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Souhrn

Inhibitory deacetylaz histoni (HDACi) jsou vhodnym nastrojem pro studium biologickych vlastnosti vybranych ma-
lignich bunék a maji potencial i jako lé¢iva. Deacetylace histonii zpuisobena fiiznim proteinem TEL/AMLI1 u genoty-
pové definované podskupiny détskych akutnich lymfoblastickych leukemii je jednou z navrzenych cest maligni trans-
formace. Experimentalni aplikace HDACi na TEL/AMLI1 pozitivni leukemické buriky tuto teorii podporuje a sou-
casné potvrzuje lécebny potencial téchto latek.
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Summary
Starkova J., Zapotocky M., Trka J.: Potential of histone deacetylase inhibitors (HDACi) in the treatment
of paediatric TEL/AML1-positive acute lymphoblastic leukaemia

Histone deacetylase inhibitors (HDACi) represent useful tools in the study of biology of selected malignant cells and
they also have a potential in the treatment. Histone deacetylation caused by TEL/AMLI1 fusion protein in the geno-
typically defined subgroup of paediatric acute lymphoblastic leukaemia is one of the proposed malignant transfor-
mation pathways. Experimental treatment of TEL/AML1-positive leukaemic cells with HDACi supports this theory
and confirms the potential of HDAC: in the treatment of this leukaemia subtype.
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Transkripéni regulace je hlavnim mechanismem v z4-
stavé bunécného cyklu, diferenciaci a/nebo bunécné smr-
ti bun€k in vivo a in vitro. Jednim z regulacnich mecha-
nismu zapojenych do ovlivnéni transkripce je zména v ter-
ciarni struktufe DNA, kterd ovliviiuje pfistup transkripc-
nich faktorl k cilovym segmentim DNA.

V eukaryotickém jadie je DNA sbalena do nukleopro-
teinového komplexu nazyvaného chromatin (1). Zaklad-
ni stavebni jednotkou chromatinu je nukleosom, ktery ob-
sahuje DNA, histony (2A, 2B, 3 a 4) tvofeny oktamer
a molekuly histonu 1 (H1) slouzici jako linker. Nukleo-
som obsahuje DNA o délce 147bp (pard bazi), kterd se
obtaci priblizné 1,7krat okolo téla oktameru. Nukleoso-
my jsou navzajem propojeny linkerovou DNA. H1 inter-
aguje s nukleosomem a s linkerovou DNA a podporuje
vySSi organizaci a kompaktnost chromatinu. Struktura
a kompozice chromatinu jsou rozhodujici pro procesy
probihajici na drovni DNA, napfiklad pfistupnost pro
ATP-zavislé chromatin-remodelujici faktory, reparaci
DNA, DNA replikaci a homologickou rekombinaci (2-5).
Chromatin-remodelujici faktory jsou zodpovédné za ak-
tivitu sklddan{ a rozkladani nukleosomi a také mobiliza-
ci (tzv. sliding) nukleosomti. Navic jsou histony vysta-
veny Siroké Skdle posttranslacnich modifikaci jako je ace-
tylace, metylace, fosforylace, ubiquitinace, jezZ ménf je-
jich biofyzikdln{ vlastnosti a pasobi jako signdl pro spe-
cifické interakce regula¢nich faktorli s chromatinem
(6-8). Acetylace (hlavné na H3 a H4) je téméf vylucné
spjata s transkripéné aktivnim stadiem chromatinu. Pro-
to je funkce acetyltransferdzy histond (HAT) spojovana
s aktivaci a deacetylazy histond (HDAC) s represi.

Deacetyldzy histont jsou charakterizovany svou schop-
nosti odstranit acetylovou skupinu z lyzinového zbytku
lokalizovaného na histonu a na transkripcnich faktorech
jako jsou YY1, PLZF a p53 (9, 10). Konec histonu vy-
stupuje pfes DNA na povrch nukleosomu, kde miize byt
enzymaticky modifikovén a interagovat s jinymi protei-
ny a sousednimi nukleosomy. Deacetylaci histontl na ami-
nokyselinovych zbytcich vznikd kladny ndboj, tim docha-
z{ k tésnéjsi vazbeé mezi nukleosomy a vytvari se nevhod-
né prostiedi pro transkripci. Naopak po acetylaci zabez-
pecované HAT dochdzi k volnéjsi vazbé DNA a histont
a dand oblast se zpristupni pro transkripéni komplex.
Acetylace a deacetylace chromatinu je fundamentalni Zi-
votn{ funkei vSech organismu tvofenych jadernymi buri-
kami. Enzymy tohoto procesu zabezpe€uji rovnovahu
v aktivité chromatinu, kterd je dilezita pro normdln{ vy-
voj bunék. Naruseni této rovnovahy mutize vést k malig-
nimu zvratu.

HDAC se fadi do tif hlavnich tfid na zdkladé homolo-
gie s kvasinkovymi proteiny rpdl, hdal a SIR2 (11).
HDAC se lisi ve vzorci exprese, ve schopnosti spojovat
se s korepresory a rovnéz v molekuldrn{ struktufe. Nék-
teré HDAC jsou schopné heterodimerizace nebo existuji
v rGiznych komplexech — tvoi{ napiiklad vétsi komplexy
s korepresory jako jsou mSin3A, retinoblastomovy pro-
tein anebo N-CoR/SMRT (12, 13). HDAC rovnéZ zpro-
stfedkujf ,,silencing” efekt DNA metylace vazbou metyl
CpG-vazebnych proteinti (MeCP2) a DNA metyltransfe-
razy 1 a 3a. HDAC jsou rozhodujicimi ¢leny korepreso-
rovych komplexd vytvdfenych transkripénimi faktory
ucastnicimi se leukemogeneze, jako jsou Bcl-6 a MLL
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a také fuzni geny AML1/ETO, PML/RARA a TEL/AML1
(14-16).

Pted 25 lety byla objevena schopnost butyratu sodné-
ho reverzibilné inhibovat HDAC (18). V soucasnosti je
zndmo jiz nékolik tfid inhibitort deacetyldz histont
(HDAC:I) s riznou chemickou strukturou, G¢inkem a spe-
cifitou (17, 19, 20). HDAC: indukuji zdstavu rustu, dife-
renciaci a apoptézu v rizném rozsahu. Byly derivovéany
z pfirodnich i syntetickych zdroji, nékteré produkty by-
ly vybrany na zdkladé screeningu malych molekul s G¢in-
kem inhibitord HDAC (21, 22). AZ na vyjimky mohou byt
rozdéleny do skupiny derivati kyseliny hydroxamové,
karboxylatti, benzamidu, elektrofilnich ketont a cyklic-
kych peptidi. Nékteré z nich maji poldrni konec, kterym
se vazi ke kritickému zinkovému iontu v katalytickém
pouzdie HDAC, zatimco dalsi ¢4st téchto latek blokuje
kanaly vedouci k aktivni ¢4sti, jak bylo prokdzano krys-
talografickou metodou u SAHA — suberoylanilidu kyse-
liny hydroxamové (23). Nejcastéji klinicky testované 1at-
ky z této skupiny byly butyraty — jednak diky snadné syn-
téze a také proto, Ze byly uz 1é¢ebné poddvany. Butyrat
sodny je nespecificky a jiz v malych ddvkéach zna¢né to-
xicky. Do nové generace latek jsou zafazeny SAHA, py-
roxamid, depsipeptid a MS-275, které jsou méné toxické
v davkach potiebnych pro inhibici HDAC. V nedavnych
studiich byl popsdn tc¢inek dal§iho inhibitoru HDAC,
valproové kyseliny (VPA), kterd se pouzivd béZné u pa-
cientl s epilepsif; jeji G¢inek u této diagndzy vsak nesou-
visi s inhibici HDAC (24). Publikovana data ukazuji, zZe
VPA je ucinngjsi spise u HDAC I. tfidy nez u HDAC II.
tridy (24).

Mohlo by se zdét, Ze HDAC nejsou vhodnym cilem pro
terapii, protoZe jejich inhibici mize dojit k nespecifickym
zasahtim do kli¢ovych buné¢nych funkci nemalignich bu-
nék. Studie monitorujici pomoci expresniho profilovani
procento gend ovlivnénych v eukaryotickém organismu
pasobenim HDAC! se vyrazné 1isi, udavaji se hodnoty
>5-20 % (25, 26). Funk¢ni in vitro analyzy potvrdily, Ze
HDAC: rist a piezivani normalnich bunék neovliviuji.
Pii studiu indukce apoptdzy bylo popsano, Ze nadorové
buriky na rozdil od bunék normalnich po podani HDACi
neprezivaji. Klicovou roli pravdépodobné sehravaji reak-
tivni formy kysliku (ROS), které jsou v normdlnich bun-
kach vychytavany thioredoxinem (TXN). Jeho exprese je
v téchto burikdch po poddani HDACi zvySena. Protoze
v nadorovych burikdch neni TXN exprimovan, ROS se
v nich akumuluji a dochdzi ke zvySeni procenta bunék
podléhajicich bunécné smrti (27).

Vyznamnym prilomem pfi studiu HDACi bylo obje-
veni jejich schopnosti obejit (v kooperaci s retinoidy) abe-
rantni transkripcni represi u akutni promyelocytarni leu-
kemie (APL) s translokaci t(11;17) (16, 18). APL slouzi-
la jako prvni modelové onemocnéni, na némz ma HDAC
podil. Tato forma leukemie je charakterizovdna zastavou
myeloidni diferenciace leukemickych bunék v promyelo-
cytarnim stadiu a je zptisobena vznikem fiznich protei-
ni sloZenych z &4sti receptoru pro retinovou kyselinu
(RAR) a z &asti nékterého z dalsich proteind: PML (> 95

% pitipadti) nebo PLZF (~ 5 % pitipadt). Pacienti s APL
odpovidaji na 1écbu ligandem RAR, retinovou kyselinou
(RA). Na bunécné trovni dochdzi k re-inicializaci progra-
mu diferenciace leukemickych bunék, ktery prochdzi do
findlni neutrofilni diferenciace a pak do fyziologické bu-
nécné smrti (29). RAR je transkripéni faktor, ktery v ne-
pritomnosti RA asociuje s komplexem obsahujicim
HDAC a to vede k uml¢eni RA-cilovych gent. Koncent-
race RA v burikdch uvoliuje HDAC-komplexy a umoz-
ni navézat na cilové geny HAT. V pfipadé¢ APL udrzuji
fidzn{ proteiny vazbu HDAC-komplexd na RA-cilové ge-
ny, pricemz fyziologické koncentrace RA nejsou schop-
ny tuto vazbu odstranit. Vyssi, terapeutické davky RA di-
sociuji HDAC z RAR, fiizni proteiny jsou degradovany
a dochazi k reaktivaci transkripce RA cilovych genu.
PLZF/RAR neodpovidd na 1écbu RA, ale v kombinaci
s HDACi dochdzi i u tohoto chimérického proteinu
k efektivni reaktivaci RA-cilovych gend a k bunééné od-
povédi (30).

Fuzni proteiny pfitomné u jinych typd leukemii maji
také schopnost vytvaret komplexy s HDAC. Prikladem je
AMLI/ETO u AML-M2, ktery se vdze na cilové geny
transkripéniho faktoru AML1 a predpoklada se, Ze méni
jejich acetylacni vzorec. Tato translokace je tvorena vse-
mi ¢tyfmi doménami pivodniho proteinu ETO a DNA-
vazebnou doménou transkripéniho faktoru AMLI. Fizni
partner ETO je schopen na sebe vdzat korepresorové pro-
teiny N-CoR, mSin3A a HDAC-1 a-3 (31). MoZnym me-
chanismem funkce AML1/ETO v leukemickych bunikach
je tedy zastava transkripce gent a blok v diferenciaci my-
eloidnich bunék zptisobeny pravé ptitomnosti tohoto re-
presorového komplexu (32). Podobny mechanismus je
hypoteticky predpokladan také u aberantniho transkripc-
niho faktoru TEL/AMLI, nebot’ TEL ma vazebnd mista
pro N-CoR/SMRT a mSin3A a ty jsou schopny vazat
HDAC-3 (15).

Vysledky prvnich klinickych studii pouZziti HDACi
u hematologickych i nehematologickych malignit ve fa-
zi I/1I testovani byly publikovany neddvno (19, 33). Vy-
sledky téchto studif jsou velmi nadéjné a potvrzuji nizkou
toxicitu HDACi v porovnani s momentdlné pouZivany-
mi protinddorovymi léky. Nizka toxicita vyplyva z malé-
ho ovlivnéni normalnich, nenddorovych bunék inhibito-
ry deacetyldz histond. Pravdépodobné se jedna o mecha-
nismus, jak byl popsdn vySe, zvySenou kumulaci ROS
v nadorovych burnikach po podani HDAC: (27). I nase in
vitro studie potvrzuje, Ze nedochazi k apoptdze nebo zme-
né imunofenotypu u linie odvozené od zralych nemalig-
nich lymfocyti po 1é¢bé VPA v porovnani s liniemi od-
vozenymi od ALL.

Vorinostat (suberoylanilid hydroxamovd kyselina,
SAHA) vykazoval nizkou toxicitu u 41 pacientt v pokro-
¢ilém stadiu AML ¢ MDS a zdroveri 7 pacientd odpové-
délo na 1écbu. (34). MS-275 je derivat benzamidu, ktery
byl testovan u 38 dospélych s akutni leukemif, kde se opét
potvrdila nizk4 toxicita a 1éc¢ba indukovala acetylaci H3
a H4 histonti, expresi p21 a aktivaci kaspazy-3 v buiikach
kostni dfené (35). Depsipeptid je HDACi s dlouhym bi-
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ologickym polocasem (80 hod.) a proto je podavédn pou-
ze jednou tydné. Klinické studie u CLL a AML prokaza-
ly zvySeni acetylace histond H3 a H4 a u nékolika paci-
entti bylo mozno sledovat protinddorovou aktivitu 1é¢by,
avsak nesplnujici kritéria pro kompletni ¢i parcialni remi-
si (36). Depsipeptid byl také pouZzit u détskych pacientt
s refrakternimi solidnimi tumory, kdy se podafilo stano-
vit vhodnou déavku léku pro druhou fizi klinické studie,
ackoliv nebyla pozorovéna objektivni odpovéd na 1écbu
u 7adného z pacientid (37). U VPA (valproova kyselina)
v monoterapii nebo v kombinaci s ATRA se ukdzal efekt
u pacientd s MDS a AML (38). Kombinace VPA s 5-aza-
cytidinem a ATRA byla testovdna u 53 pacienti s AML
¢i MDS, kde 42 % priznivé odpovédélo na 1écbu. Dale
se ukdzal fakt, Ze u responderi byla naméfena signifikant-
né vyssi sérovd koncentrace VPA neZ u non-respondert
(p <0,005) (39).

Objevuji se i prvni studie, které se snazi overit tcinek
HDAC: v kombinaci s nékterymi z konvencnich cytosta-
tik. Epirubicin je antracyklin, ktery vykazuje inhibi¢ni ak-
tivitu vaci topoizomerdze 11, a spole¢né s VPA plisobi sy-
nergicky u solidnich tumort, kde byla pozorovéna proti-
nadorova aktivita u téZce predléCenych pacienti (40). Po-
bobné i Vorinostat je schopny pusobit synergicky s Ida-
rubicinem. U 28 pacientt s refrakterni AML lé¢enych tou-
to kombinaci dosahlo 23 % z nich priznivé 1é¢ebné odpo-
védi (41).

V lonském roce byl Vorinostat (SAHA) schvélen U.S.
Food and Drug Administration (FDA) k pouziti pfi 1é¢bé
kozniho T-bunééného lymfomu ve stadiu progrese, relap-
su nebo po dvou prodélanych systémovych terapiich (42).

Mensi pozornost byla dosud vénovana moZnému ucin-
ku HDAC: u pacient s ALL (43, 44). V na$i praci jsme
sledovali vliv VPA v modelu détskych ALL s fiznim ge-
nem TEL/AML1. PfestoZe leukemie s t(12;21) tvori 20-25
% vsech détskych ALL, biologicky mechanismus trans-
formace lymfoblasti onkogenem TEL/AMLI1 nenf zatim
jesté zcela objasnén. Tyto leukemie predstavuji podsku-
pinu s dobrou prognézou, coZ je divodem relativné ma-
1ého z4jmu na dal$im zlepSovani jiZ tak dobrych vysled-
ka terapie. Je ale znamo, Ze i v této skupiné dochazi k re-
lapsiim a to zejména pozdnim. Je tedy tfeba déle hledat
dalsi 1écebné postupy i téchto nizcerizikovych leukemii.

Pritomnost fiizniho genu TEL/AMLI1 u pacientti s ALL
md empiricky ovéfeny vliv na klinické projevy onemoc-
néni, pokud se tykd odpovédi na 1é¢bu a kratkodobou pro-
gndzu (45). Predpokladame tedy, Ze tento chimericky gen
hraje v leukemogenezi této genotypové definované pod-
skupiny dulezitou tlohu. Z nékterych studii vyplyva je-
ho role jako dominantné negativniho faktoru. Soucasné
se zd4, Ze se v lymfoidnich burikach podili na vzniku pa-
tologického diferencia¢niho bloku, jehoZz nasledkem bun-
ky nedozravaji a jsou schopné neregulované proliferace.
Jako nejpravdépodobné;jsi mechanismus funkce TEL/-
/AMLI se jevi vazba s komplexem korepresort, ktery ob-
sahuje HDAC, a zpGsobuje tak zménu chromatinového
vzorce v promotorové oblasti genid s vazebnym mistem
pro protein AMLI.

V nasi studii jsme se zaméfili na priikaz tohoto me-
chanismu. Kultivovali jsme B prekurzorové leukemické
bunky s HDACi (VPA, TSA — Trichostatin A), které jsou
schopné blokovat enzymatickou aktivitu HDAC (46).
V prvni ¢asti jsme potvrdili ¢asteCny posun v diferencia-
ci TEL/AMLI1 pozitivnich leukemickych bunék v porov-
nani s leukemickymi bunikami s odlisSnym mechanismem
leukemogeneze (BCR/ABL, TEL/PDGFBR) a potvrdili
tak specifi¢nost tic¢inku HDACi u této podskupiny ALL.
Analyzou buné¢ného cyklu jsme ukdzali méné toxicky
a vice specificky efekt VPA oproti TSA u TEL/AML1 po-
zitivnich bunék. Pomoci luciferdzové eseje jsme funkc-
né prokdzali regulaci genu pro granzym B — za normal-
nich okolnosti regulovaného proteinem AML1 — hybrid-
nim proteinem TEL/AMLI. Represni tcinek proteinu
TEL/AMLI1 jsme odstranili vyuZitim HDACi. Nasledné
jsme tento piistup vyuzili pro identifikaci dal$ich cilovych
gent proteinu AML1. Komplexn{ analyzou dat expresni-
ho profilovani pacientd s ALL a ovlivnénych (pomoci
VPA nebo TSA) vs neovlivnénych bunék TEL/AML1 po-
zitivni buné¢né linie jsme vybrali 24 geni, které jsou
u bunék TEL/AML1 pozitivniho fenotypu ,,downregulo-
vané* a po poddni VPA dochdzi ke zvySeni jejich expres-
ni hladiny. U étyf vybranych genil z této analyzy jsme po-
rovnali data z expresniho profilovéni s kvantifikaci ex-
prese pomoci qRT-PCR (46). Tyto vysledky potvrdily
spravnost nas$i in silico analyzy. Vybrané geny jsou dile-
Zitou soucdsti kaskdd zodpoveédnych za bunécnou proli-
feraci a priichod bunéénym cyklem a proto predpoklada-
me, Ze jejich potladend exprese mize mit za ndsledek za-
stavu vyvoje lymfoidnich bunék a zvySenou proliferaci.

HDAC jsou v soucasnosti jednim ze slibnych cilt ve
vyvoji cilenych 1éCiv pro nddorovou terapii a HDACi prv-
ni generace jiZ jsou v I/II fazi klinického testovani.

Nase vysledky doklddaji, ze pro 1écbu HDAC:! je moz-
né hledat prostor i u détskych pacientl s akutni lymfob-
lastickou leukemii. I ve skupindch oznacovanych jako
nizcerizikové, které maji event—free survival (EFS) vys-
i nez 90 %, stdle zGstavaji pacienti se $patnou odpoveédi
na lécbu a pomalou dynamikou rezidudlni nemoci, ktefi
sméfuji k relapsu onemocnéni. Z nasich prevazné in vit-
ro vysledki vyplyva, Ze HDACi zplsobuji apoptézu a di-
ferenciaci leukemickych bunék a ponechdvaji nepostize-
né neleukemické lymfocyty. Zatim je predcasné s urcitos-
ti tvrdit, ve které fazi 1écby hledat misto pro uplatnéni
HDACI, napt. VPA. Davky VPA testované v nasi studii
odpovidaji sérovym koncentracim u pacientl 1é¢enych
dlouhodobé bez vedlejsich nasledki pro epilepsii. UZiva-
ni tohoto léku v humanni mediciné predurcuje VPA pro
testovani u TEL/AMLI1 pozitivnich pacientl s vysokym
rizikem relapsu. Jednou z variant je kombinace VPA s in-
tenzivni chemoterapii v priibéhu prvniho roku 1é¢by. Dal-
§i variantou je dlouhodoba 1é¢ba u rizikovych pacientt
v priubéhu kompletn{ remise, pifpadné v okamziku zachy-
ceni molekuldrniho relapsu. Ve stejné indikaci by se mo-
hla VPA objevit u TEL/AMLI pozitivnich pacientl pro-
délavsich relaps a podstupujicich transplantaci hemopo-
etickych progenitord.
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Zajimavou predstavou by potom mohlo byt ovlivnén{
leukemické kmenové burniky* ¢i bunék preleukemické-
ho klonu u déti pfed vypuknutim nemoci — napriklad
u identickych dvojcat pacientd diagnostikovanych
s TEL/AMLI1 pozitivni leukemii. Tito sourozenci totiZ
v sobé nesou buriky preleukemického klonu ¢i leukemic-
kou kmenovou bunku* a jsou ve velkém riziku propuk-
nuti identické TEL/AML1 pozitivni leukemie (47, 48).
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