive cells
accompanied with the increase of the repressed genes” expression. Our findings of
differentiation immediately followed by apoptosis bring a new insight to the biological effect
of an old drug. Our data suggest that AML1-ETO-positive AML patients might have the
benefit of HDAC inhibitors in treatment.
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8. Seznam pouzitych zkratek
A680 — Alexa 680

ABL — Abl kinase

AHL — Akutni hybridni leukémie

AKT — Akt kinase

ALL - Akutni lymfoblasticka leukémie

AML - Akutni myeloidni leukémie

APC — Adenomatous polyposis coli

APC - Allphycocyanin

APL — Akutni promyelocytarni leukémie
ATRA — all-trans retinova kyselina

BCR — Break cluster region

BFM — Berlin — Frankfurt - Miinster

BPI — Bactericidal/permeability increasing
CBF — Core binding factor

CD - Cluster of differentiation

C/EBPa — CAAT enhacer binding protein alfa
CIR — Cumulative incidence of relace

CR — Complete response”

CXCR4 - Chemokine receptor 4

SCF — Stem cell factor

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole

DCV - DyeCycle Violet

DEK - DEK oncogene

DMSO - Dimethylsulfoxide

DNMT3A - DNA metyltransferase 3A

EFS — Event free survival

ERK - Extracellular signal-regulated kinase
ETO — Eight-twenty-one

ETS-1 - External Transcribed Spacer Region 1
EVI-1 - Ecotropic virus integration site 1
FAB — French — American — British klasifikace

FACS — Fluorescence-activated cell sorter
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FBS — Fetal bovine serum

FDA — Food and Drug Association

FISH — Fluorescence in situ hybridization

FITC - Fluorescein isothiocyanate

FLT3 — Fms-like tyrosine kinase 3

GABA — Gamma aminobutyric acid

GAP — GTPase activating protein

GAPDH - Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
GATAL - GATA binding protein 1 (globin transcription factor 1)
G-CSF — Granulocyte colony stimulating factor
GM-CSF — Granulocyte monocyte colony stimulating factor
GPA — Glycophorin A

HAT — Histonova acetyltransteraza

HDAC — Deacetylaza histonti

HDACI — Inhibitor deacetylaz histont

HOX — Homeodomain box

ChIP — Chromatinova imunoprecititace

IDH — Izocitrat dehydrogenaza

IGFBP7 — Insulin-like growth factor binding protein 7
IL - Interleukin

IMDM - Iscoves modified Dulbecco’s medium

KIT - Tyrosine-protein kinase KIT

LEF-1 — Lymphoid enhancer-binding factor 1

MDR1 — Multidrug resistence protein 1

MDS — Myelodysplasticky syndrom

MeCP2 - methyl CpG binding protein 2

MLL — Mixed lineage leukemia

MPAL — Mixed phenotype acute leukemia

MTGR1 — MTG8-related protein 1

MYH11 — Myosin heavy chain 11

mSin3a - SIN3 transcription regulator homolog A
NCoR — Nuclear corepressor

NHR — Nervy homology region

NOD/SCID — Nonobese diabetic/severe combined immunodefficiency
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NOTCH1 - Notch Homolog 1

NPM1 — Nucleophosmin 1

NUP214 - Nucleoporin 214kDa

OS — Overall survival (celkové preziti)

PC7 - Phycoerythrin cyanin 7

PE — Phycoerythin

PerCP - Peridinin chlorophyll protein complex

PI3K — Phophatidylinositol 3 kinase

PLZF — Promyelocytic leukemia zinc finger

PML — Promyelocytic leukemia protein

PTPN11 - Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
PU.1 - Hematopoietic transcription factor PU.1

gRT-PCR — Kvantitativni real-time polymerazova fetézova reakce
RA — Retinova kyselina

RHD — Runt homology domain

AML1 — Acute myeloid leukemia 1

RARa — Receptor pro retinovou kyselinu alfa

RAS — Rat sarcoma kinase

ROS — Reactive oxygen species

RPD3 - Reduced potassium dependency 3

rpm — Rounds per minute

SE — Standard Error

SIRT — Sirtuin

SJRCH - St. Jude Research Childrens Hospital

SMRT - Silencing mediator for retinoid or thyroid-hormone receptors
TAF — TATA associated factor

TPA - 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate

TPO - Thrombopoietin

TXN - Thyreoredoxin

TRAIL/Apo2L - TNF-related apoptosis-inducing ligand/Apo2 ligand
TSA — Trichostatin A

VPA — Valproova kyselina

WHO — Svétova zdravotnicka organizace

Wnt — Wingless
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WT1 - Wilms' Tumor 1
Z-VAD-fmk - Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluoromethylketone
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