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SANTRUMPQOS

ATGS5 — genas, koduojantis autofagijos baltyma 5; angl.: autophagy related 5.
AT-KPGR - atvirkstinés transkriptazés kiekybinis polimerazés grandininés
reakcijos metodas; angl.: RT-qPCR.

ATO - arseno trioksidas; angl.: arsenic trioxide.

BECNL1 — genas, koduojantis baltyma Bekling 1; angl.: Beclinl.

Bel — belinostatas ((2E)-N-Hidroksi-3-[3-(fenilsulfamoil)fenil]prop-
2-enamidas; PubChem CID: 6918638); angl.: belinostat.

BET — bromo domeng ir papildoma galini domena turintis baltymas;

angl.: bromodomain and extraterminal domain.

BIX — BIX-01294 (N-(1-benzilpiperidin-4-il)-6,7-dimetoksi-2-(4-metil-1,4-
diazepan-1-il)kinazolin-4-aminas; PubChem CID: 25150857).

CBP — histony acetiltransferazé; angl.: CREB (CAMP response element-
binding protein) binding protein.

CD - pavirsiniai zymenys; angl.: cluster of differentiation.

CDKN1B — nuo cikliny priklausomy kinaziy slopiklis 1B (P27, Kip1);
angl.: cyclin dependent kinase inhibitor 1B.

CEBP — prie CCAAT/enhanceriy prisijungiantys baltymai;

angl.: CCAAT/enhancer binding protein.

ChIP — tirpaus chromatino imunoissodinimas; angl.: chromatin
Immunoprecipitation.

DBR — poveikis 3-deazaneplanocinu A, belinostatu ir retinoine riigs§timi.
DMSO - dimetilsulfoksidas; angl.: dimethyl sulfoxide.

DNMT — DNR metiltransferazé; angl.: DNA methyltransferase.

DZNep — 3-deazaneplanocinas A (5R-(4-amino-1H-imidazo[4,5-c]piridin-1-
il)-3-(hidroksimetil)-3-cyklopenten-1S,2R-diolis; PubChem CID: 73087);
angl.: 3-deazaneplanocin A.

ECL — imunobloto detektavimo reagentai; angl.: enhanced

chemiluminescence.


https://www.google.lt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi87uGY1MTWAhVFQJoKHQaYDHgQFggmMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FChromatin_immunoprecipitation&usg=AFQjCNHrKPC_Aj7aP3I260NXgaONxmnSoQ
https://www.google.lt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi87uGY1MTWAhVFQJoKHQaYDHgQFggmMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FChromatin_immunoprecipitation&usg=AFQjCNHrKPC_Aj7aP3I260NXgaONxmnSoQ

EED — antrojo polikombinio represinio komplekso subvienetas;

angl.: embryonic ectoderm development.

EHMT2 — euchromatino histony lizino N-metiltransferazé 2;

angl.: euchromatic histone lysine methyltransferase 2.

EZH2 — antrojo polikombinio represinio komplekso subvienetas;

angl.: enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit.

H2A, H2B, H3, H4, H1 — histonai.

HAT — histony acetiltransferazé, acetilazé; katalitinis acetilaziy domenas;
angl.: histone acetyltransferase.

HDAC - histony deacetilazé; angl.: histone deacetylase.

HDACI — histony deacetilaziy slopiklis; angl.: histone deacetylase inhibitor.
HMT — histony metiltransferazé; angl.: histone methyltransferase.

HMTi — histony metiltransferaziy slopiklis; angl.: histone methyltransferase
inhibitor.

MS — masiy spektrometrija; angl.: mass spectrometry.

MVA — maisto ir vaisty administracija; angl.: Food and Drug Administration
(FDA).

NBT — nitro tetrazolio mélis; angl.: nitro blue tetrazolium.

NET — ekstralasteliniai neutrofily spastai; angl.: neutrophil extracellular traps.
NOG — imunodeficitinés pelés.

NPML1 — nukleofozminas; angl.: nucleophosmin.

PAB — Pranciizy—AmerikieCiy—Brity iminés mieloidinés leukemijos
klasifikacijos sistema; angl.: French-American-British (FAB).

PARP — poli ADP ribozés polimeraze; angl.: poly (ADP-ribose) polymerase.
PCAF — histony acetiltransferazé; angl.: p300/CREB binding protein
associated factor.

PJ — propidzio jodidas; angl.: propidium iodide.

PML — promielocitinés leukemijos baltymas; angl.: promyelocytic leukemia
protein.

PPAR — peroksisomy proliferatoriy aktyvuojami receptoriai; angl.: peroxisome

proliferator-activated receptors.



PRC2 — antrasis polikombinis represinis kompleksas; angl.: polycomb
repressive complex 2.

PSO - Pasaulio sveikatos organizacija; angl.: World Health Organisation
(WHO).

RA — retinoiné rtgstis; angl.: retinoic acid.

RAR - retinoinés riigsties receptorius; angl.: retinoic acid receptor.

RARE - retinoinés riigsties atsako elementai; angl.: RA response elements.
RXR - reksinoidiniai receptoriai; angl.: retinoid X receptor.

SUZ12 — antrojo polikombinio represinio komplekso subvienetas;

angl.: suppressor of zeste 12 protein.

UML — iiminé mieloidiné leukemija; angl.: acute myeloid leukemia (AML).
UPL - timiné promielocitiné leukemija; angl.: acute promyelocytic leukemia
(APL).

WT1 — Vilmso auglio baltymas; angl.: Wilms tumour protein.



1. [IVADAS

Leukemija — hematopoetiniy lasteliy liga, kurios metu pazeidZziamas
balansas tarp lasteliy proliferacijos, diferenciacijos ir apoptozés. Paprastai,
terminas leukemija (graikiskai leukos — baltas, haima — kraujas) nurodo vézio
atvejus, kuomet sutrikdoma baltyjuy kraujo lasteliy (leukocity) gamyba ir/ar
funkcijos. ISskiriami du pagrindiniai leukemijos tipai: mieloidiné bei
limfoidiné leukemija. Kiekviena i§ ju, savo ruoztu, gali biti tiek Giminés, tiek
letinés formos. Terminas limfoidiné nurodo, jog véZiniai pakitimai vyksta
kauly ciulpu lastelése, i§ kuriu véliau formuosis limfocitai. Mieloidiné —
lastelése, kurios duos pradzia granulocitams ar monocitams (pagal National
Cancer Institute, atn. 2014).

Kasmet keletui tukstan¢iy Zmoniy visame pasaulyje diagnozuojama
timiné promielocitiné leukemija (UPL; iminés mieloidinés leukemijos potipis).
Anksciau viena piktybiskiausiy laikyty vézio formy, UPL dabar yra viena i3
lengviausiai suvaldomy (Lo Coco ir Cicconi, 2011). [prastai UPL pacientai
gydomi antracikliny ir RA (angl: all trans retinoic acid) deriniu (Lo Coco ir
kt., 2013). Parodyta, jog RA geba indukuoti promielocitinés leukemijos lasteliy
diferenciacija i subrendusius granulocitus (apzv. Ozpolat, 2009). Tad $iuo metu
UPL pasitarnauja kaip puikus modelis, siekiant iStirti bei jvertinti
diferenciacinés terapijos efektyvuma. Visgi, nepaisant RA terapijos
pasisekimo, didele problema islieka gydymui RA atsparts atvejai (Fung ir So,
2013; Tomita ir kt., 2013). Pasak Gallagher (2002), antrinis, jgytas, atsparumas
gydymui RA pasitaiko daugumai pacienty, gydytu viena RA arba RA kartu su
chemoterapiniais medikamentais. Parodyta, jog UPL atsparuma RA gali
pasalinti epigenetiSkai aktyvis junginiai (apzv. Arteaga ir kt., 2015). Be to, yra
Zinoma, kad kituy UML atveju nepakankamas atsakas i gydyma su RA taip pat
priklauso ir nuo epigenetiniy veiksniy (apzv. Schenk ir kt., 2014). Tai, savo
ruoztu, leidzia daryti prielaida, jog diferenciacing leukemijos terapija biity

racionalu taikyti kartu su epigenetiskai aktyviais junginiais.



Pirmieji pavyzdziai, jog epigenetiniai pakitimai yra griztami ir kad tam
tikri cheminiai junginiai geba modifikuoti epigenetini vaizda, pasirodé
pra¢jusio Simtmecio aStunto deSimtmecio pabaigoje (apZv. Ahuja ir kt., 2016).
Visgi praéjo dar keliolika mety, kol epigenetiné véZzio terapija, kaip alternatyva
Iprastiniams gydymo metodams ar kaip ju papildymas, sulauké didesnio
susidoméjimo. Tuo metu identifikuoti ir pirmieji chromatina modifikuojantys
fermentai: histony acetiltransferazés CBP (Bannister ir Kouzarides, 1996) ir
PCAF (Ogryzko ir kt., 1996). Supratima, jog vézio patogenezéje epigenetiniai
pakitimai vaidina itin svarby vaidmeni sustiprino ir mokslininky tyrimai,
parodg, kad ivairiy véZiniy susirgimy atveju itin daznai aptinkamos mutacijos
genuose, koduojanciuose baltymus, kurie modifikuoja histonus, pasalina
histony modifikacijas ar atpazista jas. Aptinkamos mutacijos ir chromating
pertvarkanciy baltymy bei paciy histony genuose (apzv. Dawson ir Kouzarides,
2012; Lawrence ir kt., 2014).

Turbit nesuklysime teigdami, kad epigenetiné vézio terapija sulaukia vis
daugiau susidoméjimo ir pamazu skinasi kelig {prastoje véziniy susirgimy
gydymo praktikoje. Keletas epigenetiniy slopikliy jau yra oficialiai patvirtinti
ir rutiniSkai naudojami gydant vézinius susirgimus (apzv. Heerboth ir
kt., 2014). Apie tai bus kalbama placiau tolimesniuose skyriuose. Reikéty
paminéti, jog epigenetiné véZio terapija pasitarnauja keletu lygmenuy. Veikdami
epigenetiniy modifikatoriy slopikliais galime keisti vézio lasteliy epigenetini
buvi (apzv. Wee ir kt., 2014). Naudodami BET (angl.: bromodomain and
extraterminal domain) slopiklius, tuo paciu nuslopiname ir myc raiska — vieno
stipriausiai proliferacija skatinan¢iy onkogeny, kurio anksciau kitokiais vaistais
paveikti nepavykdavo (McKeown ir Bradner, 2014; Aird ir kt., 2017).
Parodytas ir epigenetikos bei imuninés sistemos rySys. Daug Zadantis véZzio
terapijos biidas — paties organizmo imuninés sistemos suzadinimas kovai prie$
vézj (apzv. Khalil ir kt., 2016). Zinoma, jog epigenetiniai mechanizmai yra itin
svarbiis imunings sistemos vystymuisi ir jos kontrolei. Pavyzdziui, parodyta,
kad EZH2 (polikombinio represinio baltymy komplekso PRC2 subvienetas)
reguliuoja T lasteliy diferenciacija ir ju aktyvuma (DuPage ir kt., 2015; Yang ir
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kt., 2015). Be to, zinoma, kad EZH2 ir DNMT (DNR metiltransferaziy)
nuslopinimas geba pritraukti T lasteles prie naviky ir skatina T lasteliy
infiltracija (Peng ir kt., 2015). Paminétina ir tai, kad HDAC: (histony
deacetilaziy slopikliai) gali pasitarnauti ir chemoterapijos bei jonizuojancios
terapijos efektyvumui sustiprinti (Diyabalanage ir kt., 2013; Blattmann
ir kt., 2015). Reikétu pazyméti, jog epigenetiné terapija placiau taikoma
hematologiniy susirgimy gydymui — dél tam tikry priezas¢iy standieji navikai

yra atsparesni §iai terapijai (apzv. Hatzimichael ir Crook, 2013).

Darbo tikslas — jvertinti epigenetinio reguliavimo itaka zmogaus Uminés
promielocitinés leukemijos lasteliy granulocitinei diferenciacijai.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti HMTi BIX-01294, 3-deazaneplanocino A, HDACI belinostato
ir retinoinés rnigsties poveiki NB4 ir HL-60 (UPL) lasteliy augimui,
gyvybingumui ir granulocitinei diferenciacijai.

2. Ivertinti geny ir ju koduojamuy baltymy, susijusiy su chromatino
pertvarkymu, lastelés ciklu ir diferenciacija, raiSkos poky¢ius UPL lastelése,
paveiktose BIX-01294, 3-deazaneplanocinu A, belinostatu ir retinoine riig§timi
bei Siy junginiy kombinacijomis.

3. Nustatyti naudoty junginiy jtaka UPL lasteliy histony epigenetinéms
modifikacijoms.

4. Nustatyti baltymus, esanCius baltymy kompleksuose kartu su
hiperacetilintu histonu H4.

5. Sukurti UPL ksenograftiniy NOG peliy modelj ir in vivo jvertinti

naudotos epigenetinés terapijos efektyvuma.

Mokslinis naujumas ir praktiné reikSmeé:
Atliktais tyrimais pirma karta parodéme, kad HDACI belinostatas
(PXD101), HMTi BIX-01294 bei 3-deazaneplanocinas A sustiprina RA

indukuota Zzmogaus iminés promielocitinés leukemijos lasteliy NB4 ir HL-60
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diferenciacija i granulocitus. Gauti rezultatai in vitro lygmenyje patvirtina UPL
epigenetinés terapijos efektyvuma.

Taip pat pirma karta parodéme, jog kontrolinése NB4 lastelése
hiperacetilintas histonas H4 yra randamas kartu su DNR replikacija ir
transkripcija susijusiais baltymais (pvz., POLA2, GCOM1, POLR2M,
NELFE), o po poveikio belinostatu — su baltymais, svarbiais proapoptoziniams
procesams (pvz., S100A9, S100A8, LGALS7, GOLGA3), apsaugai nuo
oksidacinio streso (TXNRD?2) ir vézio slopikliais (APC). Sie rezultatai
praplecia turimas zinias apie belinostato veikimo mechanizmus vézio lastelése.

Darbo metu sukiireme UPL ksenograftiniuy NOG peliu modelj, ji
charakterizavome ir parodéme, kad Sis modelis gali biiti se¢kmingai naudojamas
siekiant jvertinti UPL epigenetinés terapijos efektyvuma. Miisy tyrimai tai pat
pademonstravo, kad gydymas belinostato, 3-deazaneplanocino A ir RA
kombinacija prailgina UPL ksenograftiniy peliy iSgyvenimo trukme ir apsaugo
jas nuo augliy susiformavimo. Be to, pirma karta jvertinome epigenetinés
terapijos itaka histony modifikacijy poky¢iams UPL ksenograftiniy peliu
augliuose ir audiniuose. Gauti duomenys gali pasitarnauti tolimesniems UPL

epigenetinés terapijos klinikiniams tyrimams.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1.  HDAC ir HMT slopikliai UPL lastelése sustiprina retinoinés rugsties
diferenciacini poveiki.

2. Kombinuoti poveikiai, naudojant HDACi bei HMTi, pasizymi didesniu
diferenciacija sustiprinanciu efektyvumu nei poveikiai pavieniais junginiais.

3.  Kombinuoti poveikiai (HDACi, HMTi ir RA) pakei¢ia epigenetini UPL
lasteliy bivi ir padidina su diferenciacija susijusiy geny (CEBPE, PPARG) bei
nuslopina epigenetiniy modifikatoriy (HDAC1, HDAC2 ir PRC2 komplekso)
baltymy raiska.

4.  Epigenetiné terapija in Vvivo prailgina ksenograftiniy peliy iSgyvenimo
trukme, apsaugo nuo augliy susiformavimo bei pakeic¢ia audiniy Iasteliy

epigenetinj bavj.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Kraujo lasteliy vystymasis (hematopoezé)

Hematopoetiniuy Iasteliy hierarchingje sistemoje ankstyviausia lastele
latkoma daugiagalé (multipotentiné¢) hematopoetiné kamieniné lastelé
(HKL; dar kitaip vadinama hemocitoblastu). Embrione i§ mezodermos
susiformuoja hemangioblastas, 1§ pastarojo — hemogeninis endotelis, Sis duoda
pradzia HKL pirmtakams, i$ kuriy ir i§sivysto HKL (Lancrin ir kt., 2010). Tik
susiformavusios HKL aptinkamos keletoje skirtingy anatominiy nisy
(pvz., placentos kraujagyslése ar embriono kepenyse), kuriose dauginasi.
Galiausiai Sios lastelés apsistoja kauly Ciulpuose, kur ir lieka visa suaugusio
individo gyvenima (visgi zZinoma, jog HKL tam tikrais atvejais migruoja ir i
periferini krauja) (apzv. Boisset ir Robin, 2012). HKL islaiko geb¢jima dalytis
ir taip atnaujinti savo populiacija, taip pat geba proliferuoti ir diferencijuoti i
bet kurias subrendusias kraujo lasteles. Nustatyta keletas HKL fiziologijai itin
svarbiy transkripcijos veiksniy: tokiy kaip GATA-2 bei Lmo-2, kurie yra butini
pirminei ir galutinei hematopoezei, taip pat ir AML-1, be kurio negaléty ivykti
paskutiniai hematopoezés etapai (Wilkinson ir Gottgens, 2013).

Klasikinis hematopoezés modelis nurodo, jog limfoidinis ir mielo-
eritroidinis keliai iSsiskiria jau ankstyvoje hematopoezés stadijoje. Naujesnis
hematopoezés modelis teigia, jog lastelés, kurios taps limfocitais, dar ilgai
i§laiko potenciala diferencijuoti ir mieloidine kryptimi (Doulatov ir kt., 2010;
Kawamoto ir kt., 2010). Manoma, jog kai kurios mieloidinio kelio Iastelés
(makrofagai ir dendritinés lastelés) gali biiti kilusios tiek 1§ mieloidinés, tiek 1§
limfoidinés atSakos (Gorgens ir kt., 2013). Zemiau pateikta apibendrinta

zmogaus kraujodaros schema (2.1.1 pav.).
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2.1.1 pav. Apibendrinta Zmogaus kraujodaros schema. HKL — hematopoetinés kamieninés
lastelés; MPP — multipotentiniai pirmtakai; MLP — nesubrende limfoidiniai pirmtakai; BMP —
bendri mieloidiniai pirmtakai; GMP — granulocity ir monocity pirmtakas; MEP —
megakariocity ir eritrocity pirmtakas; Lin — lastelés pavir§iniy zymeny visuma, budinga
visiSkai diferencijuotoms lasteléems (B, T, NK ir dendritinéms lasteléms, monocitams,
granulocitams, megakariocitams ir eritrocitams). Prie atitinkamy lasteliy pirmtaky taip pat
nurodyti ir i§skirtinai jiems biidingi pavirSiniai zymenys (pagal Doulatov ir kt., 2012).

1997 metais identifikuotos iminés mieloblastinés leukemijos kamieninés
lastelés (LKL) (Bonnet ir kt., 1997). Véliau LKL aptiktos ir kity leukemijy
atveju. Dabar pripazistama, kad LKL atsiranda i§ normaliy hematopoetiniy
kamieniniy lasteliy ar kity Iasteliuy pirmtakiy, esanéiy skirtingose
diferenciacijos stadijose. Parodyta, kad Sios lastelés supiktybéja del gausiuy
genetiniy ir epigenetiniy pakitimy (Wang ir kt., 2017).

2.2. Leukemija

Kaip jau minéta, leukemija — tai kraujo lasteliy liga, kurios metu
sutrikdomas balansas tarp lasteliy proliferacijos, diferenciacijos ir apoptozes.
Leukemijos simptomai biina jvairGs ir priklauso nuo leukemijos tipo. Gali
pasireiksti karS¢iavimas ar Saltkrétis, ilgalaikis nuovargis, silpnumas, dazni ir

sunkiai gyjantys infekciniai susirgimai, svorio netekimas, padidéje limfiniai



mazgai, kepenys ir bluZnis, daznas mélyniy atsiradimas ar ilgas kraujavimas
susizeidus, daznas kraujavimas i§ nosies, petichijos (mazi raudoni taskeliai ant
odos), padid¢jgs prakaitavimas (ypa¢ nakties metu), kauly skausmas ar
trapumas (Guenova ir Balatzenko, 2013).

Kaip ir daugumos véziniy susirgimy, galima leukemijos iSsivystymo
priezastis — susikaupusios retos genetinés mutacijos, kurios, $iuo atveju,
pazeidzia jprasta kraujodaros sistemos lasteliy pirmtakiy vystymasi. Leukemija
susirgti labiau rizikuoja asmenys, kuriems pries tai taikyta chemoterapija ar
gydymui naudota radiacing terapija. Apskritai, skirtingy leukemijy ir priezastys
gali biiti skirtingos. Manoma, jog kai kurio tipo leukemijas gali sukelti ir
virusai, konkreg¢iai — ZTLV-1 (Zmogaus T-limfotropinis virusas) ir ZIV
(Zmogaus imunodeficito virusas). Leukemijos i$sivystymui itakos gali turéti ir
aplinkos tar$a benzenu ar kitais naftos produktais. Taip pat leukemija gali buti
perduodama ir i§ mamos vaisiui, nors tai ir labai reti atvejai. Galima ir genetiné
predispozicija, kuomet, d¢l vieno ar keliy pakitusiy geny, Seimos istorijoje
pasitaiko ne vienas leukemijos atvejis. Be to, yra zinoma, jog Zmongs, turintys
chromosominiy pakitimy (pvz., sergantys Dauno sindromu), labiau rizikuoja
susirgti ir leukemija (Medical News Today, 2016).

Yra daug genetiniy mutacijy, kurios bendrai siejamos su leukemijos
1§sivystymu. Savo ruoztu, kai kurios genetinés mutacijos sietinos su konkretaus
tipo leukemija. Uminé zmogaus promielocitiné leukemija (UPL) — vienas i$
tokiy pavyzdziu. UPL iSsivystymas geneti§kai susijes su chromosominémis
translokacijomis tarp retinoinés rtigsties (RA) receptoriaus alfa (RARA) lokuso
17 chromosomoje ir vieno 1§ astuoniy skirtingy geny partneriy: PML, ZBTB16,
NPM1, STAT5B, BCOR, PRKAR1A, FIP1L1 ir NABP1 (apzv. De Braekeleer
ir kt. 2014).

2.2.1. Uminé mieloidiné leukemija (UML)
UML - grupé skirtingy leukemijos tipy, pazeidzian¢iy mieloidines kraujo
sistemos lasteles. Raudonuosiuose kauly ciulpuose itin sparCiai ir gausiai

pradeda daugintis nesubrendusios baltosios kraujo lastelés, dar vadinamos

15



mieloblastais ar leukeminiais blastais. Uminé mieloidiné leukemija nustatoma
atlikus morfologinj kraujo ¢iulpy méginiy ir periferinio kraujo tepinéliy tyrima,
tvertinus lastelés pavirSinius ir citoplazminius Zymenis tékmés citometrija,
atlikus citogenetinius tyrimus, pastaruoju metu pasitelkiami ir molekuliniai
genetiniy pazaidy tyrimy metodai (pagal American Cancer Society
(ACS), 2016).

Uminé mieloidiné leukemija klasifikuojama naudojant dvi sistemas:
PAB (Prancuizy—Amerikie¢iy—Brity) ir PSO (Pasaulio sveikatos organizacijos).
PAB Kklasifikacijos sistema (Lowenberg ir kt., 1999) pasiiilyta jau pries keleta
desimtmeciy. Pagal ja, UML, priklausomai nuo to, i§ kuriy lasteliy vystosi
veézys ir koks veéziniy lasteliy subrendimo lygis, skirstoma i potipius nuo MO
iki M7. Metodika didZigja dalimi remiasi lasteliy mikroskopavimu nudaZzius.
Nors ir ganétinai sena, PAB klasifikacija vis dar aktuali ir daZnai naudojama
UML grupavimui. Visgi $i sistema neatsizvelgia i daugeli veiksniy, Kkurie
svarbiis prognozuojant ligos eiga. PSO sukiir¢ naujesng klasifikacijos sistema,
kurioje itraukti ir kai kurie minéti veiksniai, taip bandoma geriau suklasifikuoti
UML. Pagal PSO hematopoetiniy ir limfoidiniy audiniy vézio klasifikacija
(paskutinj karta atnaujinta 2016; Arber ir kt., 2016) i$skiriamos Sios UML
kategorijos: UML su biidingais genetiniais pakitimais, UML turinti su
mielodisplazija susijusiy pakitimy, UML susijusi su gydymu (antriné UML),
kitaip neapibiidinama UML (Siai grupei priskiriami UML tipai, nepriklausantys
anksCiau paminétoms kategorijoms; paZzymeétina, jog kategorijos viduje
klasifikacija panasi i PAB), mieloidin¢ sarkoma ir mieloidin¢ proliferacija
siejama su Dauno sindromu. Visgi ir PSO klasifikacija yra perzitirima bei
kei¢iama, ypa¢ UML, turin¢iy budinguy genetiniy pakitimy, kategorijoje.
Zemiau pateikta tick PAB (2.2.1.1 lentel¢), tiek ir PSO (2.2.1.2 lentelé)
smulkesné UML klasifikacija.

Tipiskai UML gydoma pasitelkiant chemoterapija, imunoterapija,
spinduling ir hormoning terapija ar kauly Cciulpy transplantacija
(pagal ACS, 2016). Apie UPL gydyma placiau bus kalbama tolimesniuose

skyriuose.
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2.2.1.1 lentelé. PAB UML ir susijusiu genetiniy susirgimy klasifikacija (pagal Lowenberg ir kt., 1999).

PAB tipas Pavadinimas (atvejai, %) DazZymo rezultatai Susijusios translokacjos ir Atsakingi genai
persitvarkymai

(atvejai, %0)

Uminé mieloblastiné leukemija, pasiZyminti Zemu inv(3926) ir t(3;3) (1 %)
diferenciacijos laipsniu (3 %)
M1 Uminé mieloblastiné leukemija, kuriai buidingas + + —
lasteliy nesubrendimas (15—20 %)
M2 Uminé mieloblastiné leukemija, kuriai biidinga + + — t(8;21) (40%), 1(6;9) ( 1%) AMLI-ETO, DEC-CAN
lasteliy branda (25—30 %)
M3 Uminé promielocitiné leukemija (5—10 %) + + - t(15;17) (98 %), PML-RARa,  PLZF-RARa,
t(11;17) (1 %), NPM- RARa
t(5;17) (1 %)
M4 Uminé mielomonoblastiné leukemija (20 %) + + + 11923 (20 %), inv(3926) ir t(3;3) (3 %), MLL, DEK-CAN, EVII
t(6;9) (1 %)
MA4Eo Uminé mielomonoblastiné leukemija, kuriai biidingi ~ + + + inv(16), t(16;16) (80 %) CBFB-MYHII
pakite eozinofilai (5—10 %)
M5 Uminé monocitiné leukemija (2—9 %) — — + 11923 (20 %), t(8;16) (2 %) MLL, MOZ-CBP
M6 Eritroblastiné leukemija (3—5 %) + + —
M7 Uminé megakarioblastiné leukemija (3—12 %) - — o 1(1522) (5%) Nezinoma
MP — mieloperoksidazé; SJ — Sudano juodasis; NE — nespecifiné esterazé.
* Lastelés pasizymi teigiama reakcija { mieloidinius antigenus (pvz., CD13 ir CD33).
T Lastelés yra jautrios a-naftilacetatui, trombocity glikobaltymams IIb / Illa ir su veiksniu VIII—susijusiems antigenams, taciau nepasizymi atsaku i naftilbutirata.
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2.2.1.2 lentele. PSO UML ir susijusiu genetiniy susirgimy klasifikacija
(pagal Arber ir kt., 2016).

UML tipas UML potipis
UML su biidingais genetiniais UML su t(8;21)(q22;022.1);RUNX1-RUNXT1TI,
pakitimais UML su inv(16)(p13.1922) arba

t(16;16)(p13.1;922);CBFB-MYH11,

UPL su PML-RARA,

UML su t(9;11)(p21.3;023.3);MLLT3-KMT2A,

UML su t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214,

UML su inv(3)(q21.3q26.2) arba t(3;3)(q21.3;q26.2),
GATA2, MECOM,

UML (megakarioblasting) su
t(1;22)(p13.3;913.3);RBM15-MKL1,

Perziiirima: UML su BCR-ABL1,

UML su NPM1 mutacija,

UML su bialelinémis CEBPA mutacijomis,
Perzitirima: UML su RUNX1 mutacija

UML turinti su mielodisplazija
susijusiy pakitimy

UML atsiradusi dél prie§ tai buvusios
chemoterapijos ar spindulinés

terapijos

UML Kkitaip neapibiidinama UML, kuri minimaliai diferencijuota (MO),
(itrauktos tos UMLformos, UML, kuriai triiksta subrendimo (M1),
nepriskiriamos anksciau aptartoms UML, kuriai bidingas subrendimas (M2),

grupéms; klasifikacija panasi { PAB) Uminé mielomonocitiné leukemija (M4),

Uminé monoblastiné / monocitiné leukemija (M5),
Gryna eritroidiné leukemija (M6),

Uminé megakarioblastiné leukemija (M7),

Uminé bazofiliné leukemija,

Uminé panmielozé su fibroze

Mieloidiné sarkoma (dar zZinoma kaip

granulocitiné sarkoma ar chloroma)

Mieloidiné proliferacija siejama su Laikina pakitusi mielopoeze (TAM),
Dauno sindromu Mieloidiné leukemija susijusi su Dauno sindromu
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2.2.1.1. Uminé promielocitiné leukemija (UPL)

UPL (UML M3 tipas pagal PAB) fenotipiskai apibiidinama kloniniy
hematopoetiniy lasteliy pradininkiy, sustojusiy promielocitinéje vystymosi
stadijoje, susikaupimu. Kaip jau aptarta anksCiau, genetiSkai tai susij¢ su
chromosominémis translokacijomis tarp retinoinés riigsties receptoriaus alfa
lokuso 17 chromosomoje ir vieno 1§ astuoniy skirtingy genu partneriy: PML,
ZBTB16, NPM1, STAT5B, BCOR, PRKAR1A, FIP1L1 ir NABP1
(apzv. De Braekeleer ir kt. 2014) (2.2.1.1.1 pav.). Ivykus Sioms
chromosominéms translokacijoms sutrinka ir RA signaliniy keliy veikla.
Reikia  pazyméti, jog RA signalo perdavime dalyvauja du
steroidiniy / tiroidiniy ~ branduolio receptoriy superSeimos tipai: RAR
(retinoinés riigities receptoriai) ir RXR (reksinoidiniai receptoriai). Sie
receptoriai atlieka ligando indukuojamy transkripcijos veiksniy funkceija. Tiek
vieni, tiek kiti btina trijy skirtingy izoformy: a, B ir y. RAR Seima (RARa,
RARp ir RARY) aktyvuoja RA ir 9-cis RA, o RXR Seima (RXRa, RXRp ir
RXRy) aktyvuoja tik 9-cis RA. RAR ir RXR baltymai suformuoja
heterodimerus, kurie véliau jungiasi prie atitinkamy geny RARE (angl.: RA
response elements) seky ir taip aktyvuoja signalines kaskadas (Lo Coco ir kt.,
1998).

RARA translokacijuy partneriai priklauso skirtingoms geny Seimoms ir
nepasizymi funkciniu panaSumu. Visgi visi pastarieji chimeriniai baltymai gali
dalyvauti baltymo—baltymo saveikoje, geba jungtis prie reksinoidiniy
receptoriy ir suformuoti didesnio molekulinio svorio hetero-oligomerinius
kompleksus, kurie atitinkamai toliau jungiasi prie RARE seky (Zeisig ir
kt., 2007; Sukhai ir kt., 2008). Sie chimeriniai baltymai nustelbia laukinio tipo
RARo/RXRa transkripcini aktyvuma (Melnick ir Licht, 1999). Be to, RARa
chimeriniai baltymai gali homodimerizuotis ir taip paveikti daugiau genu, ne
vien tik jprastinius RARa genus taikinius (Kamashev ir kt., 2004; Sternsdorf ir
kt., 2006). Paminétina, jog prie leukemogenezés mechanizmy prisideda ir

RARA suliejimo geny partneriy funkcijuy blokavimas. Pavyzdziui, PML atlieka
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transkripcijos veiksnio ir galimai auglio slopiklio funkcijas. Taip pat yra
zinoma, kad PML baltymas dalyvauja daugelyje apoptoziniy kaskaduy, o
PML-RARa funkciSkai nuslopinus PML, promielocitinés leukemijos lastelés

tampa atsparios apoptozeés procesams (apzv. Mazza ir Pelicci, 2013).
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2.2.1.1.1 pav. Scheminis RARA geno ir jo suliejimo geny partneriy vaizdas. Kvadratai
vaizduoja egzonus, o rodyklémis pazyméti geny lazio taskai. BCOR — BCL6 korepresorius;
FIP1L1 — wveiksnys, saveikaujantis su PAPOLA ir CPSFI1; NABPI — nukleoriigstis
prisijungiantis baltymas 1; NPM - nukleofozminas; PML — promielocitinés leukemijos
baltymas; PRKAR — nuo cAMP priklausoma baltymy kinaz¢, reguliuojanti, Ia tipo; RARA —
retinoinés riigSties receptorius a; ZBTB16 — cinko pirSty ir BTB domenus turintis 16-as
baltymas (De Braekeleer ir kt., 2014).

PML-RARGo, t(15;17) (q24;q21), — geriausiai istirtas ir dazniausiai UPL
aptinkamas sulietas baltymas (iki 98 % visy UPL atvejy). PML/RAR«
baltymas slopina geny raiSka pritraukdamas prie geny taikiniy
N-Cor/sin3A/HDACI1 slopikliy kompleksa, kuris paSalina nukleosominiy
histony H2A, H2B, H3 ir H4 acetilinima. Svarbu paminéti, jog, palyginus su
RARa, PML-RARa pasizymi didesniu afiniSkumu transkripcijos slopikliams.
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Pazymétina, jog esant fiziologinei RA koncentracijai (10 °-10° M)
PML-RARa iSlieka susiriSgs su minétais transkripcijos slopikliais, tad
reikalingos didesnés, farmakologinés, RA koncentracijos (10° M), tam, kad
NCoR-HDAC kompleksas disocijuoty ir buty pritraukti histonus acetilinantys
fermentai (Croce, 2005). Su RA susij¢ UPL lasteliy diferenciacijos
mechanizmai pavaizduoti 2.2.1.1.2 pav. Yra zinoma, jog poveikis RA ne tik
padeda vietoj slopikliu pritraukti histony acetiltransferazes (HAT), taiau
aktyvuoja ir proteazes, kurios, savo ruoztu, sukarpo PML-RARa baltyma
(apzv. Ablain ir The, 2014).

EFTar

- ) Visi taikiniai

&
Koa ktyvatoriai/\

o =y Ne RARA taikiniai

2.2.1.1.2 pav. Galimi RA indukuotos UPL diferenciacijos mechanizmai. Manoma, jog UPL
lasteliy diferenciacija po poveikio RA priklauso nuo paties PML-RARa baltymo inicijuoto
geny raiskos aktyvavimo — aktyvuojami pries tai nuslopinti genai (virSus, deSiné). Visgi yra
zinoma, kad po poveikio RA dalis PML-RARa baltymo yra degraduojama. Sie duomenys
davé prielaida alternatyvaus diferenciacija aiSkinan¢io modelio sukiirimui. Pastarasis modelis
teigia, jog, nesant PML-RARa chimerinio baltymo, kiti transkripcijos veiksniai gali lengviau
patekti prie savo geny taikiniy promotoriniy seky ir taip inicijuoti Siy geny raiSka. Tarp
minéty transkripcijos veiksniy gali biti ir RA prisijunge RARa kompleksai, gebantys atkurti
iprastus mielodinés diferenciacijos procesus (apacia, deSiné). Nuotraukos iliustruoja May-
Grunwald-Giemsa nudazytas nepaveiktas, nesubrendusias (kair¢) ir RA paveiktas,
diferencijuotas (desin¢) UPL lasteles (pagal Ablain ir The, 2014).

Biitina paminéti, jog su PML-RARa susije UPL lasteliy diferenciacijos
bloko molekuliniai mechanizmai dar néra visiSkai istirti. Priklausomai nuo

PML-RARa sulietinio baltymo izoformos skiriasi ir atsakas i gydyma su RA.
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Pavyzdziui, pacientai, turintys PML 7a egzono iterpima (insercija), yra
atspars RA terapijai (Park ir kt., 2009). Neseniai nustatyta, jog trumpoji
izoforma, Kurioje néra ilgojo PML-RARa tipo 5 ir 6 egzonu, taip pat yra
atspari gydymui su RA (Tan ir kt., 2013).

Kalbant apie UPL gydyma, reikia pazyméti, jog daugumos UPL atveju
gydymas skiriasi nuo jprasty UML gydymui taikomy metody. Indukcijos metu
gydymui naudojama RA kartu su antraciklinais (daunorubicinu ar idarubicinu,
angl.: daunorubicin, idarubicin) arba kartu su kitu chemoterapiniu junginiu
citarabinu (ara-c, angl.: cytarabine). Taip pat RA gali biiti naudojama su dar
vienu diferenciacija skatinan¢iu junginiu arseno trioksidu (ATO). Pasiekus
remisija toliau taikoma konsolidacijos terapija. Jos pobidis priklauso nuo to,
kokie vaistai naudoti indukcijos stadijoje. Kai kuriems pacientams pabaigus
konsolidacini gydyma gali buti taikoma ir palaikomoji terapija, kuriai
naudojama RA. Palaikomasis gydymas trunka maziausiai metus. Kartais
gydymui mazomis dozémis taip pat naudojami ir chemoterapiniai junginiai
6-merkaptopurinas (6-MP, angl.: 6-mercaptopurine) arba metotreksatas
(angl.: methotrexate) (pagal ACS, 2016).

Tokia gydymo strategija leidzia sulaukti neblogy rezultaty — didzioji dalis
pacienty pasiekia remisija, t. y., taikant gydyma RA ir antraciklinais pagijusiy
pacienty skaiCius gali siekti iki 80 % (Sanz ir Lo Coco, 2011), o taikant
gydyma RA kartu su ATO galima pasiekti ir dar geresniy, stabilesniu rezultaty.
Be kita ko, §i kombinacija yra ir maziau citotoksiSka nei RA kartu su
antraciklinais (Lo Coco ir kt., 2013; Burnett ir kt., 2015). Visgi, nepaisant RA
ir ATO terapijos pasisekimo, didele problema islieka gydymui RA ir/arba
ATO atsparts atvejai (Fung ir So, 2013; Tomita ir kt., 2013). Pavyzdziui,
pasak Gallagher (2002), pirminis PML-RARa teigiamy UPL Iasteliy
atsparumas gydymui RA pasitaiko retai, taCiau reik§mingai iSauga po
>2 atkry€iy nuo chemoterapijos indukuotos visiSkos remisijos. Taip pat
nurodoma, jog antrinis, igytas, atsparumas RA pasitaiko daugumai pacienty,
gydyty viena RA arba RA kartu su chemoterapija. Taip pat yra zinoma, kad

atsparumas RA atvirks$ciai koreliuoja ir su laiko trukme nuo paskutinio RA
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pateikimo: atsparumas issivysto 18/18 (100 %) pacienty, kurie ,,atkrenta”
paties RA gydymo metu, 19/25 (76 %) pacienty, kurie ,,atkrenta” per metus
laiko po RA terapijos ir 15/44 (34 %) pacientu, ,,atkritusiy” prabégus daugiau
nei metams nuo gydymo RA. Atsizvelgus i visus ankséiau iSvardintus faktus,
galima teigti, jog leukemogenezés mechanizmy bei UPL gydymo atsako
detalesnis 1SaiSkinimas yra vis dar aktualus ir reikalingas siekiant atrasti
terapija, kuri konkreciu atveju labiausiai pasiteisinty.

Yra Zinoma, jog atsparumas gydymui RA gali pasireikSti dél
PML-RARa liganda prijungian¢iame domene atsiradusiy taSkiniy mutacijy
(Gallagher ir kt., 2002). Kitais atvejais — dél susiformavusiy slopinanciy
kompleksy, kuriy jprastos farmakologinés RA dozés nepajégia ijveikti
(t.y., disocijuoti nuo geny taikiniy). Pavyzdziui, tokius slopinancius
kompleksus pritraukia PLZF-RARa (Ablain ir The, 2014). Kadangi su RARa
sulieti baltymai pritraukia HDAC fermentus, o S$ie, savo ruoztu, ir kitus
epigenetinius reguliatorius, ir biitent tai yra vienas svarbiausiy UPL
leukemogenezés mechanizmy, | HDAC slopiklius ir, apskritai, i epigenetinj
pertvarkyma pradéta zitiréti kaip 1 daug Zadanti potencialios terapijos biida.

Tolimesniuose skyriuose bus aptarti epigenetiniai vézio iSsivystymo
aspektai, taip pat bus kalbama ir apie chromatino modifikacijas. DidZiausias
démesys bus skiriamas su darbo tema susijusioms histony modifikacijoms,

konkreciai — acetilinimui ir metilinimui.

2.3. Epigenetiniai véZio iSsivystymo aspektai ir epigenetiné terapija
Jau kuris laikas pripazistama, jog vézio iSsivystyma ir eiga nulemia ne
vien tik genetinés mutacijos. Labai svarby vaidmeni atlieka ir epigenetiniai
pakitimai (Sie reguliuoja genu raiSka nekeisdami DNR grandinés sekos)
(apzv. Dawson ir Kouzarides, 2012). PrieSingai nei genetinés mutacijos, kurios
praktiSkai yra neiStaisomos ar sunkiai iStaisomos, epigenetiniai pokyc¢iai yra
griztami (apzv. Yoo ir Jones, 2006; You ir Han, 2014), o tai, savo ruoztu,

sudaro prielaida ir farmakologiniam jsikiSimui (Sawan ir Herceg, 2010).
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Paskutiniu metu prabilta, jog vézys gali biti traktuojamas ir kaip metaboliné
liga (Seyfried ir kt., 2014). Sios teorijos $alininkai teigia, jog véZinése lastelése
aptinkamas genomo nestabilumas gali biiti sutrikusi véZiniy lasteliy
metabolizmo iSdava, o ne atvirkS¢iai. Visgi somatiniy mutacijy ir epigenetiniy
sutrikimy reik§Smé veézio iSsivystymui kol kas nenuneigiama (apzv. Coller,

2014).

2.3.1. Chromatino modifikacijos

Eukarioty chromatinas — tai ilga polimerin¢ struktiira, sudaryta i$
genominés DNR, baziniy baltymuy histony (H1, H2A, H2B, H3 ir H4) bei
nehistoniniy baltymy. Chromatinui btidingas kriivis, butent dél to Si struktiira
gali biiti lengvai kintanti (pvz., kovalentiS8kai modifikuojama). Laikoma, jog
chromatinas labiau panaSus 1 ,,skysta”, o nei i statiSka, ,kieta” medZiaga
(Maeshima ir kt., 2016). Gyvo vaizdinimo metodais (fluorescencine
koreliacine  spektroskopija bei HILO mikroskopija) atskleista, kad
chromatinas — ypatingai dinamiska struktiira (Hihara ir kt., 2012). Savo ruoztu,
tokie dinaminiai pokyciai yra labai svarbiis genomo funkcijy reguliavimui
(chromatino pokyciai nulemia DNR ,prieinamumg” ir taip reguliuoja geny
raiska).

Itin svarby vaidmenij reguliuojant chromatino dinaminius kismus atlieka
kovalentinés histony modifikacijos, kurios aptinkamos histony N-galuose (nuo
15 iki 38a.r.). Siuo metu yra i$skiriamos astuonios pagrindinés histony
potransliacinés modifikacijos: fosforilinimas (S, T), acetilinimas (K),
metilinimas (K, R, Q), ubikvitilinimas (K),  sumoilinimas (K), = ADP-
ribozilinimas, glikozilinimas ir karbonilinimas. Histony modifikacijos ir ju
reikSmeé apzvelgta 2.3.1.1 lenteléje. Visgi reikéty pazyméti, jog nauji, ar
gerokai patobuléje, proteomikos, genomikos bei cheminés biologijos metodai
suteikia tyréjams galimybg aptikti vis naujy histony potransliaciniy
modifikaciju (Arnaudo ir Garcia, 2013). Pateiktoje lenteléje, be jau minéty,

ivardinta ir keletas kity, ne taip daznai pasitaikanciy, histony modifikacijy.
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2.3.1.1 lentelé. Histony modifikacijos ir funkciné juy reik§mé (pagal Kouzarides, 2007,
Vollmuth ir Geyer, 2010; Lazarus ir kt., 2011; Monneau ir kt., 2013; Unoki ir kt., 2013;
Tessarz ir kt., 2014; Flynn ir kt., 2015).
Histony Nomenklatiira

Chromating atpazjstantis Priskiriama funkcija

modifikacijos

motyvas

Acetilinimas K-ac Bromodomeny tandemas, Geny raiska, pazaidy
PHD pirstai taisymas, replikacija,
kondensacija
Metilinimas (liziny) K-mel, K-me2, Chromodomenai, Tudor Geny raiska, pazaidy
K-me3 domenas, MBT, SET ir taisymas

PWWP domenai, PHD

pirstai ir WD40/B propeleris

Metilinimas R-mel, R-me2a,  Tudor domenas Geny raiska
(argininy) R-me2s
Metilinimas Q-me Nezinoma Geny raiska
(glutaminy)
Fosforilinimas S-fos, T-fos 14-3-3, BRCT Geny raiSka, pazaidy
(serino ir treonino)  (angl. S-ph, T-ph) taisymas, kondensacija
Fosforilinimas Y-ph SH2 Geny raiSka, pazaidy
(tirozino) taisymas
Ubikvitilinimas K-ub UIM, IUIM Geny raiSka, pazaidy
taisymas
Sumoilinimas K-su SIM Geny raiSka, pazaidy
taisymas
ADRP ribozilinimas E-ar Makro domenas, Geny raiSka, pazaidy
PBZ domenas taisymas
Deimininimas R > Cit nezinoma Geny raiSka ir
(citrulininimas) dekondensacija
Prolino P-cis > P-trans PPI Geny raiSka
izomerizacija
Krotonilinimas K-cr Bromodomenai Geny raiSka
Propionilinimas K-pr Bromodomenai Geny raiska
Butirilinimas K-bu Bromodomenai Geny raisSka
Formilinimas K-fo NeZinoma Geny raiSka
Hidroksilinimas Y-oh JmjC Geny raiSka
O-GlkNAacilinimas  S-GIcNAc, TPR Geny raiska
(serino ir treonino)  T-GIcNAc

ISskiriami bent du mechanizmai, kuriais epigenetinés modifikacijos gali
prisidéti prie vézio atsiradimo ar jo progresavimo. Yra zinoma, jog tam tikri
epigenetiniai pokyc€iai gali aktyvuoti onkogeny ir sumazinti vézi slopinanciy
geny raisSka. Pavyzdziui, parodyta, jog véziniy susirgimy atveju vézio slopiklio
p53 geno promotorinése srityse aptinkamos geny raiska nuslopinancios histony
modifikacijos H3K9me3, H3K27me3 ir H4K20me3 (Soto-Reyes ir Targa,
2010). Be to, epigenetinés modifikacijos gali turéti jtakos genomo stabilumui ir
chromosomy segregacijai. Pavyzdziui,

homozigotiniai mutantiniai peliy

embrionai, neturintys PR-Set7 (H4K20mel histony metiltransferazés) geno,
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neiSgyvena, anksti mir§ta, nes sutrinka jy lastelés ciklas, pasireiSkia dauginés
DNR pazaidos ir sutrinka mitoziniy chromosomu kondensacija (Oda ir kt.,
2009). Parodyta, jog pelems, kuriy SUV39 baltymas (atsakingas uz H3K9
metilinima) yra defektyvus, sumazéja H3K9me2/3 lygis, yra biidingas genomo
nestabilumas ir padidéja véZiniy susirgimy rizika (Peters ir kt., 2001).

Kalbant apie véZio epigenetika, biitina paZzymeéti, jog véZio atsiradimui
itakos turi ne tik histony modifikaciju poky¢€iai, bet ir kity epigenetiniy
mechanizmy, tokiy kaip DNR metilinimo ir miRNR raiskos, pakitimai.
Kadangi Siame darbe nagriné¢jama tik cheminiy junginiy, kuriy taikinys —
histonus modifikuojantys fermentai, galimas pritaikymas leukemijos terapijai,
DNR metilinimo ir miRNR raiskos jtaka véz¢jimo procesams, patys fermentai

bei modifikacijy saveikos pla¢iau nebus nagrin¢jamos.

2.3.1.1. Histony acetiltransferazés (HAT)

Itin svarbus vaidmuo reguliuojant chromatino kompaktiskuma tenka
histony acetilinimui. Daugybe in vitro atlikty eksperimenty parodyta, jog
acetilinus histony N-galuose esancias lizino lickanas yra neutralizuojamas
teigiamas juy kriivis, nutraukiami elektrostatiniai rySiai tarp histony ir DNR
fosfatiniy grupiy. Manoma, jog acetilinimas gali pakeisti ir saveika tarp
histony, esanciy skirtingose nukleosomose, taip pat histony bei reguliaciniy
baltymy rySi. Atitinkamai dél to pakinta ir chromatino konfigiiracija
(apzv. Horikoshi, 2013).

HAT tipai. ISskiriamos 2 pagrindinés histony acetilaziy klasés:
citoplazminés acetilazés HAT-B ir branduolinés acetilazés HAT-A
(Horikoshi, 2013). Atsizvelgiant | sekos panaSuma, zinomos daugialasciu
organizmy HAT-A gali biti skirstomos 1 kelias atskiras grupes. GNAT
(angl.: Gen5-related N-acetyltransferases) seimos histony acetilazés dalyvauja
lastelés augimo procesuose. MYST (Moz, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60) fermentai
dalyvauja genu raiskos kontroléje, taip pat lastelés augimo ir iSgyvenimo

procesuose. Likusios HAT Seimos yra gerokai mazesnés. ISskiriamos
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p300/CBP HAT, transkripcijos veiksniy HAT (joms biidingas TAF250
domenas) ir steroidiniy receptoriy koaktyvatoriai / branduolio receptoriy
koaktyvatoriai — NCoA Seima. (apzv. Wapenaar ir Dekker, 2016).

Veikimo principai. Histony acetilinimas — procesas, kurio metu acetilo
grupé nuo Acetil-KoA perneSama ant &NHj3" lizino grupés histony
N-galuose (2.3.1.1.1 pav.). Histony acetilazés modifikuoja tik keleta
konkretaus baltymo lizino lickany. Parodyta, jog histony acetilazés atpazjsta
motyva GK (GKXXP taip pat jvardijama kaip galima atpazinimo seka). Reikia

paminéti, jog skirtingai nei Kiti klasikiniai fermenty substratai, didzioji

dauguma N*-acetilinty &
baltymy stabiliai susijungia 1 CHg
. . C e l I
Su juos modifikuojanciomis ? SIH C=0
acetiltransferazémis.  Tokiu TH3' K“"‘"“”"“?“l \,],,K“e""e"‘a”‘ T’“
- o CH, v CH,
btudu konkrecioje vietoje yra | - |
Lo ICHzlg o / \ ICH2I3
padldlnama substrato -X-Lys-XI-Histonas HDAC -X-Lys-)l-Histonas
. ) CHy H,0
koncentracija ir nulemiamas L
=0
substrato specifiskumas =

(apzv. Yang ir kt, 2004; 537111 pav. Acetil-KoA - acetilo grupés
Yuan ir Marmorstein; 2013) donoras. Histony acetiltransferazés perkelia acetilo
' ' liekana ant e-NH5" lizino grupés histony N-galuose.
Atvirkstine reakcija katalizuoja histony
deacetilazés (pagal Kuo ir Allis, 1998).

Zinoma, kad HAT veikimas yra itin dinamiskas. Pavyzdziui, HAT ir
HDAC fermentai geba greitai pakeisti H3K4 me3 acetilinimo lygi. (Crump ir
kt., 2011). Reikia paZyméti, jog acetilinimas — labai trumpalaiké¢ Zyme.
Manoma, jog $i Zymé yra itin svarbi tiksliai genuy raiSkos laiko kontrolei.
[domu tai, kad neseniai Zmogaus lastelése aptikta ir ilgalaikiy acetilinimo
zymiy (H2AK13, H2AK36, H3K4, H2AK15, H3K79, H3K56, H3K122)
(Zheng ir kt., 2013). Visgi $iy ilgalaikiy zymiy funkcija dar néra iki galo aiski.

Dauguma histony acetiltransferaziy randamos kompleksuose su kitais

baltymais, reguliuojanciais ju katalizini aktyvuma ir/ar specifiSkuma
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substratui (Marmorstein ir Zhou, 2014). Labai svarbi ir jdomi HAT fermenty
ypatybé ta, jog paprastai jie néra specifiSki konkretiems lizinams, taciau,
bendrai paémus, Siy fermenty funkcijos yra specifiskos. Pavyzdziui, tiek
SAGA, tiek elongatoriaus kompleksas acetilina histonus H3K9 ir K14
padetyse. Visgi skiriasi Siy fermenty veikimo vieta: elongatoriaus kompleksas
veikia koduojanCiuose regionuose, o SAGA — promotorinése srityse
(Wittschieben ir kt, 1999). Tai parodo, koks svarbus HAT veikimui yra
tinkamas jy nukreipimas prie ,taikinio”. Nekatalitiniai HAT fermenty domenai
yra atsakingi uz Siy baltymy nukreipima link substrato. Chromodomenai,
bromodomenai, PHD pirStai, Tudor, WD40 — vieni svarbiausiy domeny,
atsakingy uz HAT gebéjima atpazinti substrata (Swygert ir Peterson, 2014).
Histony acetiltransferazés acetilina ne tik tam tikras lizino liekanas
histony N-galuose, taciau geba vykdyti ir nespecifini viso genomo acetilinima.
Parodyta, jog bendrasis acetilinimas, kaip ir specifinis, aktyvuoja geny raiska
(Galdieri ir Vankura, 2012). Lizino g-amino grupé eukariotinése lastelése taip
pat gali biiti metilinama ar modifikuojama ubikvitino ar { ji panasiy baltymy
(pvz., NEDD8 ar SUMO). Pazymétina, jog skirtingos epigenetinés

modifikacijos gali konkuruoti tarpusavyje (2.3.1.1 lentelé¢).

2.3.1.2. Histony deacetilazés (HDAC)

HDAC tipai. Histony deacetilazés — evoliuciskai konservatyviis baltymai,
aptinkami visuose organizmuose nuo archebakterijy iki Zmogaus. Zmogaus
HDAC skirstomos i nuo Zn-priklausomas (I ir II ir IV klasés) ir nuo
Zn-nepriklausomas, NAD"-priklausomas (III klasés fermentai) (apzv. Qiu ir
kt., 2017).

IS viso priskai¢iuojama 18 2zmogaus HDAC. 1 klasés histony
deacetilazéms (42-45 kDa) priklauso HDAC1, HDAC2, HDAC3 ir HDACS.
Nors anks¢iau buvo priimta manyti, jog I HDAC klasés fermentai yra
funkciSkai aktyvis tik branduolyje, i§samesni tyrimai parodé, kad Sie fermentai
gali veikti ir citoplazmoje bei tam tikrose lasteliy organelése. HDAC4,
HDACS, HDAC6, HDAC7, HDACY9 ir HDACI10, priklausancios II klasei
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(120-130 kDa), veikia ir branduolyje, ir citoplazmoje. 1V histony deacetilaziy
klasei priskiriama tik viena histony deacetilazé — HDAC11. Sis fermentas taip
pat aptinkamas tiek lastelés branduolyje, tiek ir citoplazmoje. III histony
deacetilaziy klasé — konservatyvi, nuo NAD" priklausoma, Sir2 deacetilaziy
Seima. Zmogaus lastelése i§ viso aptinkami septyni sirtuinai (SIRT1-7). [domi
Sy fermenty savybe ta, jog jie pasizymi ne tik histony deacetilaziniu, taciau ir

mono-ADP-riboziltransferaziniu aktyvumu (apzv. Seto ir Yoshida, 2014).

Veikimo principai. HDAC slopina genuy raiska nuo lizino liekany,
esanCiy histony uodegose, pasalindamos kriivi neutralizuojancia acetilo grupe.
Acetilo grupé pasalinama naudojant kriivio pakeitimo mechanizma (I, I ir IV
HDAC Kklasés). Sirtuiny veikimo mechanizmas skiriasi: reakcijos metu kaip
kofaktorius siems fermentams reikalingas NAD®. Nuo NAD" priklausomo
acetilo grupés pasalinimo metu Yyra nutraukiama nikotinamido-ribozés
glikozidiné jungtis ir gaunama O-acetil-ADP-ribozé bei laisva lizino liekana.
Nikotinamidas, vienas i§ Salutiniy Sios reakcijos produkty, slopina sirtuiny
veikima (apzv. Seto ir Yoshida, 2014).

Reikia pasakyti, jog didziajai daugumai minéty fermenty specifiskumas
konkrecioms acetilo grupéms néra budingas. Visgi parodyta, jog kai kurios
HDAC saveikauja tik su tam tikrais histonais. Pavyzdziui, HDACS deacetilina
histonus H3 ir H4, o HDAC11, manoma, specifiskai deacetilina histonus H3K9
ir H3K14 (Seto ir Yoshida, 2014). Nors HDAC veikia antagonistiSkai HAT
fermentams (dél ko iSsaugomas Lys &-NHs;® grupés kriivis, susilpnéja
transkripcijos veiksniy bei koaktyvatoriy saveika su acetillizinu), zinoma, kad
acetilo grupés pasalinimas gali blokuoti geny raiska ir dél SANT domena
turin¢iy baltymuy jungimosi (SANT domenas — motyvas, aptinkamas daugelyje
korepresiniy baltymy, kurie atpazista nemodifikuotus histonus) (Shahbazian ir
Grunstein, 2007).

Ankséiau manyta, jog HDAC negeba tiesiogiai prisijungti prie DNR ar
histony baltymuy, todél tam, kad nutildytu geny raiska, Sie fermentai turi

saveikauti su kitais baltymais, kurie juos nukreipty prie atitinkamy geny seku.
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Pavyzdziui, HDAC1 ir HDAC2 yra randamos stabiliuose kompleksuose,
tokiuose kaip Sin3, NURD ar CoREST (apzv. Seto ir Yoshida, 2014). Visgi
parodyta (Li ir kt., 2014), jog HDAC1 (taip pat ir HAT p300) geba jungtis prie
chromatino ir tiesiogiai.

Reikéty pazyméti, jog ne tik histonai yra histony deacetilaziy substratai.
Sie fermentai pasalina ir transkripcijos veiksniy (pvz., p53, E2F, GATAL)
acetilinima. Tai parodo HDAC gebé¢jima keisti geny raiska, pasitelkiant ir
kitokius mechanizmus nei vien tiesiogini reguliavima per histonus. Histony
deacetilazés taip pat aptinkamos saveikaujancios ir su baltymais, kurie svarbiis
lastelés ciklo valdymui bei programuotos lasteliy ziities procesams, lasteliu
metabolizmui, DNR pazaidy taisymui, transkripcijai, RNR brendimui,

transliacijai ir chromatino struktiiros palaikymui (apzv. Seto ir Yoshida, 2014).

HDAC reguliavimo sutrikimas véZiniy susirgimy atveju. VéZiniams
susirgimams yra budingi acetilinimo pokyc¢iai. Parodyta, kad vézio lastelés
praranda histono H4 K16 acetilinima (Fraga ir kt., 2005). Yra Zinoma, jog
patologiju atveju padidéja HDAC raiSka. Pavyzdziui, prostatos vézio lastelése
stebimas HDACI raiskos sustipréjimas (Halkidou ir kt., 2004). Skrandzio,
tiesiosios zarnos karcinomos bei gimdos kaklelio displazijos atveju taip pat
pastebima, jog HDAC?2 raiska iSauga (Huang ir kt., 2005; Song ir kt., 2005;
Hua ir kt., 2014). HDAC baltymu kiekio padidéjimas aptiktas ir leukemijos
blastuose (Tickenbrock ir kt., 2011). Be to, kai kuriy leukemiju, tarp jy ir UPL,
atveju, del saveikos su susiformavusiais chimeriniais baltymais, gali sutrikti
(sustipréti) HDAC pritraukimas prie tam tikry genu seku (Melnick ir Licht,
1999). Tad HDAC slopikliuy naudojimas — patraukli gydymo strategija,
padedanti atkurti sumazéjusia vezio slopikliy geny raiSka, taip pat indukuojanti
vézio lasteliy diferenciacija bei apoptozg (apzv. Quintas-Cardama ir kt., 2011,
Stahl ir kt., 2016).

HDAC slopikliai. HDAC slopikliy priesvézinis veikimas gali buti

paaiskintas ne tik DNR struktiiros ,,atpalaidavimu‘ bei nuslopinty geny raiSkos
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atkirimu. Nurodoma, kad, dél HDACi veiklos iSaugus histony
hiperacetilinimui, gali bati sutrikdomas genomo stabilumas, dél ko galiausiai
lastelés ciklas sustabdomas kritiniuose taSkuose (Zheng ir kt., 2008).

Parodyta, jog poveikiai HDAC slopikliais sumazina antiapoptoziniy
baltymy (pvz., XIAP, survivino ir Bel-w) ir suzadina proapotoziniy baltymy
(pvz., Bim, Bmf ir Noxa) raiSka. Be to, aktyvuojami ir mirties receptoriy
signaliniai keliai. Yra zinoma, kad kai kurie HDACi aktyvuoja nuo cikliny
priklausomy kinaziy (CDK) slopikli p21 ir taip reguliuoja ciklinus A bei D.
Taip pat parodyta, jog poveikiai HDACi indukuoja aktyviy deguonies formy
gamyba. Yra Zinoma, jog HDAC slopikliai geba tiesiogiai indukuoti ir DNR
pazaidy atsiradima bei nuslopinti §iy pazaidy taisyma (Bose ir kt., 2014).
Idomu ir tai, kad HDAC slopikliai aktyvuoja I ir II klasés HMC baltymu,
kostimuliatoriy (CD40, CD80 ir CD86), vidulasteliniu adhezijos molekuliy
(ICAML ir I bei II tipo interferony) genu raiska. Taigi, aplinkoje esantys
HDAC slopikliai padidina véziniy lasteliy jautruma leukocitams. Be to,
sparCiai  besivystaniam navikui bitinas nenutriikstamas apriipinimas
deguonimi ir maisto medziagomis, t. y., reikalingas kraujagysliy tinklas. TSA
(Trichostatinas A, Streptomyces hygroscopicus fermentacijos produktas)
nuslopina dél hipoksijos i1Saugusia VEGF (kraujagysliu endotelio augimo
veiksnio) geno raiSka. Tokiu budu in vitro ir in vivo nuslopinama ir
angiogenez¢é (apzv. Mai ir kt., 2005).

HDAC (I ir IT klasés) slopikliai skirstomi 1 kelias grupes: trumpagrandes
riebigsias ragstis (pvz., 4-fenilbutiratas, valproiné rugstis), hidroksamines
ragstis  (tokios kaip SAHA, piroksamidas, TSA ir CHAPs), ciklinius
tetrapeptidus (pvz., trapoksinas, apicidinas ir depsipeptidas (kitaip zinomas
kaip FK-228 ar FR901228)), aminobenzamidus (pvz., entinostatas) ir
hibridines molekules (apzv. West ir Johnstone, 2014).

Visgi Siuvo metu dar né¢ vienas HDACi néra oficialiai patvirtintas kaip
vaistas, skirtas gydyti UML (pagal JAV maisto ir vaisty administracijos
(MVA,; angl., Food and Drug Administration — FDA) duomenis; paskutini

karta informacija atnaujinta 2017 m. rugs¢jo 14 d.). Kalbant bendrai apie
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hematologinius susirgimus, kol kas tik trys HDACI: varinostatas (Zolinza),
romidepsinas (Istodax) ir belinostatas (Beleodaq) yra patvirtinti MVA kaip
vaistai nuo kai kuriy T lasteliy limfomy, panabinostatas (Farydak) nuo
daugybinés mielomos (apzv. Mottamal ir kt., 2015; apzv. Kim ir kt., 2015;
apzv. Wouters ir Delwel, 2016). Dar keletas HDAC slopikliy yra itraukta i Siuo
metu vykstancius hematologiniy susirgimy klinikinius tyrimus (klinikiniy
tyrimy identifikacijos ClinicalTrials.gov duomeny bazéje Nr. NCT01693601,
NCT02576496, NCT01873703 (informacija atnaujinta 2017 m. rugsé¢jo 20 d.)).
kuriy metu bus jvertintas HDACIi varinostato kartu su DNMTi decitabinu
gebéjimas suzadinti pasikartojusios / sunkiai gydomos UML atsaka | poveiki
Iprastais  chemoterapijos  vaistais  (klinikinio tyrimo identifikacijos
Nr. NCT02412475). Toliau pla¢iau aptarsime Siame darbe naudota HDACi —
belinostata.

Belinostatas ((2E)-N-Hidroksi-3-[3-(fenilsulfamoil)fenil]prop-2-
enamidas; PubChem CID: 6918638), kitaip dar zinomas kaip PXD101 —
hidroksamaty tipo cheminis junginys, slopinantis I ir Il HDAC klasés fermenty
veikla. Parodyta, jog Sis HDAC slopiklis geba sustabdyti véziniy Iasteliy
proliferacija ir indukuoti juy apoptoze (Khan ir kt., 2008; Havas ir kt., 2016).
Siuo metu belinostatas oficialiai patvirtintas periferinés T-lasteliy limfomos
cheminio junginio poveiki karcinomai bei kitiems, hematologiniams ar
standiesiems, navikams (Damaskos ir kt., 2016; Kusaczuk ir kt., 2016;
Puvvada ir kt., 2016; Campbell ir Thomas, 2017). Tiriamas ir belinostato
pritaikomumas  chemoterapijoje  veikiant  kartu su  karboplatina
(angl.: carboplatin) (apzv. Mottamal ir kt., 2015). Pazymétina, jog, vertinant
poveiki standiesiems navikams, geresniy rezultaty pasiekta naudojant
belinostata ne viena, o kombinacijoje kartu su iprastais chemoterapiniais
vaistais (Grassadonia ir kt., 2013; Thomas ir kt., 2014; Vitfell-Rasmussen ir
kt., 2016). Belinostatas taip pat naudotas ir monoterapijos tikslais, tiriant
poveiki naujai diagnozuotai UML (Kirschbaum ir kt., 2014). Visgi,
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naudojamas vienas, belinostatas nepasizyméjo stipriu efektyvumu. Kita vertus,
parodyta, kad belinostatas kombinacijoje su proteosomy slopikliu bortezomibu
(angl.: bortezomib) indukuoja UML ir ULL (iminés limfocitinés leukemijos)
lasteliy bei pirminiy blasty apoptozeg, taciau yra netoksiSkas normalioms
CD34(+) lasteléms (Dai ir kt., 2011). Atlikti ir I stadijos belinostato bei
bortezomibo kombinacijos poveikio pasikartojusiai / sunkiai gydomai UML ir
mielodisplaziniam  sindromui  Klinikiniai  tyrimai  (klinikinio  tyrimo
identifikacijos ClinicalTrials.gov
g o O
: ,

duomenuy baze¢je Nr. NCT01075425; 8 ~ N,OH
tyrimo rezultatai dar nepaskelbti). o} H
Belinostato struktiiring formulé

] 2.3.1.2.1 pav. Belinostato struktiiriné formulé
pateikta 2.3.1.2.1 pav. (pagal MedChem Express).

2.3.1.3. Histony metiltransferazés (HMT)

Histony metilinimas — dar viena epigenetiné modifikacija, itin svarbi
geny raiskos reguliavimui. Kaip ir acetilinimas, histony metilinimas turi jtakos
chromatino kompaktiSkumui. Metilinamos lizino (Lys), arginino (Arg) ar
glutamino (Gln) aminoriig§¢iuy liekanos. Siuo metu zinoma, jog glutaminas
metilinamas tik histone H2A Q104 padétyje (kalbama apie Zzmogu). Si
modifikacija siejama su rDNR geny raiSkos reguliavimu branduolélyje
(Leonhardt ir Hake, 2014; Tessarz ir kt., 2014). Argininas gali biti
metilinamas trimis skirtingais biidais: mono- ir di- padétyse, simetriskai arba
asimetriS$kai (apzv. Cheng, 2014). Lizinas, savo ruoztu, gali biiti mono-, di-
arba trimetilinamas (2.3.1.3.1 pav.). Parodyta, jog histony H3 ir H4
metilinamas yra specifiskas. Lizino metilinamas histonuose H3 vyksta K4, K9,
K14, K27, K36, K79, o histonuose H4 — tik K20 ir K59 padétyse. [prastai
histono H3 metilinimas K4, K36 ir K79 padétyse siejamas su euchromatinu ir
geny raiskos aktyvavimu, o metilinimas histono H3 K9, K27 ir histono H4 K20

padétyse — su heterochromatinu bei geny raiSkos nuslopinimu. Tad,
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priklausomai nuo to, kurie lizinai histonuose metilinami, Sis procesas gali

aktyvuoti arba nuslopinti geny raiska (Lee ir kt., 2005).

A H H H,C H.C
HNH H,C N'H H,C N'H H,C N’ CH,
CH; CH, CH. CH.
CH, HMT CH, HMT CH, HMT CH,
CH, = 0 OH, S o, T = CH,
CH, CH, CH, CH,
HN CH CO HN CH CcO HN CH CO HN CH CO
Lizinas Monometilintas Lys  Dimetilintas Lys  Trimetilintas Lys
CH,
HN C N CH,
NH
CH Asimetriskai
B 7 CH. dimetilintas Arg
: CH, < 2 CH,
R, FRIE=C I V HN CH cO
NH NH
CH, SINED CH,
CH, CH, Uz, H, CH,
HN CH cO HN CH cO N HN" ¢ NH ' o
Argininas Monometilintas Arg ~ NH SimetriSkai
N CH.  dimetilintas Arg
CH,
CH,
HN CH CO

2.3.1.3.1 pav. Lizino (A) ir arginino (B) metilinimas (pagal Lee ir kt., 2005).

HMT tipai ir veikimo principai. Kaip jau minéta, HMT gali biti
klasifikuojamos pagal tai, koki substrata modifikuoja — glutamino, arginino ar
lizino aminoriigs¢iy liekanas. Pastarosios HMT dar iSskiriamos 1 dvi grupes:
SET domena turincias lizino HMT ir SET domeno neturincias lizino HMT.

SET (angl. Su(var)3-9, Enhancer of zeste, Tritorax) — domenas, kuriame
yra fermento aktyvusis centras. SET prijungia kofaktoriy S-adenozil-L-
metioning (AdoMet), kuris histony metiltransferaziy (visu HMT, taip pat ir
neturin¢iy SET domeno) naudojamas kaip metilo grupés donoras (apzv. Binda,
2013). Metilinimo procesui taip pat reikalingi ir pries-SET bei po-SET
domenai (sekos, kurios yra i$sidésCiusios aplink SET domena ir pasizymi
dideliu cisteino kiekiu). Minéti domenai reguliuoja fermento aktyvuma ir
specifiSkuma. Lizino HMT, neturin¢ios SET domeno, vietoj jo naudoja Dotl
baltyma, kuris, skirtingai nei SET domena turin¢ios HMT, geba metilinti ne

N-galo, o pacios histony globulés lizinus (Stulemeijer ir kt., 2015). Argininui
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specifiskos HMT (angl.: PRMT — protein arginine methyltransferases)
skiriamos { dvi grupes. Vienos i§ ju katalizuoja arginino monometilinima ir
asimetriSka metilinima, kitos — monometilinima ir simetriSka metilinima

(apzv. Hamamoto ir Nakamura, 2016).

HMT reguliavimas véZiniy susirgimy atveju. Tyrimais (Islam ir kt.,
2011; Vieira ir kt., 2013; Pires-Luis ir kt., 2015) nustatyta, jog tam tikry
véziniy susirgimy atveju pakinta HMT reguliavimas. PavyzdZziui, Fraga ir kt.
(2005) parode, jog vezio lasteléms yra budingas histono H4 Lys20
trimetilinimo (kartu ir Lys16 acetilinimo) sumazéjimas. Toliau tekste placiau
bus aptarta su darbo tema susijusi histony metiltransferaz¢ EHMT2 ir baltymy
kompleksas PRC2.

Zmogaus PRC2 kompleksa sudaro penki baltymai: EZH2, SUZ12, EED,
RbAp46/48 ir AEBP2. Pagrindiné komplekso funkcija — histono H3 K27
trimetilinimas ir geny raiSkos nuslopinimas. Paminétina, kad PRC2 taip pat
metilina ir H2B K120, o §i modifikacija, savo ruoztu, uZzkerta kelig
tolimesniam H2B ubikvitilinimui. Atlikti tyrimai pademonstravo, jog PRC2
taikiniai — transkripcijos veiksniai, nulemiantys lasteliy likima bei signalinés
molekulés, reguliuojancios diferenciacijos ir vystymosi procesus (Zhou ir kt.,
2011). Parodyta, jog PRC2 reguliacija daugelio vézio tipy atveju bina
sutrikusi. Stipriai iSaugusi EZH2 geno ir baltymo raiSka siejama su daugeliu
veéZziniy susirgimy: stemplés, plauciy, Slapimo pislés, kriities ir prostatos véziu,
limfoma, melanoma (Takawa ir kt., 2011; Tan ir kt., 2014; Abdalkader ir kt.,
2016; Fisher ir kt., 2016; Liu ir kt., 2016). EZH2 — katalitinis PRC2 komplekso
subvienetas. Katalitiniu aktyvumu pasizymi Sio baltymo C-galo SET domenas.
Visgi fermentiniam aktyvumui yra bitina ir EZH2 saveika su kitais dviem
komplekso nariais — SUZ12 ir EED. Kalbant apie EZH2 saveika su kitais
baltymais, idomu tai, kad EZH2 geba saveikauti su histony deacetilazémis
HDACI1 bei HDAC?2 ir tokiu buidu sustiprinti geny raiskos slopinima (Fiskus ir
kt., 2009).
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EHMT2 metilaz¢ (dar kitaip vadinama G9a) monometilina arba
dimetilina euchromatino histono H3 lizina 9 padétyje. Si modifikacija
pritraukia papildomus epigenetinius reguliatorius ir prisideda prie geny raiskos
nuslopinimo. Parodyta, jog H3K9mel ir H3K9me2 yra svarbiis ankstyvajai
embriogenezei, imprintingo palaikymui ir DNR metilinimo kontrolei (Auclair
ir kt., 2016). Biitina paminéti, kad EHMT?2 ne tik metilina H3K9, bet skatina ir
H3K27 metilinima (Pan ir kt., 2015). EHMT?2 raiSkos sutrikimas aptiktas
hepatoceliulinés karcinomos, neuroblastomos, Slapimo pislés ir plauciy vézio

atvejais (Kondo ir kt., 2007; Cho ir kt., 2011; Lu ir kt., 2013).

HMT slopikliai. Neseniai atlikti DOT1 slopiklio EPZ-5676 | stadijos
mieloidinei leukemijai bei mielodisplaziniam sindromui (klinikinio tyrimo
identifikacijos ClinicalTrials.gov duomeny bazéje Nr. NCT02141828; tyrimas
baigtas 2016 m.). Kitas HMTi, EZH2 slopiklis EPZ-6438, Siuo metu yra
tiriamas B lasteliy limfomos I stadijos klinikiniuose tyrimuose (klinikinio
tyrimo identifikacijos ClinicalTrials.gov duomeny bazéje Nr. NCT01897571)
(Licheva ir Bennani-Baiti, 2016).

Siame darbe naudojome du naujus HMT slopiklius 3-deazaneplanocing A

ir BIX-01294. Juos ir apzvelgsime kiek placiau.

3-Deazaneplanocinas A (DZNep; 5R-(4-

HQ amino-1H-imidazo [4,5-c]piridin-1-il)-3

HO - OH (hidroksimetil)  -3-cyklopenten-1S,2R-diolis;
PubChem CID: 73087) —adenozilhomocisteino

= | N> hidrolazés ir  histony  metiltransferaziy
Nx N/ slopiklis, gebantis nuslopinti histono H3 lizino
NH, 27 ir histono H4 lizino 20 trimetilinima.

DZNep — natiiralaus antibiotiko neplanocino-A
2.3.1.3.2 pav. DZNep strukttrine ) ) . .
formulé (pagal MedChem Express). darinys, kuriame riboze pakeicia
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ciklopentenilo Ziedas. Zinoma, jog §is HMTi aktyvuoja ciklo reguliatoriy
pl6INK4a, pl7KIP1 ir p27Kipl raiska, sustabdo lasteliy cikla G1 ciklo fazéje
ir taip sukelia apoptoze (Nakagawa ir kt., 2014; Takashina ir kt., 2016).
Tyrimais parodyta, jog DZNep indukuoja apoptoze iSskirtinai vézinése, o ne
sveikose lastelese (Tan ir kt., 2007). Be to, pastebéta, kad, aktyvuodamas
nuslopintus genus, DZNep veikia kartu su HDAC ir DNMT (Zhou ir
kt., 2011). 2.3.1.3.2 pav. pateikta DZNep struktiiriné formulé.

BI1X-01294 (N-(1-benzilpiperidin-4-il)-6,7-dimetoksi-2-(4-metil-1,4-
diazepan-1-il)kinazolin-4-aminas; PubChem CID: 25150857) — mazos
molekulinés masés junginys, specifiSkai slopinantis EHMT2 fermentini
aktyvuma ir sumazinantis H3K9me?2 lygi. Parodyta, jog BIX-01294 efektyviai

stabdo véziniy lasteliy augima (Cho ir kt.,
I FNH‘ s (

O NYN\/ 2011; Cui ir kt., 2015; Ren ir kt., 2015).
o =N EHMT?2 baltymo kiekio sumazéjimas sietinas
I
HN\O su chromosominiu nestabilumu ir telomery
N

pakitimais, nulemianciais lasteliy senéjima
(Kondo ir kt., 2007; Hinchcliffe, 2001), dél to
EHMT2 atrodo kaip patrauklus taikinys vézio

2.3.1.3.3 pav. BIX-01294 terapijoje. 2.3.1.3.3 pav. pateikta BIX-01294
struktariné formulé
(pagal MedChem Express). strukttiriné formulé.

2.3.1.4. Histony demetilazés (HDM)

Ilga laika manyta, jog histony metilinimas — negriZtama modifikacija.
Visgi kiek daugiau nei prie§ deSimtmeti parodyta, kad histonus demetilinantys
fermentai 1§ tiesy egzistuoja (Shi ir kt., 2004). Pagal veikimo mechanizma
histony demetilazés skirstomos i dvi grupes: amino oksidazes, priklausancias
nuo flavinadenindinukleotido (FAD) ir nuo Fe(Il) bei a-ketoglutarato

priklausancias dioksigenazes (Klose ir Zhang, 2007).
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Histony lizino demetilazés, konkreciai demetilazé LSDI1, siejamos su
kriities, Slapimo pislés, plauciuy smulkiyju lasteliy bei tiesiosios zarnos vézio
18sivystymu (Lim ir kt., 2010; Hayami ir kt., 2011). Manoma, kad LSDI
prisideda prie vézio formavimosi tuo, jog panaikindama H3K4 metilinima
nutildo vézio slopikliy genus. Be to, Zinoma, jog LSD1 saveikauja ir su HDAC
korepresiniais kompleksais ir taip nutildo tam tikry geny raiSka (Huang ir kt.,

2011; Vasilatos ir kt., 2013; Cao ir kt., 2017).

2.3.2. UML epigenetiné terapija

Kaip jau minéta anksc¢iau, epigenetinio reguliavimo sutrikimai kai kuriy
véziniy susirgimy atveju, tarp ju iskaitant ir UML, prisideda prie ligos
atsiradimo. Atsizvelgiant | tai, jog epigenetiniai pokyciai gali biti griztami,
imta ieSkoti vaisty, kurie gebéty sugraZinti vézines lasteles 1§ ,ligoto”
epigenetinio biivio i ,,normaly”. Tokiu buidu tikimasi, jog véZio lastelés atgauty
sveiky lasteliy fenotipa. 2.3.2.1 pav. pateikta apibendrinta schema,
iliustruojanti onkogenezés procesams svarbias epigenetines modifikacijas ir
galimus terapijos taikinius.

Iki 2015 m. Europos komisija kaip epigenetiSkai veikiancius vaistus,
skirtus gydyti UML, patvirtino tik azacitiding (Vidaza) ir decitabing
(Dacogen). JAV azacitidinas ir decitabinas oficialiai UML gydymui dar néra
patvirtinti, §iuo metu minéti vaistai yra naudojami mielodisplazinio sindromo
gydymui. Azacitidino ir decitabino terapija taikoma vyresnio amziaus
asmenims (>65 m.), kurie yra per silpnos sveikatos, jog jiems biity atlikta
hematopoetiniy kamieniniy lasteliy transplantacija ir kuriy kraujyje yra
daugiau nei 30 % blasty (Xie ir kt., 2015; Pleyer ir kt., 2017). Siais metais JAV
MVA UML gydymui oficialiai patvirtino ir izocitrato dehidrogenazés 2
(IDH2) slopiklj idhifa (Enasidenib) (Kim, 2017). Zemiau pateiktoje 2.3.2.1
lenteléje apzvelgiama dalis UML gydymui skirty epigenetiskai aktyviy
medikamenty ir tiriamyjy preparaty bei aptariamas ju statusas ikiklinikiniuose

ir klinikiniuose tyrimuose (2016 m. duomenys).

38



PRC2 kompleksas

\ ASX“ | Jeen ) suz1z |
EZH2 slopikllai
EE eon
DOT1 slopikl. 4
Geny raiskos nutildymas § pvz.: Epzp5676 :i/ILL TF;
dél H3K27me g
BET slopikliai '
pvz.: CPI-0610 it - .___LEDGF,
Geny raiskos nutildymas s 5o
dol Hakrome. - (_DOTIL : MENN
- r = \
HK79me MLL-suliet.
DNMT slopikliai [~ | DNMT |
pvz.: Aza N
| Histony
acetilazé
H3Kdme —
H3K
et ;i gmeMet Histony | HDAC slopikliai
DNMT | TET I \ deacetilazé . pvz.: Belmostatas‘
i I ilet i . . o . \—J
Citozinas =+ 5-metilcitozinas—* 5-hidroksimetilcitozinas
N fr—
IDH1/2 slopikliai Lizinui spec. LSD1 slopikliai
pz:AGA20 || et | oG demetiaze || puz.: GSK2879552
em—

2.3.2.1 pav. Schema, iliustruojanti epigenetines modifikacijas ir potencialius terapijos
taikinius (pagal Kim ir kt., 2015).
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2.3.2.1 lentelé. Epigenetinei UML terapijai naudojami medikamentai ir tiriamieji preparatai

bei ju tyrimy stadijos (pagal Wouters ir Delwel, 2016).

Epigenetinio Taikinys Junginys /-iai Tyrimy stadija

reguliatoriaus

klasé

DNR DNMT Azacitidinas Patvirtinta

metiltransferazes Decitabinas Patvirtinta

Tikslingai kuriami Ikiklinikiniai ir klinikiniai
nauji slopikliai

Metilinimo IDH1, IDH2 Mutantinio IDH1/2 | Klinikiniai tyrimai junginiy IDH305

reguliatoriai slopikliai (NCT02381886), AG-221
(NCT01915498) ir AG-120
(NCT02074839).

Histony lizino CREBBP (CBP) CREBBP slopikliai | Ikiklinikiniai tyrimai

acetiltransferazés EP300 (p300) EP300 slopikliai Ikiklinikiniai tyrimai

Histony HDAC HDAC slopikliai Keletas klinikiniy tyrimy, daZniausiai

deacetilazés HDACI derinant su Kitais vaistais (su
DNMTi (pvz., NCT01617226 ir
NCT00867672), su chemoterapiniais
junginiais (pvz., NCT01802333)) arba
naudojant kartu su alogenine kauly ¢iulpy
transplantacija (pvz., NCT01451268)

Histony acetilinima | Bromodomena BET slopikliai Keletas klinikiniy tyrimy su junginiais,

atpazistantys turintys baltymai tarp kuriy OTX-015 (NCT01713582),

(BET baltymai) CPI1-0610 (NCT02158858), TEN-010

(NCT02308761), GSK525762
(NCT01943851)

Histony lizino EZH2 EZH2 slopikliai Ikiklinikiniai tyrimai

metiltransferazés MLL-kompleksai DOTAL slopikliai Klinikiniai tyrimai junginiy, tarp kuriy ir

MLL-Menino
saveikos slopikliai
MLL-LEDGF
saveikos slopikliai

EPZ-6576 (NCT01684150)
Ikiklinikiniai tyrimai

Histony lizino LSD1 LSD1 slopikliai Klinikiniai tyrimai junginiy, tarp kuriy ir
demetilazés GSK2879552 (NCT02177812) ir
tranilkiprominas kombinacijoje su
tretinojinu (NCT02261779).
KDM Jumonyji Mazos molekulinés | Ikiklinikiniai tyrimai
Seima masés slopikliai,
konkuruojantys su
2-oksoglutaratu
Histony arginino PRMT PRMT slopikliai Ikiklinikiniai tyrimai

metiltransferazés

Tarp kity epigenetiSkai veikian¢iy junginiy, potencialiai naudoting UML
gydymui, paminétini ir HDAC slopikliai. Keletoje klinikiniy tyrimy jvertintas
HDAC slopikliy poveikis mielodisplaziniam sindromui ir tminei mieloidinei
leukemijai. Nors HDACIi ir pasizyméjo antileukeminiu aktyvumu in Vivo,
taciau naudojant Siuos junginius kaip monoterapija gauti gan kukliis rezultatai:

po poveikiy varinostatu teigiamas atsakas registruotas apytiksliai 17 %
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pacienty (Garcia-Manero ir kt.,, 2008; Schaefer ir kt., 2009; Prebet ir
Vey, 2011), MGCD0103115 — iki 13 % (Garcia-Manero ir kt., 2008). Kity
HDAC: efektyvumas buvo dar maZesnis (Giles ir kt., 2006; Gojo ir kt., 2007;
Morabito ir kt., 2016). Visgi parodyta, jog naudojant HDACi kombinacijoje su
Kitais epigenetiniais moduliatoriais, pvz., DNMTi, galima pasiekti geresniy
rezultaty (Gore ir kt., 2006; Soriano ir kt., 2007; Min ir kt., 2017). Be to,
HDACi kombinacijoje su EZH2 ir LSDI1 slopikliais taip pat pasizyméjo
sinergetiniu, AML lasteles zudanciu, aktyvumu (Fiskus ir kt., 2009; Fiskus ir
kt., 2014). Reikéty pasakyti, kad HDACi ir HMTi kombinaciju naudojimas
UML terapijoje — racionalus pasirinkimas. Moksliniai tyrimai parodé, jog
EZH2, padedamas kito PRC2 komplekso baltymo EED, saveikauja su I klasés
HDAC, biitent su HDACI ir HDAC2 (Varambally ir kt., 2002; Cao ir Zhang,
2004). Si saveika yra bitina EZH2 geny raiska slopinan¢iam aktyvumui
pasiekti (Varambally ir kt., 2002; Nichol ir kt., 2016). Be to, yra Zinoma, jog
HDAC slopikliai taip pat geba susilpninti ir PRC2 baltymy raiska (Fiskus ir kt.,
2006; Takashina ir kt., 2016). Aptarti duomenys leidzia daryti prielaida, jog
vienu kartu nuslopinus Siuos epigenetinius reguliatorius buty galima pasiekti
stipresni antileukeminj efekta, kas ir parodyta naudojant EZH2 slopiklius ir
HDACI panabinostata (Fiskus ir kt., 2009).

Reikéty pazyméti, jog epigenetiniy moduliatoriy slopikliai, naudojami
kombinacijoje kartu su RA, sustiprina RA diferenciacinj veikima. In vivo ir
in vitro tyrimais parodyta, jog HDACI, esant RA atspariems UML atvejams,
padidina kraujo lasteliy histony acetilinimo laipsni ir atstato jautruma RA
diferenciaciniam poveikiui (Kosugi ir kt., 2001; Savickiene ir kt., 2009), taip
pat padidina ir RA jautriy UML lasteliy granulociting diferenciacija
(Merzvinskyte ir kt., 2006; Savickiene ir kt., 2006a; Savickiene ir kt., 2006b).
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3. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

3.1. Medziagos ir reagentai

Lasteliy Kkultivavimui naudotos medziagos: Terpé RPMI Medium
1640(1X)+GlutaMAX™-1  (Gibco,  JAV),  penicilinas / streptomicinas
5000 U/ml (Gibco, JAV), fetalinis verSelio serumas (angl.: FCS; Life

technologies, Jungtin¢ Karalyst¢).

Cheminiai junginiai, kuriais veiktos lastelés: HDACI belinostatas (Bel,
tirpinta DMSO; Selleck chemicals, JAV), HMTi 3-deazaneaplanocinas A
(DZNep, tirpinta EtOH; Cayman Chemical, JAV), HMTi BIX-01294 (Bix,
tirpinta EtOH; IBL Intern., Vokietija), retinoiné riigstis (RA, tirpinta EtOH,;
Sigma, JAV).

Lasteliy skai¢iavimui naudotos medziagos: tripano mé¢lis (Pharmacia,
Svedija), nitro tetrazolio mélis (angl.: NBT; Sigma, JAV), forbol miristato
acetatas (angl.: PMA; Sigma-Aldrich, JAV).

Tékmeés citometrijai naudotos medziagos. Lasteliy ciklui jvertinti naudotas
PBS (sudétj zitiréti poskyryje ,,Pagrindiniai naudoti buferiai”), 96 % etanolis
(Vilniaus degtineé, Lietuva), propidzio jodidas (PJ; Sigma, JAV), RNaz¢ A
(Sigma-Aldrich, JAV). Tékmés citometriniams pavirSiniy Zymeny tyrimams
naudoti antikiinai (i BD Pharmingen, JAV): CD11b — monokloninis pelés
pries zmogaus CDI11b (zymétas su R-fikoeritrinu, FE; #555388), CD15 —
monokloninis pelés prie§ Zmogaus (zZymétas su fluoresceino izotiocianatu,
FITC, #332778), CD33 — monokloninis pelés pries zmogaus (FITC; #340533),
CD45 — monokloninis pelés pries zmogaus (FITC, #555482). Neigiamai
kontrolei naudotas specifiskas izotipui, FE konjuguotas, pelés 1gG1 (sc-2866;
Santa Cruz Biotechnology, Vokietija) ir pelés IgGl, konjuguotas FITC
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(#11-4714-41;  Invitrogen, JAV). Meéginiy paruoSimui  naudotas
paraformaldehidas (Sigma-Aldrich, JAV). Tékmés citometriniam lasteliuy
apoptozés jvertinimui naudotas rinkinys Apoptosis Assay Kit — FITC (Exbio,
Cekija).

RNR iSskyrimui ir paruo$imui tolimesniems tyrimams naudota: TRIzol
reagentas  (Invitrogen, ES), chloroformas (Applichem, Vokietija),
izopropanolis (Sigma-Aldrich, JAV), etanolis (Vilniaus degtiné, Lietuva),
kDNR sintezés rinkinys Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific, ES).

kPGR reakcijoms naudota: SYBR Green gq°PCR MM no ROX ir vanduo be
nukleaziy (Thermo Scientific, ES) bei pradmenys 1§ Metabion International
AG (Vokietija). Pradmeny sarasas pateiktas 3.4. skyriuje, poskyriuose ,,Geny
raiSkos  jvertinimas AT-kPGR metodu” bei ,Tirpaus chromatino

imunois$sodinimas (ChIP) ir paruoSimas kPGR”.

Tirpaus chromatino iSskyrimui ir imunoiSsodinimui naudotos medziagos:
DOC (Amresco, JAV), EDTA (Amresco, JAV), EGTA (Amresco, JAV),
glicinas (PlusOne, Svedija), HEPES (Sigma-Aldrich, JAV), li¢io chloridas
(Sigma-Aldrich, JAV), natrio chloridas (Amresco, JAV), natrio butiratas
(Sigma-Aldrich, JAV), natrio fluoridas (Sigma-Aldrich, JAV), natrio vanadatas
(Sigma-Aldrich, JAV), SDS (Carl Roth, Vokietija), NP-40 (Amresco, JAV),
PMSF (Sigma-Aldrich, JAV), proteaziy slopikliy kokteilis, 100-kartinis
(Roche, Vokietija), proteinazé K (Sigma-Aldrich, JAV), RNazé¢ A (Sigma-
Aldrich, JAV), Tris (PlusOne, Svedija), Triton X-100 (Serva, Vokietija),
B-glicerofosfatas  (Sigma-Aldrich, JAV), Centriplus YM-50 (Amicon,
Vokietija) kolon¢lés, agarozes A/G kompleksas (GE Healthcare Life Sciences,
JAV), antikiinas prie§ hiperacetilinta hitona H4 (Millipore, JAV). DNR
fragmenty valymui naudotos QIAquick PCR kolonélés (Qiagen, JAV).
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Priemonés DNR elektroforezei: agarozé (Invitrogen, JAV), 1-kartinis TAE
buferis (sudétis nurodyta 3.2. poskyryje ,,Pagrindiniai naudoti buferiai”),
Midori Green DIRECT DNA stain (NIPPON Genetics, Vokietija),
O’GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific, ES), Fast Ruler
Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific, ES).

Baltymy iSskyrimui naudotos medzZiagos: benzonaz¢ (Novagen, Vokietija),
SDS meéginio buferis (sudétis nurodyta 3.1. poskyryje ,,Pagrindiniai naudoti

buferiai”).

Baltymy elektroforezei naudota: 40 % akrilamido / bisakrilamido tirpalas
(Carl-Roth, Vokietija), amonio persulfatas (Sigma-Aldrich, JAV), TEMED
(Reneal, Vengrija), glicerolis (Serva, JAV), Tris (PlusOne, Svedija), glicinas
(PlusOne, Svedija), SDS (Carl Roth, Vokietija), Page Ruler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific, ES), Brilliant Blue G-koloidinis
(Sigma, JAV).

Baltymy imuninei analizei naudotos medzZiagos: PVDF membranos
(Millipore, JAV), Tween-20 (Amresco, JAV), nuriebalinto pieno milteliai
(Sigma-Aldrich, JAV), ECL misinys (GE Healthcare, JAV), rentgeno juosta
Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech, JAV). Baltymu imuninei
analizei naudoti pirminiai antikiinai: monokloniniai prieS GAPDH (ab8245) ir
prie§ PCAF (#12188) (Abcam, Jungtine Karalysté), polikloniniai prie§ EZH2
(#4905), SUZ12 (#3737), HDAC-1 (#6062), HDAC-2 (#9928) (Cell signalling,
JAV), monokloninis prie§ surviving (sc-37616), polikloniniai prie§ p27
(sc-527) ir PARP-1 (sc-8007), DNMT1 (sc-10222) (Santa Cruz Biotechnology,
Vokietija), pries acetilinta H4K 16 (#07-329), pries§ di- (#07-441) ir trimetilinta
(#07-442) H3K9 (Upstate Biotechnology, JAV). Taip pat polikloniniai pries
trimetilinta H3K27 (#07-449), prieS trimetilinta H3K4 (#05-745R) ir pries

hiperacetilinta (penta) histona H4 (#06-946), monokloniniai prie$ cikling E1l
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(#04-222) ir kaspaze-3 (#06-735) (Millipore, JAV), polikloninis antikiinas
pries WT-1 baltyma (PA5-18548) ir monokloninis antikinas prie§ EED
baltyma (MAS5-16314) jsigyti i§ Thermo Fisher Scientific (ES). HRP
konjuguoti  antriniai antikinai jsigyti i§ Dako Cytomation (JAV;
#2021-64, #2020-12, #2020-14.

HDAC ir HMT aktyvumui nustatyti naudotos medziagos: NUEz tirpalas,
rinkiniai EpiQuik HDAC Activity/Inhibition Assay Kit ir EpiQuik Histone
Methyltransferase Activity/Inhibition Assay Kit (H3K27) (EpiGentek, JAV).

Pagrindiniai naudoti buferiai:

e l-kartinis Baltymy elektroforezés buferis, pH=28,3 (25 mM Tris,
192 mM glicino, 0,1 % SDS).

e 1-kartinis PBS buferis, pH=7,3 (137 mM NaCl, 2,7 mM KClI,
10 mM Na;HPOQOy4, 1,8 MM KH,PO,).

e 1-kartinis TAE buferis, pH = 8,0 (40 mM Tris, 20 mM acto rugsties,
1 mM EDTA).

e 4-kartinis Tris-HCI/SDS, pH = 6,8 (0,5 M Tris, 0,4 % SDS, HCI).

e 4-kartinis Tris-HCI/SDS, pH = 8,8 (1,5 M Tris, 0,4 % SDS, HCI).

3.2. Prietaisai

Automatinés prisiurbimo kriausés Easypet (Eppendorf, Vokietija),
baltymu elektroforezés aparatas Mighty Small SE250/SE260 (Hoefer Inc.,
JAV), baltymy pernesimo sistema OmniPAGE Blot Mini (Clever Scientific
LTD, Jungtiné Karalysté), centrifugos Eppendorf (modeliai: 5430 R ir 5804 R,
Vokietija), DNR bei baltymy detektavimo ir geliy dokumentavimo sistema
ChemiDoc MP (Bio Rad, Italija), DNR elektroforezés aparatas Minnie Gel
Unit (Amersham Biosciences, Jungtin¢ Karalysté), gradientatorius Gradient
Maker (Pharmacia LKB, Svedija), hematologinis analizatorius Exigo EOS
(Boule Medical AB, Svedija), kaitinimo blokas Accu BlockTM (Labnet, JAV),
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kei¢iamo ttrio pipetés Eppendorf (1000, 200, 10, 2, 1 ul; Vokietija), kPGR
aparatas Rotor-Gene 6000 (Rcorbett Research, Australija), laminariné traukos
spinta Biovisard Golden line (Kojair, Suomija), lasteliy termostatas CB 150
(Binder, Vokietija), peristaltinis siurblys MP 1l (Harvard Apparatus, JAV),
PGR aparatas Arktik Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific, ES), pH-metras
MP-220 (METTLER TOLEDO, Sveicarija), purtykl¢ Vortex Mixer (Labnet,
JAV), purtyklé / inkubatorius Vortemp 56 (Labnet, JAV), sitibuojanti platforma
Rocker 25 (Labnet, JAV), sonikavimo sistema Bioruptor Pico (Diagenode,
Belgija), spektrofotometras NanoPhotometer (IMPLEN, JAV), srovés Saltinis
Power Station 300 Plus (Labnet, JAV), Saldymo sistema Minichiller (Huber,
Vokietija), Sviesinis mikroskopas PZO (Warszawa, Lenkija), tekmeés
citometras BD FACSCanto Il (BD FACSDiva programiné jranga; Beckton and
Dickinson, Jungtiné Karalysté), vakuuminis siurblys Laboport (KNF, JAV).

3.3. Tyrimo objektas

3.3.1. HL-60 lastelés

HL-60 — Zmogaus Giminés mieloidinés leukemijos lastelés (PAB M2),
isigytos i§ lasteliy banko DSMZ. Sioms lasteléms biidinga c-myc geno
amplifikacija (15-30 karty) (Yen, 1989). HL-60 lastelés issiskiria ir tuo, jog
jose nevyksta p53 geno raiska ir ju N-ras onkogeno 61-ajame kodone
aptinkama taskiné mutacija (Collins ir kt., 1987). HL-60 lasteliy spontaning
diferenciacija | subrendusius granulocitus galima indukuoti dimetilsulfoksidu
(DMSO), aktinomicinu-D arba retinoine ragstimi, o 1,25-dihidroksi
vitaminas D, forbol esteriai ir natrio butiratas indukuoja diferenciacija

monocitine / makrofagine kryptimi (Collins ir kt, 1987).
3.3.2. NB4 Iastelés
Lasteliy linija isigyta i$ lasteliy banko DSMZ. NB4 lastelés — Zmogaus

UPL (PABM3) lasteliy linija, pasizyminti t(15;17) chromosomine
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translokacija. Sios lastelés daznai naudojamos kaip modelis atsako i RA
tyrimams. Parodyta, jog RA indukuoja NB4 lasteliy diferenciacija 1 normalius
granulocitus, su jiems budingu specifiniu fenotipu (CD11b, CDl1l1c, CDI13 ir
CD33) (Zang ir kt., 2000). Siuo atveju svarby vaidmeni leukemogenezés
procese vaidina dél translokacijos atsiradgs sulietinis baltymas PML-RARa —
pastarasis blokuoja promielocitiniy lasteliy diferenciacija ir didina Siy lasteliy

iSgyvenamuma (Grignani ir kt., 1998).

3.3.3. Imunodeficitinés NOG pelés

Vyriskos lyties 9-12 sav. amziaus imunodeficitinés NOG pelés isigytos i$
Taconic (Danija). Gyvinai auginti VU Biochemijos instituto vivariume
specialiomis salygomis (apsaugota nuo patogenuy).

Imunodeficitinés NOG pelés neturi subrendusiy T, B ir NK lasteliy. Taip
pat pasizymi sumaz¢jusiu komplemento sistemos aktyvumu, sutrikes Siy peliy
ir makrofagy bei dendritiniy lasteliy funkcionavimas. PaZymétina, jog
imunodeficitinéms NOG peléms, skirtingai nei NOD scid peléms, labai retai
1§sivysto limfoma. D¢l Siy priezas¢iy imunodeficitinés NOG pelés naudojamos
kaip modelis vézio, infekciniy ligy, imunologijos bei regeneracinés medicinos

tyrimuose (pagal www.taconic.com).

3.4. Metodali

3.4.1. Lasteliy kultivavimas

NB4 ir HL-60 lastelés kultivuotos RPMI-1640 terpéje su 10 % fetalinio
verSiuko serumo bei antibiotikais (100 vnt./ml penicilino ir 100 pg/ml
streptomicino) termostate (esant +37 °C  temperatirai ir 5 % CO,
koncentracijai). Lasteliy tankis palaikytas nuo 5-10° last/ml iki
1-1,2-10° last./ml. Bandymams lastelés iSsétos 5-10° last./ml tankiu. | lasteliy
suspensija prideti tirtit HDAC ir HMT slopikliai bei diferenciacijos induktorius

RA. Tyrimy metu buvo naudotas histony deacetilaziy slopiklis belinostatas,
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histony metiltransferaziy slopikliai BIX-01294 ir 3-deazaneplanocinas A.
Lastelés veiktos vienu BIX-01294 (2-5 uM) bei 2 uM BIX-01294 kartu su
1 uM RA. Taip pat NB4 ir HL-60 lastelés veiktos 0,5 uM DZNep, atskirai ar
kartu su 1uM RA. Vienu belinostatu veikta naudojant 0,2-2 uM
koncentracijas.  Taip  pat belinostatu  veikta kartu su RA
(0,2 uM Bel +1 uM RA) bei triguba kombinacija kartu su DZNep ir RA (kai
visais trimis junginiais paveikta i§ karto: 0,2 uM Bel + 0,5 uM DZNep +
1 uM RA; arba kai 4 val. lastelés veiktos belinostatu kartu su DZNep, po to
pasalinta terpé¢, lastelés nuplautos ir toliau kultivuotos SvieZioje terpéje tik su
RA: 0,2uM Bel +0,5uM DZNep (4val.) > 1 uM RA). Tyrimy metu
paveiktos lastelés kultivuotos nurodyta laika (6-96 val.).

3.4.2. Lasteliy augimo ir gyvybingumo jvertinimas

Lasteliy augimas ir gyvybingumas buvo nustatomas dazant lasteles
tripano meliu (0,2 %). Dazymui lasteliy suspensija ir tripano mélis maisyti
santykiu 1:1. Lastelés skaiCiuotos hematocitometru naudojant Sviesini
mikroskopa. 0,2 % tripano mélis zuvusias lasteles nudazo mélynai. Lasteliy
augimas iSreik§tas gyvy lasteliy kiekiu -10* last./ml, gyvybingumas —

procentine gyvy lasteliy dalimi nuo bendro lasteliy skaiciaus.

3.4.3. Lasteliy diferenciacijos jvertinimas

Yra zinoma, jog diferencijuoti granulocitai gamina superoksido anijong ir
todél subrendusios lastelés yra nustatomos pagal pastaryjuy gebéjima redukuoti
geltonos spalvos nitro tetrazolio meélj (angl.: NBT) 1 netirpuy juodai mélyna
formazana po stimuliacijos su forbol miristato acetatu (angl.: PMA). Tyrimy
metu 100 pl lasteliy suspensijos sumaiSyta su 100 ul 0,2 % NBT (PBS
tirpale), pridéta PMA tirpalo iki 200 ng/ml ir inkubuota 30 min. esant +37 °C

temperatiirai. Diferencijuotos (NBT teigiamos lastelés) skaiCiuotos su
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hemocitometru naudojant Sviesini mikroskopa. Diferencijuoty lasteliy skaicius
iSreikStas procentu nuo gyvy lasteliy skaiciaus.

Lasteliy granulocitiné diferenciacija taip pat jvertinta atlikus tékmeés
citometring pavirsSinio lasteliy zymens CD11b analize. Kiekvienam méginiui
imta po pus¢ milijono lasteliy. Lastelés du kartus nuplautos PBS, pridéta
FE-konjuguoto CD11b antikiino ir tuomet méginiai 30 min. +4 °C inkubuoti
tamsoje. Po to lastelés vél nuplautos su PBS ir uzfiksuotos
2 % paraformaldehido PBS buferyje (fiksacijos metu méginiai laikyti lede).
Prie§ tékmés citometring analiz¢ lastelés vél suspenduotos PBS buferyje.
Kiekvienam meéginiui registruota 10 000 ivykiy. Nespecifinis antiklino
prisijungimas jvertintas naudojant pelés FE-konjuguota IgG1. NespecifiSkam
fluorescencijos signalui atmesti panaudotos kontrolinés lastelés, kurios buvo

neinkubuotos su CD11b antikunu.

3.4.4. Lasteliy ciklo analizé

3 miljjonai kontroliniy (neveikty) bei cheminiais junginiais ar ju
kombinacijomis paveikty lasteliy surinktos centrifuguojant 5 min. 200 g esant
+4 °C. Lastelés du kartus plautos 4 ml PBS, galiausiai suspenduotos 1 ml Salto
PBS. I 15 ml polipropileno mégintuveliuose esancias lasteliy suspensijas
laSinant pridéta po 3,3 ml Salto 96 % etanolio (galutiné koncentracija — 75 %).
Svelniai i§maisyta, kad nesusidaryty agregaty. Lastelés per naktj fiksuotos
etanolyje —20 °C. Véliau etanolis paSalintas centifuguojant 10 min. 200 g esant
+4 °C. Lastelés du kartus plautos 4 ml PBS, po to suspenduotos 500 ul PBS su
PJ (50 pg/ml) ir RNaze A (50 pg/ml). Tirpalas paruostas | 500 ul PBS pridéjus
25 ul PJ (i8 1 mg/ml) ir 2,5 ul RNazés A (i§ 10 mg/ml). Inkubuota 30 min.
esant +37 °C. Méginiai laikyti tamsoje. Praéjus inkubaciniam laikui, Iastelés

analizuotos tekmés citometru.

3.4.5. Apoptozés nustatymas tékmeés citometrijos metodu
Tékmés citometriniam apoptozés jvertinimui naudotas Apoptosis Assay

Kit — FITC (Exbio, Cekija) rinkinys. Vadovautasi gamintojo instrukcijomis.
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3.4.6. RNR iSskyrimas ir kKDNR sintezé

3 milijonai kontroliniy (neveikty) bei cheminiais junginiais ar juy
kombinacijomis paveikty NB4 ir HL-60 lasteliy buvo nucentrifuguotos 10 min.
500 g. Pasalinus terpe, lasteliu nuosédos uzpiltos 800 ul TRIzol tirpalo.
Svelniai i$pipetavus, lizatai perkelti i 1,5 ml mégintuvélius, inkubuota 5 min,
esant +24 °C. Prabégus inkubaciniam laikui, | mégintuvélius pripilta po 213 pl
chloroformo, tuomet mégintuvéliai 15 s atsargiai papurtyti ir 10 min. inkubuoti
kambario temperatiiroje. Po to méginiai 15 min. centrifuguoti 12 000 g esant
+4 °C. 200 pl virSutineés fazes, kurioje ir atsiskyré RNR, nusiurbta ir perkelta i
nauja mégintuvél] be RNaziy. RNR iSsodinimui panaudota po 533 ul
izopropanolio kiekvienam méginiui. Meégintuveliai supurtyti ir inkubuoti
10 min. +24 °C temperatiiroje. Véliau vél 10 min. nucentrifuguoti 12 000 g
esant +4 °C. Vizualiai jvertinus RNR nuosédy susidaryma, virSutiné¢ frakcija
pasalinta, o RNR nuosédos praplautos su 1 ml 75 % etanolio. Centrifuguota
75009, 5min., +4°C. Nusiurbus etanolio liku¢ius, RNR nuosédos
i8dziovintos. Po to RNR istirpdyta vandenyje be nukleaziy. RNR koncentracija
ir RNR $varumas jvertinti Implen NanoPhotometer spektrofotometru
(Ageo/Asgo ~ 1,8, 0 Apgol/Anzg ~1,8-2). KDNR sintezei imta po 2 ug RNR.
Reakcijai naudotas Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit rinkinys, sintezé
vykdyta termocikleryje Arktik ThermalCycler. Kiekvienai reakcijai imta po
4 ul 5-kartinio buferio, 2 ul atvirkstinés transkriptazés, 2 ug RNR ir vandens
iki 20 pl bendro tiirio. Taip pat paruostos —AT kontrolés (i reakcijos miSinj
nedéta fermento atvirkStinés transkriptazes, sintetinancio kDNR granding nuo

RNR matricos).

3.4.7. Geny raiskos jvertinimas AT-kPGR metodu

Pagamintas bendras reakcijos miSinys, sudarytas i§ specifiniy pradmeny
(lentelé 3.5.10.1.), vandens be nukleaziy ir reakcijos buferio SYBR Green
gPCR MM no ROX. Bendras reakcijos miSinys iSpilstytas i mégintuvelius po
8 ul. Tiriamieji méginiai paruosti jpilant 2 ul 10 karty skiestos kDNR, o

kontroliniai — 2 ul vandens be nukleaziy. Kiekybiniam geny raiskos jvertinimui
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naudotas Corbett Rotor Gene 6000 aparatas ir jo programiné jranga. Zemiau

nurodytos reakcijos atlikimo salygos:

10 min. +95 °CT—> 20 sek. +95 °C — 30 sek. +60 °C — 30 sek. +72 9C — +50-99 °C

35 ciklai

AT-kPGR reakcijos rezultatai jvertinti naudojant santykini 2 **“" metoda.
Remiantis Siuo metodu, palyginta geny raiSka lastelése po poveikio ir

kontrolinése (neveiktose) lastelése.

3.4.7.1 lentelé. Geny raiSkos tyrimams naudoti pradmenys.

Genas Pradmenys
) (2)
ATG5 5 CTTTGCATCACCTCTGCTTTC 3

5 TAGGCCAAAGGTTTCAGCTTC 3'
BECN1 5 CTCCCGAGGTGAAGAGCATC 3

5 GCTGTTGGCACTTTCTGTGG 3'
CEBPA 5' GCTCGCCATGCCGGGAGAACT 3'

5 TGCAGGTGGCTGCTCATCGG 3
CEBPE 5' CAGCCGAGGCAGCTACAATC 3

5 AGCCGGTACTCAAGGCTATCT 3
EED 5 GTGACGAGAACAGCAATC 3

5 TATCAGGGCGTTCAGTGTTTG 3'
EZH2 5 GTGGAGAGATTATTTCTCAAGATG 3

5' CCGACATACTTCAGGGCATCAGCC 3
EHMT2 5 CTCCGCTGATTTTCGAGTGTAA 3

5' GTCGAAGAGGTAAGAATCATCC 3
GAPDH 5" AACTCTGGTAAAGTGGATATTG 3

5' GGTGGAATCATATTGGAACA 3
CSF3 5 GCTGCTTGAGCCAACTCCATA 3

5' GAACGCGGTACGACACCTC 3
CSFR 5 CTTGTGGCCTATAACTCAGCC 3'

5' CCCACTCAATCACATAGCCCT 3
HDAC1 5 CAAGCTCCACATCAGTCCTCCC 3

5 TGCGGCAGCATTCTAAGGTT 3'
HDAC2 5 AGTCAAGGAGGCGGCAAAA 3'

5 TGCGGATTCTATGAGGCTTCA 3
CDKN1B 5 TAATTGGGGCTCCGGCTAACT 3'

5 TGCAGGTCGCTTCCTTATTCC 3
PCAF 5 GGCCGAGGAGTCTTGTAAAT 3

5' AGTGAAGACCGAGCGAAGCA 3
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1) (2)

PML-RARA 5'CAGTGTACGCCTTCTCCATCA 3

5' GCTTGTAGATGCGGGGTAGA 3
PPARG 5'GCTCTAGAATGACCATGGTTGAC 3

5' ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC 3
SUZ12 5' AGGCTGACCACGAGCTTTTC 3

5' GGTGCTATGAGATTCCGAGTTC 3
WT1 5' GGCATCTGAGACCAGTGAGAA 3'

5' GAGAGTCAGACTTGAAAGCAGT 3

3.4.8. Tirpaus chromatino iSskyrimas sonikuojant

Hiperacetilinto histono H4 sariSos su CEBPA, CEBPE ir PPARG
promotorinémis sekomis tyrimo metu tirpus chromatinas i§skirtas i§ 2-10” NB4
ir HL-60 lasteliy. Baltymu kompleksy, saveikaujan¢iy su hiperacetilintu
histonu H4, jvertinimui panaudota 6- 10" NB4 lasteliy.

Tirpaus chromatino iSskyrimas sonikuojant atliktas kaip apraSyta
straipsnyje Valiuliene ir kt. (2015). Sonikuota ultragarsiniu dezintegratoriumi
Bioruptor Pico. Sonikuota esant +4 °C. Atrinktos optimaliausios NB4 ir HL-60
lasteliy sonikavimo salygos: NB4 lasteliy chromatino suskaldymui naudota
20 sonikavimo cikly, o HL-60 — 25 ciklai. Po sonikavimo méginiai 30 min.
maiSyti kambario temperatiiroje. Neistirpusi frakcija nusodinta centrifuguojant
10 min. 16 000 g esant +20 °C. Tirpi virSutiné frakcija surinkta. Dalis (50 pl)
gauto tirpaus chromatino naudota DNR isskyrimui (Input frakcija) ir DNR

fragmenty dydZio {vertinimui.

3.4.9. DNR iSsodinimas ir DNR fragmenty analizé

50 pl tirpaus chromatino atskiesta 300 ul TE buferio (10 mM Tris-HCI
pH =8,0, 1 mM EDTA). Méginiai per nakti laikyti +65 °C, po to ipilta 10 pg
RNazeés A ir inkubuota 1 valanda esant +37 °C. Véliau ipilta EDTA iki 5 mM,
SDS iki 0,25%, 25pug Proteinazés K ir 2 valandas inkubuota +45 °C
temperatiroje. [ apvalyta tirpu chromating ipiltas toks pat tiris
fenolo / chloroformo / izoamilo alkoholio miSinio, méginai purtyti 1 min.
Tuomet fazés atskirtos 10 min. centrifuguojant 16 000g kambario

temperatiroje. VirSutiné¢ frakcija atsargiai surinkta ir perpilta i nauja
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meégintuvell. 12 pl virSutinés skaidrios frakcijos panaudota DNR fragmenty
analizei, o likusi dalis — tolimesniam DNR nusodinimui.

DNR nusodinta i mégintuvéli ipylus 1/10 tario 3 M natrio acetato
(pH =5). Misinys iSmaiSytas ir atSaldytas lede. | miSinj jpilta 2 ir 1/2 tdrio
Salto —20 °C 96 % etanolio. DNR per naktj nusodinta —20 °C temperatiiroje.
Véliau DNR surinkta centrifuguojant 20 min. 19 300 g esant +4 °C. VirSutiné
frakcija nupilta ir nusédusi DNR tris kartus praplauta 1 ml Salto etanolio.
Etanolis nusiurbtas ir nuplauta DNR pradZiovinta kambario temperatiiroje. Po
to DNR istirpinta TE buferyje (10 mM Tris-HCI, pH =7,4, 0,1 mM EDTA).
Pamatavus DNR koncentracija, $i DNR toliau naudota kaip Input kontrolé.

Siekiant patikrinti DNR fragmenty dydi buvo atlikta DNR elektroforezé
(atlikta horizontaliame 1,8 % agarozés gelyje naudojant 1-kartini TAE buferj).
Pries elektroforezg¢ 1 kiekviena mégini ineSta DNR interkaliuojan¢io dazo
Midori Green DIRECT DNA stain ir gerai iSmaiSyta. Elektroforezé vykdyta
esant 80V ijtampai. Frakcionuota ~90min. Po elektroforezés gelis

fotografuotas ChemiDoc MP sistema.

3.4.10. Tirpaus chromatino imunoiSsodinimas ir paruosSimas kPGR

Tirpus chromatinas praskiestas buferiu (10 mM Tris-HCI pH = 8,0,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, proteaziy slopikliai) tokiu tariu,
kad SDS prasiskiesty iki 0,1 %. Praskiestas tirpus chromatinas toliau buvo
koncentruotas su Centriplus YM-50 kolonéle iki pradinio tario (centrifuguota
30-45 min. 2000 g esant +15 °C). Su 20-kartiniu buferiu, pritaikytu prie RIPA
(10 mM Tris-HCI pH = 8,0, 800 mM NaCl, 20 % Triton X-100, 0,1 % SDS,
2% DOC, 1 mM EDTA, 0,5mM EGTA), buvo privesta iki salygy, tinkamy
imunois$sodinimui.

[ 500 pl praskiesto tirpaus chromatino pridéta 5 ul antikiino pries§
hiperacetilinta histona H4, inkubuota per nakti —4 °C. Po to i miSinj pridéta
25 ul agarozés A/G ir maiSyta 2 val. —4 °C. Nuosédos surinktos centrifuguojant
3 min. 980 g esant —4 °C. Nuosédos du kartus plautos su RIPA buferiu (10 mM
Tris-HCI, pH =8, 140 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 0,1 % SDS, 2 % DOC,
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1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA), kaskart surinktos centrifuguojant po 3 min.
980 g esant —4 °C. V¢eliau méginiai du kartus plauti RIPA buferiu su 500 mM
NaCl. Po to dar du kartus plauta li¢io buferiu (10 mM Tris-HCI pH = 8,0,
0,25 M LiCl, 1% NP-40, 1% DOC, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA), taip pat
2kartus su TE buferiu (10mM Tris-HClI pH=8,0, 1mM EDTA)
centrifuguojant po 3 min. 980 g esant +4 °C. Ant nusédusio A/G agarozés—
baltymo komplekso uzpilta 100 pl TE buferio ir palikta +65 °C per nakti. Kita
diena | miSinj ipilta 1 ul 10 mg/ml RNAzés A, iSmaisyta ir 1 val. inkubuota
+37 °C. Po inkubacijos i mégintuveli ipilta 0,98 ul 0,5 M EDTA, 1,58 ul
20 % SDS, 2 ul 10 mg/ml Proteinazés K. Méginiai 3-5 val. inkubuoti +45 °C.
A/G agarozés—DNR kompleksas 100 pul TE buferyje valytas QIAquick PCR
kolonélémis. DNR suriSimui naudotas PBI buferis. Buferio bei agarozés ir
DNR komplekso TE buferyje misinys centrifuguotas 1 min., nuplautas su
750 ul PE buferio ir sukoncentruotas 30 ul EB buferio mégintuvéliuose be
RNAaziy.

KPGR reakcijai imta 2 ul 10 karty skiestos DNR eliucijos. Visos kitos
procediiros — tokios pacios kaip ir aprasytos 3.4.7. skyriuje ,,Genu raiskos
tvertinimas AT-kPGR metodu”. kPGR eiga analogiSka nurodytajai. Naudoti
pradmenys pateikti 3.4.10.1 lenteléje.

3.4.10.1 lentelé. ChIP tyrimams naudoti pradmenys.

Genas Pradmenys
CEBPA 5 GTGCAGCCTCGGGATACTC 3
5 CTCCTCCTGCCTGCCCTA 3'
CEBPE 5'GCTAACCGGAATATGCTAATCAG 3'
5' CCTTTCAGAGACACCTGCTC 3
PPARG 5'CAGCACCACCGATCAGAAGA 3'

5' TCCCATTTCCGAGGAGGGAT 3

ChIP tyrimy kPGR rezultatai apskaic¢iuoti % Input metodu. Kiekviena
ChIP DNR frakcijos Ct verté buvo normalizuota atsizvelgiant i Input DNR
frakcijos Ct verte:
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ACt[normalizuota] = (Ct(ChlIP) — (Ct(Input) — Log,(Input praskiedimo veiksnys)).

Kiekvienai ChIP frakcijai apskaiCiuotas % Input:

2(7ACt[normaIizuota])

% Input =

3.4.11. Tirpaus chromatino imunoissodinimas MS tyrimui

Visos ChIP procediiros atliktos taip, kaip aptarta ankstesniuose skyriuose.
Baltymo  A/G-agarozés—antikiino-baltymo  kompleksas  denatiiruotas
7 M ur¢jos, 2 M tiour¢jos, 40 mM DTT tirpale. Méginiai pus¢ valandos purtyti
purtykléje (500 aps./min.) esant +20 °C temperatiirai. Véliau baltymy
kompleksai +20 °C temperatiroje 7 min. centrifiguoti 166 g. Skyrimas
pakartotas dar tris kartus. Visos keturios ekstrakcijos apjungtos ir naudotos

tolimesniam masiy spektrometrijos tyrimui.

3.4.12. MS tyrimas ir duomeny analizé

ISskirti baltymai koncentruoti 0,5 ml 30 kDa centrifuginiuose filtruose.
Tripsinizavimo etapas atliktas pagal Wisniewski ir kt. (2009) aprasyta
protokola. Tripsinizuoti peptidai atskirti skys¢iy chromatografijos metodu ir
toliau naudoti masiy spektrometrinei analizei, kaip aprasyta publikacijoje
Simolitinas ir kt. (2013).

Pirminiai duomenys buvo apdoroti naudojant programa ProteinLynx
Global SERVER (PLGS) (versija 2.5.2). Duomeny analizé atlikta, kaip
nurodyta anksciau (Valiuliene ir kt., 2015). Baltymy tarpusavio saveikos
funkciniai tinklai nubrézti naudojant STRING duomeny bazg (string-db.org/).

3.4.13. Bendro baltymo iSskyrimas

Lasteliy lizatai 1§ kontroliniy ir paveikty lasteliy (1,5—3-106) paruosti
6 min. nucentrifugavus lasteliy suspensija 120 g esant +4 °C. Nusédusios
lastelés suspenduotos PBS buferyje ir nusodintos centrifuguojant 5 min. 120 g

esant +4 °C. Procediira pakartota dar 2 kartus. Vienam tiiriui nusodinty lasteliy
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Ipilta 1/10 tdrio benzonazeés ir méginiai 30 min. inkubuoti lede. Véliau lastelés
lizuotos 2-kartiniame SDS méginio buferyje (4 % SDS, 20 % glicerolio,
0,12M Tris-HCI pH=6,8 ir 10 % bromfenolio mélio). Homogenizuotas
méginys inkubuotas 5 min. +96 °C temperattiroje, nucentrifuguotas ir saugotas

tolimesniems tyrimams —20 °C Saldiklyje.

3.4.14. Baltymy frakcionavimas elektroforeze

Baltymai frakcionuoti 7,5-15 % gradientiniame poliakrilamido gelyje.
Geliy polimerinimui naudota po 15 ml ,,lengvojo” (7,5 % AA/biSAA, 375 mM
Tris-HCI (pH =8,8), 0,1 % SDS) bei ,,sunkiojo” (15 % AA/biSAA, 375 mM
Tris-HCI (pH =8,8), 0,1 % SDS, 30 % glicerolio) tirpaly. Prie§ supilant i
gradientatoriy 1 Siuos tirpalus dar pridéta polimerizacijos iniciatorius 10 %
amonio persulfato (50 ul) ir TEMED (10 ul). Geliams susipolimerinus,
paruostas ir supolimerintas koncentruojamasis gelis (30 % AA/0,8 % bisAA,
4-kartinis Tris-HCI (pH =6,8), H,O, 10 % amoniopersulfatas, TEMED).
Elektroforezei naudotas Tris-glicino elektroforezés buferis (25 mM Tris-HCI
(pH=8,3), 192 mM glicino, 0,1% SDS). Po -elektroforezés vykdytas
perneSimas arba daryta bendroji baltymu analiz¢ (gelis dazytas PageBlue™

baltymy dazymo tirpalu).

3.4.15. Baltymy imuniné analizé

Po elektroforezés isfrakcionuoti baltymai pernesti ant PVDF membranos,
kuri prie$ tai buvo blokuota PBS tirpale su 5 % nuriebalinto pieno milteliais
(1 val. inkubuota kambario temperatiiroje). Membrana, nuplauta su PBS-
0,05 % Tween, toliau inkubuota su pirminiais antikiinais PBS—pieno milteliy
tirpale per naktj esant +4 °C. Véliau membrana 3 kartus po 10 min. praplauta
su vandeniu, po to 1 val. kambario temperatiroje inkubuota su krieno
peroksidaze (HRP) konjuguotais atitinkamais  antriniais  antikiinais
PBS-Tween 0,05 %-pieno milteliy tirpale (antikiiny skiedimai ruosti, kaip
nurodyta gamintojo instrukcijose). Po inkubacijos membrana 3 kartus po

10 min. praplauta su vandeniu, o po to dar 2 kartus su PBS-Tween.
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Darbe naudoti pirminiai antikiinai nurodyti 3.1. skyriaus dalyje ,,Baltymy
imuninei analizei naudotos medziagos”. Antrinis antikiinas, konjuguotas su
krieno peroksidaze, skiestas 0,05 % PBS-Tween tirpalu su 2 % nuriebalinto
pieno (skiedimai ruosti, kaip nurodyta gamintojo instrukcijose). Membrana su
antriniu antikinu inkubuota kambario temperattroje 1 val. Po to membrana
praplauta distiliuotu vandeniu ir 7 kartus po 5 min. praplauta su 0,1 % PBS-
Tween tirpalu bei dar 2 kartus su distiliuotu vandeniu. Baltymams aptikti
naudota rentgeno juosta ir ECL reagentai. Aptikti baltymai nuskenuoti
(su GE ImageScanner I11) ir kiekvienai kategorijai, po reik§miy suvienodinimo

pagal GAPDH, kontrolés atzvilgiu apskaiciuotos santykinés reikSmés.

3.4.16. HDAC ir HMT aktyvumo nustatymas

Branduoliy baltymai iSskirti 1§ kontroliniy NB4 lasteliy ir lasteliy 24 ir
72val. veikty su 1uM RA, 0,5uM DZNep, 0,2uM Bel bei
0,5uM DZNep + 0,2 uM Bel + 1 uM RA. Lastelés 6 min. centrifuguotos
100 g, du kartus nuplautos PBS. Branduoliai i$skirti NUEz tirpalu, { kurj buvo
idéta PMSF (iki 1 mM) ir proteaziy slopikliy kokteilio. Méginiai 10 s papurtyti
ir 5min. laikyti lede, po to 5 min. nusukti centrifugoje 500 g. Isskirti
branduoliai plauti buferiu su sacharoze (10 mM Tris-HCI, pH=7,4, 0,3 M
sacharozés, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 1 mM PMSF ir proteaziy slopikliy
kokteilio). Véliau branduoliai dar karta plauti buferiu be sacharozés (10 mM
Tris-HCI, pH=7,4, 60 MM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF ir proteaziy
slopikliy kokteilio). Po to branduoliai lizuoti lizés tirpale (400 mM NacCl,
20 mM Tris-HCI pH =8,0, 200 uM EDTA, 2 mM EGTA, 1 mM PMSF,
proteaziy slopikliy kokteilio, 3 mM DTT). Méginiai 30 min. laikyti lede, po to
20 min. nucentrifuguoti 31 880 g. ISskirti nukleoplazmos baltymai naudoti
HDAC ir HMT aktyvumy nustatymui su EpiQuik HDAC Activity/Inhibition
Assay Kit ir EpiQuik Histone Methyltransferase Activity/Inhibition Assay Kit

(H3K27) rinkiniais, vadovaujantis gamintojo nurodymais.
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3.4.17. In vivo tyrimai

In vivo tyrimai atlikti laikantis Lietuvos Respublikos Gyvinuy globos,
laikymo ir naudojimo istatymo (1997 m., Nr. VIII-500). Leidima atlikti
biomedicinini tyrima, naudojant laboratorinius gyviinus, iSdavé Lietuvos

Respublikos valstybiné maisto ir veterinarijos tarnyba (Nr. 3; 2013-11-13).

3.4.17.1. Ksenograftiniy UPL peliy gavimas ir véziniy lgsteliy infiltracijos
jvertinimas

Sesioms NOG peléms i. v. (i vena; angl.: intravenous) suleista 5-10° NB4
lasteliy, suspenduoty 200 pl beseruminés lasteliy kultivavimo terpés. Siekiant
vertinti veziniy lasteliy infiltracijos ir tolimesnio gydymo efektyvuma, buvo
atlickama peliy periferinio kraujo tékmeés -citometriné analizé. Naudoti
antiklinai prie§ Zmogaus kilmeés lasteliy pavirSinius Zymenis CD15, CD33 ir
CD45 (darbo metodai analogiSki apraSytiems poskyryje 3.4.3.). Méginiai
analizuoti FACSCanto Il sistema, naudojant FACSDiva 6.0 programing jranga.
Kiekvienam méginiui registruota 10 000 jvykiy. Nespecifiné¢ fluorescencija
tvertinta naudojant nedazyta kontrolini mégini, nespecifiniam antikiiny
prisijungimui ivertinti panaudotas pelés FITC-1gG1.

Bendrieji  ksenograftiniy peliy periferinio kraujo sudéties pokyciai
pvertinti  1Styrus 1 mikrokapiliarus surinkta periferini krauja (naudotas

Exigo EOS hematologinis analizatorius, vadovautasi gamintojo instrukcijomis).

3.4.17.2. UPL ksenograftiniy peliy gydymas

UPL ksenograftinés pelés suskirstytos i 2 grupes. Trys i$ ju toliau niekuo
neveiktos ir naudotos kaip kontrolinés UPL ksenograftinés pelés (zymima
,,UPL”). Likusios trys (zymimos ,,UPL-DBR”) pradétos gydyti tuomet, kai
periferiniame kraujyje aptikti Zmogaus Iasteliy CD15, CD33 ir CDA45
pavirSiniai zymenys ir uzfiksuota zmogaus WT1, PML-RARA, CSF ir CSFR
geny raiSka. Pelés gydytos belinostato ir DZNep kombinacija
(20 mg/kg Bel + 1 mg/kg DZNep; i viso: 5 injekcijos i.p. (po pilvapléve;
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angl.: intraperitoneal injection), 5k./sav.). Po savaités gydymas pratestas
oraliniu biidu pateikiant RA (0,45 mg/d., 5 k./sav., i$ viso 20 k.).

3.4.17.3. Geny raiskos jvertinimas AT-KPGR metodu

RNR i§ periferinio peliy kraujo isskirta su Quick-RNA MicroPrep
rinkiniu, vadovaujantis gamintojo instrukcijomis. RNR transkribuota i KDNR
naudojant rinkini Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit. Visos Kkitos

procediros atliktos, kaip nurodyta anksciau (poskyris 3.4.7.).

3.4.17.4. Baltymy raiskos jvertinimas

Peliy augliai ir audiniai, paimti i§ kontroliniy peliy ir ksenograftiniy peliy,
iki baltymy i$skyrimo uzSaldyti ir saugoti —80 °C temperatiiroje. Tirti méginiai
(apie 50-70 mg) uzsaldyti skystame azote, piestele sutrinti tiglyje, pernesti i
2,0 ml turio mégintuvelius ir lizuoti per Svirksto adata (G23) su 20 tiriy SDS
méginio buferio. Lizatai nuskaidrinti 20 min. centrifuguojant 19 280 g esant
+4 °C. Baltymai iSsodinti acetonu ir iStirpinti SDS méginio buferyje. Visos

kitos procediiros atliktos, kaip nurodyta anksciau (poskyriai 3.4.14. ir 3.4.15.).

3.4.18. Statistiné analizé

Duomeny statistinei analizei atlikti naudota Excel programa
(2003 versija). Atliekant statisting analiz¢ gauti duomenys pateikti kaip
aritmetinis vidurkis + standartinis nuokrypis. Skirtumy tikimybé tarp lyginamy
grupiy apskai¢iuota pasitelkus Student porini t—Kriterijy (vertinant
priklausomas imtis). Statistiniai skirtumai reikSmingais laikyti tie,

kuriy p <0,05.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1. BIX-01294 jtaka zmogaus UPL lgsteléms

4.1.1. BIX-01294 jtaka lasteliy augimui ir iSgyvenamumui

Antileukemini BIX-01294 (Bix) aktyvuma ivertinome pasitelke dvi
skirtingas zmogaus iminés promielocitinés leukemijos lasteliy linijas — HL-60
ir NB4. Parodéme, jog Bix, priklausomai nuo naudotos koncentracijos
(2-5 uM), nuslopina abiejy lasteliy liniju augima, o jau nuo antros tyrimo
paros, po poveikiu didelémis koncentracijomis (4-5puM), statistiSkai
reikSmingai sumazina ir lasteliy gyvybinguma (4.1.1.1A pav.) (Savickiene ir
kt., 2014a). Lastelés ciklo analizé (4.1.1.1B pav.) parode¢, kad po 48 val.
poveikio ivairiomis Bix koncentracijomis iSaugo lasteliy populiacijos dalis
G0/G1 ciklo fazéje. Taip pat pastebéta, jog, priklausomai nuo naudotos Bix
koncentracijos, sumazéjo lasteliy kiekis G2/M ciklo fazéje (apytiksliai
1,6-2 karto).

Atlikus tékmés citometrinj tyrima (4.1.1.2 pav.) paaiskéjo, kad po 48 val.
poveikio Bix, priklausomai nuo naudotos koncentracijos, reikSmingai iSaugo
propidzio jodidu (PJ) nusidaziusiy lasteliy skaicius (negyvuy lasteliu), o lasteliy,
nusidaziusiy Aneksinu-V (apoptoziniy lasteliy), skaicius padidéjo tik nezymiai.
Po poveikiy su 4-5 uM Bix beveik pusé lasteliu populiacijos (42—49 %) zuvo,
visgi apoptoziniy lasteliy aptikta labai nedaug — tik apie 10 %. Tai, savo
ruoztu, leidzia nuspéti, jog lasteliy Zitis didzigja dalimi buvo nulemta ne

apoptozes, o galimai kity Iastelés zuties mechanizmy.
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4.1.1.1 pav. Nuo koncentracijos priklausomas BIX-01294 poveikis HL-60 ir NB4 lasteliy dauginimuisi. Lastelés keturias paras veiktos nurodytomis
B1X-01294 koncentracijomis (2, 3, 4, 5 uM). (A) Gyvu lasteliy kiekis nustatytas kas diena lasteles nudazius 0,2 % tripano méliu ir nusidaziusiy lasteliy
skaiCiy jvertinus hematocitometru. (B) Lastelés ciklo tékmés citometriné analizé. Lasteliy pasiskirstymas G0/G1, S ir G2/M ciklo fazése po 48 val. poveikiy
nurodytomis B1X-01294 koncentracijomis. Duomenys suvidurkinti, £SN (n = 3), p < 0,001 (**) zymi reikSmingus skirtumus nuo neveikty lasteliy méginiy
(Savickiene ir kt., 2014a).
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4.1.1.2 pav. Nuo koncentracijos priklausomas BIX-01294 citotoksiskumas HL-60 ir NB4
lasteléms. Po 48 val. poveikiy nurodytomis BIX-01294 koncentracijomis atlikta dvigubo
dazymo Aneksinu-V-FITC (A) ir PJ (B) tékmés citometriné lasteliy Ziities analizé. Nurodytas
procentas lasteliy, nusidaziusiy Aneksinu-V-FITC ir PJ (PJ signalas registruotas fikoeritrino
(angl.: PE) kanalu). Duomenys suvidurkinti, +SN (n = 3) (Savickiene ir kt., 2014a).

4.1.2. BIX-01294 jtaka RA indukuotai lasteliy diferenciacijai

Taip pat jvertinome Bix itaka HL-60 ir NB4 lasteliy diferenciacijai. Siuo
tikslu lasteles 4 paras veikéme netoksiska (2 uM) Sio junginio koncentracija
kartu su 1 uM RA (sutrumpintai: Bix + RA; toliau $is poveikis vadinamas
vienalaikiu poveikiu). Kaip parodé NBT testas, toks vienalaikis poveikis
sustiprino abiejy lasteliy linijy diferenciacija (4.1.2.1 pav.). PanaSus rezultatai

gauti ir tuomet, kai lastelés 24 val. buvo paveiktos 2 uM Bix, po to nuplautos ir
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toliau  kultivuotos augimo terpéje su 1 puM RA  (sutrumpintai:
Bix (24 h) —» RA; toliau 8is poveikis vadinamas palaipsniniu poveikiu).
Prabégus 48 val. po tokio palaipsninio poveikio, diferencijavusiy lasteliy
skaiCius 1iSaugo apytiksliai 1,4 karto, palyginus su poveikiu viena RA
(4.1.2.1B pav.). Po 4 pary uzfiksuota, jog visi kombinuoti poveikiai pad¢jo
pasiekti maksimaly registruota 80—85 % NBT redukavimo efektyvuma, o po
poveikio viena RA $§i verté atitinkamai sieké¢ 60-70 %. Pazymétina, jog pats

vienas Bix neindukavo HL-60 ir NB4 lasteliy diferenciacijos (duomenys

nepateikti).
A
HL-60 NB4 B _ s -
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X )
g I oid E
D 2]
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§ 40 w3d £
G 20 o4d b
g 0,
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HL-60

Lasteliy kiekis

CD 11b

4.1.2.1 pav. BIX-01249 jtaka RA indukuotai granulocitinei HL-60 ir NB4 lasteliu
diferenciacijai. (A) Lastelés buvo veiktos 2 uM BIX-01294 kartu su 1 uM RA (RA + Bix)
arba paveiktos 2 pM BIX-01294, nuplautos ir toliau kultivuotos terpéje su 1 pM RA
(Bix 24 h + RA). Granulocitiné diferenciacija iSreiksta NBT teigiamy lasteliy procentu nuo
gyvuy lasteliy skaiciaus ar (B) kaip santykis su RA paveikta kontrole. Duomenys suvidurkinti,
+SN (n=3), p<0,05 (*), p<0,001 (**) zymi reikSmingus skirtumus nuo RA paveikty
kontroliniy lasteliy. (C) CD11b pavirSinio Zymens raiska po 48 val. vienalaikio ir
palaipsninio poveikio 2 uM BIX-01294 ir 1 uM RA. Pateikti rezultatai iliustruoja vieng i$
trijy nepriklausomy tyrimy (Savickiene ir kt., 2014a).
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Tekmes citometrinis lastelés pavirSiniy Zymeny tyrimas (4.1.2.1C pav.)
parodé, kad po 24 val. vienalaikio poveikio, palyginus su poveikiu viena RA,
1Saugo CDI11b pavirSini zymeni turinCiy NB4 ir HL-60 Iasteliy skaiCius
(atitinkamai 1,41 ir 1,37 karto). Po palaipsninio poveikio padidé¢jimas sické
atitinkamai 1,59 ir 1,69 karto. Sie duomenys patvirtina, jog Bix efektyviai

suzadina RA indukuota promielocitines leukemijos lasteliy diferenciacija.

4.1.3. BIX-01249 jtaka lasteliy geny ir baltymy raiskai

Siekdami jvertinti BIX-01294, kaip HMT slopiklio, efektyvuma, atlikome
ir AT-kPGR EHMT2 geno raiskos tyrima (4.1.3.1D pav.). Parodéme, jog
48 val. poveikis su Bix EHMT2 transkripto lygio nesumazina. Taip pat
sickéme i$siaisSkinti molekulinius mechanizmus, kuriais BIX-01294 prisideda
prie neapoptozinés lasteliy ziities. [vertinome Beklino 1, Zymens, kuris nurodo
lasteliy zuti autofagijos budu (Maskey ir kt., 2013), geno BECN1 raiskos
poky¢ius po poveikiy Bix. Gauti rezultatai parodé, jog, UPL lasteles 48 val.
paveikus jvairiomis Bix koncentracijomis, BECN1 transkripto lygis stipriai
nepakinta (4.1.3.1A pav.). Taip pat tyréme ir PPARy (veiksnio, svarbaus
lasteliy augimui ir i§gyvenimui (Gan ir kt., 2008)) geno PPARG raiSkos
pakitimus. Kaip parodyta 4.1.3.1B pav., mazos Bix koncentracijos (2 uM)
nepakeité PPARG geno raiskos. Visgi po 72 val. poveikio 4 uM Bix HL-60 ir
NB4 lastelese PPARG transkripto lygis iSaugo 2,3 karto. Atsizvelgdami i tai,
kad lasteliy zttis po 48 val. poveikio citotoksiSkomis Bix koncentracijomis gali
biiti susijusi su lastelés ciklo sutrikdymu G1 fazéje, mes taip pat {vertinome ir
ATG5 geno raiska — geno, kurio koduojamas baltymas dalyvauja nuo
autofagijos nepriklausomos pries§véziniy vaisty sukeltos mitotinés katastrofos
procesuose (Han ir kt., 2010). Palyginus su neveikta kontrole, po poveikio su
4 uM Bix NB4 lastelése ATG5 transkripto lygis pastebimai iSaugo (1,9 karto),
visgi HL-60 lastelése padidéjimas buvo ne toks stiprus (1,4 Kkarto;
4.1.3.1C pav.).
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4.1.3.1 pav. Lastelés zitj reguliuojanciy geny raiSka HL-60 ir NB4 Iastelése, kultivuotose su
BI1X-01294. Lastelés nurodyta laika buvo veiktos 2 ir 4 uM Bix. (A) BECNL1, (B) PPARG,
(C) ATG5 ir (D) EHMT2 raiskos lygis ivertintas AT-kPGR metodu. Duomenys buvo
normalizuoti pagal GAPDH lygi ir pateikti kaip santykiniai dydziai nuo neveiktos kontrolés.
Gauti rezultatai suvidurkinti, +SN (n = 3) (Savickiene ir kt., 2014a).

Baltymy imuniné analizé, naudojant {vairiomis BIX-01294
koncentracijomis paveikty HL-60 ir NB4 lasteliy bendruosius lizatus
(4.1.3.2A pav.), patvirtino, jog lastelés po Siy poveikiy Zuvo ne apoptozés
buidu. Po 48 val. poveikio vis didesnémis BIX-01294 koncentracijomis iSaugo
zuvusiy lasteliy skaicius (4.1.1.2 pav.), tatiau prokaspazes 3 virsmo 1 aktyvia
forma — kaspaz¢ 3 — neregistruota (4.1.3.2A pav.). Taip pat neaptikta ir
sukarpyto PARP-1 (tik silpnas signalas NB4 lastelése po poveikio su
5 uM Bix) (4.1.3.2A pav.).

Svarbu pazyméti, jog poveikis su Bix sukele lastelés tipui specifiskus ir
nuo naudotos koncentracijos priklausomus koordinuotus H3K9me2, survivino
ir ciklino E1 raiSkos lygio pakitimus (4.1.3.2A pav.). Tai, savo ruoztu, galimai
turéjo itakos ir G1/S fazés reguliavimui. Stebétina tai, jog 48 val. poveikis
4-5 uM Bix padidino ciklino E1, H3K9me?2 ir H3K9me3 kiekj iSskirtinai tik
NB4 lastelése. Taip pat NB4 lastelése stipriai iSaugo ir PPARG bei ATG5 geny
raiska (4.1.3.1B,C pav.). Sie duomenys koreliavo ir su NB4 lasteliy ciklo
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sustabdymu S fazéje (4.1.1.1B pav.). Reikéty paminéti, kad vidutinio dydZio
3 uM Bix koncentracija po 48 val. poveikio sumazino H3K9me?2 kiekj abiejose
lasteliy linijose. Taip pat tick NB4, tiek HL-60 lastelése pastebéti panasts p27,
survivino ir chromating modifikuojanciy fermenty HDACT1 ir DNMT1 baltymuy
kiekio poky¢iai (4.1.3.2B pav.).

A
Qo HL-60 NB4
Q
g + B B xﬁ 5\\ Q DI i o kDa K BIX3uM K BIX3 M
124 B8 B S S8 B B S8 - pare-t 17 |- - | HoKome2
89 ' |— Suk. PARP-1 50 \ - - \ - -\ Ciklinas E1
P R I e S | o7
16.5|- - -| - - —'| Survivinas
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16.5 134’.., - ‘ ‘DNIVIT1
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17 | — H3KOme3
% . e e g CAPDH
HL-60 NB4
Laikas, 48 h

4.1.3.2 pav. BIX-01294 sukelti lastelés cikla ar i§gyvenima reguliuojanciy baltymy raiskos
bei histono H3K9 modifikacijos poky¢iai. (A, B) HL-60 ir NB4 lastelés veiktos nurodytomis
B1X-01294 koncentracijomis 24 ir 48 val. Baltymy imuniné analizé atlikta naudojant
bendruosius lgsteliy lizatus. Kaip kontrol¢ naudotas GAPDH. Pateikti duomenys iliustruoja

viena 1§ triju nepriklausomy tyrimy, kuriy metu buvo gauti panaSis rezultatai
(Savickiene ir kt., 2014a).
4.1.4. Rezultaty aptarimas

Sio tyrimo metu pirma karta parodéme, jog poveikis histony

metiltransferaziy slopikliu BIX-01294 Zzmogaus promielocitinés leukemijos
lasteléese HL-60 ir NB4 sumazina H3K9me2 epigenetinés zymés kieki
(4.1.3.2 pav.). Po poveikio BIX-01294 taip pat sutrikdoma ir $iy lasteliy ciklo
eiga bei sustiprinama RA indukuota granulocitin¢ diferenciacija (4.1.1.1 pav. ir
4.1.2.1 pav.). Parodéme, jog HL-60 ir NB4 lastelés, sustojusios G1/S ciklo
fazéje, negeba toliau dalytis ir véliau Ziista, taciau ne apoptozés budu. HL-60 ir

NB4 lastelése, sumazéjus H3K9me2 modifikacijos kiekiui, pakito ir G1/S
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lastelés ciklo fazeés reguliatoriy, ciklino E1 ir nuo cikliny priklausomy kinaziy
slopiklio p27, raiSka (4.1.3.2 pav.). Lasteliy ziitis ne apoptozés biidu po
poveikio citotoksiSkomis BIX-01294 dozémis patvirtinta atlikus tékmeés
citometrini tyrima, jvertinantj lasteliu nusidazyma Aneksinu ir PJ
(4.1.1.2 pav.). Pastarieji rezultatai taip pat koreliavo ir su baltymu imuninés
analizés duomenimis: neaptikome sukarpyto PARP-1 ir aktyvuotos kaspazés-3
(4.1.3.2A pav.). Apibendrinti BIX-01294 tyrimo rezultatai pateikti 4.1.4.1 pav.

Parodyta, jog poveikis BIX-01294 skirtingas vézio lasteles veikia
nevienodai. Adenokarcinomos lastelése BIX-01294 indukuoja apoptozés
procesus, suzadindamas vidini (mitochondrini) kelia (Wan ir kt., 2017).
Krities ir tiesiosios zarnos vézio lastelése poveikis BIX-01294 sukelia nuo
autofagijos priklausoma lasteliy zati (Kim ir kt., 2013). Ankstesniais tyrimais
(Kondo ir kt., 2008) parodyta, kad RNR interferencija paremtas EHMT2
nutildymas sukelia rySkius veéziniy lasteliy (prostatos, plauciy ir kruties vézio)
morfologijos pokyc€ius, padidina p-galaktozidazés raiSka bei nuslopina
telomerazés aktyvuma. D¢l stipriai  sumazéjusio H3K9me2 kiekio
centromerin¢je chromatino dalyje suardoma ir paciy centromery struktira.
Chromosomuy nestabilumas, savo ruoztu, toliau gali vesti prie Iasteliy sen¢jimo
(Andriani ir kt., 2016). Musuy gauti ATG5 ir PPARG geny raiskos tyrimy
rezultatai — akivaizdus $iy geny raiskos sustipréjimas po poveikio BIX-01294
(4.1.3.1B-C pav.) — leidzia manyti, jog BIX-01294 NB4 ir HL-60 lastelése
galimai suzadina lastelinio senéjimo procesus. Yra Zinoma, jog PPARy
aktyvavimas atliecka reikSminga vaidmeni signaliniy sen¢jimo keliy
reguliacijoje (Altucci ir kt., 2001; Lu ir kt., 2005). Itin svarbu paminéti, kad
PPARYy, kartu iSaugus ir survivino raiSkai, nuslopina TRAIL indukuota
apoptoze (Li ir kt., 1998), o biitent Siuo keliu NB4 lastelés dazniausiai ir Ziiva
(Castedo ir kt., 2004). ATGS, savo ruoztu, yra biitinas nuo autofagijos
nepriklausomai mitozinei katastrofai, kuri vézio lastelése pasireiskia po
poveikiy nemirtinomis DNR paZeidzianciy vaisty ar antimitoziskai veikianciy
cheminiy junginiy dozémis (Han ir kt., 2010). Yra parodyta, kad citozolyje

aptinkamas ATGS5 prisideda reguliuojant autofagijos procesus, o branduolyje
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esantis ATGS baltymas geba indukuoti mitozinés katastrofos virsmus (dél
ATGS saveikos su survivinu sutrikdomas tvarkingas chromosomy i$sidéstymas
ir chromosomos nebegeba teisingai atsiskirti (Han ir kt., 2010)). Kaip Zinoma,
survivinas ne tik apsaugo lasteles nuo apoptozés vidiniu (mitochondriniu)
keliu, taciau taip pat reguliuoja lasteliy dalijimasi ir dalyvauja mitozinés
verpstes patikros procesuose (Chang ir kt., 1999; Dohi ir kt., 2004; Vernier ir
kt., 2011). Ir misy tyrimy metu aptikta, jog, NB4 lasteles paveikus BIX-01294
ir lasteléms nebepajégiant pereiti | G2/M ciklo fazg (4.1.1.1 pav.), survivino
baltymo kiekis Siek tiek iSauga (4.1.3.2 pav.). Sie rezultatai teigiamai koreliavo
ir su konstitutyvaus heterochromatino Zymens H3K9me3 kiekio padidé¢jimu
(4.1.3.2 pav.). Reikéty pazyméti, jog nevienodas HL-60 ir NB4 lasteliy atsakas
1 zudancias BIX-01294 koncentracijas galimai priklauso nuo p53 baltymo —
kaip jau minéta anksciau, NB4 lastelése Sio baltymo aptinkama, o HL-60
lastelése jo raiska visai nevyksta, dél ko pastarosios lastelés ir yra maziau
jautrios senéjima skatinantiems veiksniams (Lekstrom-Himes, 2001). Be kita
ko, PML baltymas per PML/RDB/E2F signalini kelia (Truong ir kt., 2003)
galimai dalyvauja ir inicijuojant bei palaikant Igstelinio sené€jimo procesus
NB4 Iastelése.

Young ir kt. (2009) parode, kad sen¢jimo procesy metu yra indukuojami
ir autofagijos signaliniai keliai. Pastarieji dar labiau sustiprina sen¢jimo
procesus. AnksCiau atlikti tyrimai (Kim ir kt., 2013) atskleidé, kad vézio
lasteles paveikus BIX-01294 suintensyveéja aktyviy deguonies formuy
(angl.: ROS) gamyba, o tai, savo ruoztu, toliau geba paskatinti autofagijos
vyksmus. Park ir kt. (2016) atliktas tyrimas parod¢, kad po poveikio
B1X-01294, nuslopus EHMT2 aktyvumui, MCF-7 lastelése stipriai iSauga
BECN1 geno raiSka. Mes taip pat jvertinome S$io svarbaus autofagijos
procesams geno raiSka NB4 ir HL-60 lastelese po poveikiy BIX-01294
(4.1.3.1A). Visgi misy gauti rezultatai neparod¢ rySkios BIX-01294 ijtakos
BECNL1 geno raiskai minétose UPL lastelése.
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UPL Iastelés
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Augimas | Lasteliy senéjimas? Mitoziné katastrofa?
~ Diferenciacija

ATGS
PPARG

UPL lastelés

4.1.4.1 pav. Epigenetinés terapijos, naudojant BIX-01294 atskirai ir kartu su RA, poveikio
UPL lasteléems (NB4 ir HL-60) apibendrinta iliustracija. Kaip parodyta, BIX-01294 sustabdé
UPL lasteliy augima. Taip pat BIX-01294 sustiprino RA indukuota leukemijos lasteliy
granulociting diferenciacija. Poveikis BIX-01294, priklausomai nuo koncentracijos,
pasizyméjo  citotoksiskumu UPL  lasteléms. Pademonstruota, kad po poveikio
BIX-01294 UPL lastelés ziista ne apoptozés biidu. BIX-01294 NB4 ir HL-60 lastelése taip
pat sumazino histono H3K9me2 modifikacijos kiekj. Lasteles paveikus BIX-01294,
pastebétas ir geny ATG5 bei PPARG raiskos sustipréjimas (modifikuota pagal
Valiuliené ir kt., 2017).
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Apibendrinant Siuos rezultatus, galime pasakyti, kad EHMT2 aktyvumo
nuslopinimas gali bati iSskiriamas kaip dar vienas svarbus mechanizmas,
paaiskinantis HL-60 ir NB4 lasteliy augimo sustabdyma ir diferenciacijos
sustipréjima. Toliau jvertinome HDACI belinostato poveiki NB4 ir HL-60

lasteléms.

4.2. Belinostato jtaka zZmogaus UPL Igsteléms

4.2.1. Belinostato jtaka lgsteliy augimui ir iSgyvenamumui

Belinostato (Bel) itaka leukemijos lasteliy proliferacijos nuslopinimui
ivertinome naudodami skirtingas S§io junginio koncentracijas (0,2-1 uM)
(Savickiene ir kt., 2014b; Valiuliene ir kt., 2015). Lastelés Bel veiktos 4 paras.
Pastebéta, jog Bel, priklausomai nuo koncentracijos ir poveikio trukmeés,
nuslopina lasteliy dauginimasi. Stipriausias efektas buvo pasiektas NB4
lastelése (4.2.1.1A pav.). Su 1 uM Bel po 24 ir 48 val. poveikio augimo
slopinimas sieké iki 90 % (4.2.1.1B pav.).

Taip pat jvertinome Bel jtaka lastelés ciklo eigai. Tékmés citometrinis,
HL-60 ir NB4 lasteliuy DNR kiekj ivertinantis, tyrimas atliktas po 24 val.
poveikio nurodytomis Bel koncentracijomis (4.2.1.1C pav.). Mazos Bel
koncentracijos (0,2-0,5 uM) padidino lasteliy kieki GO/G1 ciklo fazéje
(8-12 %), o S fazés dalis sumazéjo. Didesnés koncentracijos (1-2 uM),
priesingai, lasteliy skai¢iy S ciklo fazéje padidino (iki 5663 %), 0 GO/G1, tiek
ir G2/M fazéje, sumazino (iki 12-16 %). Po 48 val. poveikio (duomenys
nepateikti) lasteliu skaic¢ius GO/G1 ir G2/M ciklo fazése atitinkamai tesieké
9% ir 3%, kas byloja apie tai, jog Bel paveikty lasteliy ciklas buvo
sustabdytas S ciklo faz¢je.
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4.2.1.1 pav. Nuo koncentracijos
priklausoma Dbelinostato itaka
HL-60 ir NB4 lasteliy
proliferacijai. Lastelés veiktos
nurodytomis belinostato
koncentracijomis 4  paras.
(A) Gyvuy lasteliy kiekis
nustatytas kasdien jas nudaZzius
0,2 % tripano meéliu ir
suskaiCiavus hematocitometru.
(B) Lasteliy augimo stabdymo
24-48 val. procentiné iSraiska.
Rezultatai  suvidurkinti, +SN
(n =5). (C) Tékmés citometriné
lastelés ciklo analizé. Nurodytas
lasteliy pasiskirstymas GO0/G1,
S ir G2/M fazése (%) po
24 val. poveikio belinostatu.
Rezultatai  suvidurkinti, +SN
(n=3); p<0,05 (*), p<0,001
(#*) ir p<0,0001 (%) zymi
reikSmingus  skirtumus nuo
neveiktos kontrolés (Savickiene
ir kt., 2014b).



Nustatéme belinostato citotoksiskumo priklausomybg nuo koncentracijos.
0,2 uM Bel nei HL-60, nei NB4 lastelése rySkiu poveikiu nepasizyméjo
(4.2.1.2A pav.). Paveikus vidutinio dydzio koncentracija (0,5 uM), Zuvusiy
lasteliy kiekis 1Saugo, o 1 uM Bel po 2 pary poveikio jau stipriai padidino
zuvusiy lasteliy kieki (4.2.1.2A pav.). Parodéme, jog Bel, priklausomai nuo
naudotos koncentracijos, padidina NB4 ir HL-60 lasteliy populiacijos dalj
subG1 ciklo fazeje (4.2.1.2B pav.). Labiausiai subGl populiacija iSaugo
lasteles paveikus 1 uM Bel koncentracija. Atlik¢ dvigubo dazymo Aneksino-
V-FITC ir PJ t€kmés citometrini tyrima, pasteb¢jome, jog, priklausomai nuo
Bel koncentracijos, po 24 val. poveikio iSauga lasteliy, peréjusiu i ankstyvosios
apoptozés stadija, dalis (4.2.1.2C pav.). Sie duomenys koreliuoja ir su subG1l
piko iSaugimu. Lasteles 48 val. paveikus didesnémis Bel koncentracijomis (1 ir
2 uM), pradéjusiy apoptuoti HL-60 ir NB4 lasteliuy kiekis atitinkamai iSaugo
iki 40,7 % ir 44,8 % (4.2.1.2D pav.). PanaSius duomenis gavome ir Zuvusiy
lasteliy skaiciy jverting tripano mélio testu — Zuvusiy lasteliu kiekis iSaugo
priklausomai nuo naudotos koncentracijos, o daugiausia zuvusiy lasteliy
uzfiksuota po 72-96 val. poveikio (4.2.1.2A pav.). Visi Sie gauti duomenys
parodo, kad belinostatas indukuoja HL-60 ir NB4 lasteliu apoptoze,
sustabdydamas lasteles S ciklo fazéje.
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4.2.2. Belinostato jtaka RA indukuotai UPL lgsteliy diferenciacijai

Diferenciacijos tyrimy metu HL-60 ir NB4 lastelés veiktos farmakologine
RA koncentracija (1 uM), 0,2uM Bel ir Siy junginiy kombinacija
1 uMRA+ 0,2 uM Bel. NBT testas ir CD11b pavirSinio zymens raiskos
tyrimas parodeé, jog Bel, veikdamas pats vienas, NB4 ir HL-60 Iasteliy
granulocitinés diferenciacijos neindukuoja (duomenys nepateikti), tatiau geba
sustiprinti ir paankstinti RA indukuota diferenciacija (4.2.2.1A pav.).
Veikdamas kartu su RA, Bel po 24-48 val. poveikio padidino RA indukuota
diferenciacija 1,5-1,8 karto (4.2.2.1B pav.). Stipriausias granulocitinés
diferenciacijos paankstinimas pastebétas HL-60 lastelése. Palyginus tiek RA,
tiek belinostato veikima atskirai, bendras poveikis Bel + RA nuslopino NB4 ir
HL-60 lasteliy augima ir sustabde lasteles GO/G1 lastelés ciklo fazeje
(Valiuliene ir kt., 2015). Tékmés citometrinis CD11b pavir§inio Zymens
raiSkos tyrimas parodé, jog po 48 val. trukmés kombinuoto poveikio didelei
daliai lasteliy populiacijos S$is Zymuo yra budingas (HL-60 ir NB4 lastelése
atitinkamai 77,4 % ir 59,3 %) (4.2.2.1C pav.).

Taip pat jvertinome Bel, vieno ir kombinacijoje su RA, poveiki
transkripcijos veiksniy C/EBPa (angl.: CCAAT/enhancer binding protein ) ir
C/EBPeg geny raiskai (4.2.2.1D pav.). Reikéty paminéti, kad C/EBPa ir
C/EBPg yra svarbiis lastelés ciklo eigai ir granulocitinei diferenciacijai
(Friedman ir kt., 2003; Nakajima ir kt., 2006). C/EBPa veikimas yra biitinas
pradinése diferenciacijos stadijose, o jau diferencijuotose lastelése C/EBPa
raiSka sumazeja (Friedman, 2015).

AT-kPGR tyrimas parodé, kad 0,2 uM Bel NB4 lastelése po 24-48 val.
poveikio suzadino CEBPA iRNR raiska. RA, viena ir kartu su Bel,
reikSmingai nuslopino CEBPA iRNR raiska abiejose Ilasteliy linijose.
Pazymeétina, jog Bel pats vienas netur¢jo dideles jtakos CEBPE geno raiskai. O
24 val. poveikis viena RA ir RA kombinacijoje su Bel CEBPE geno raiska
padidino deSimteriopai tiek NB4, tiek ir HL-60 lastelése. Po poveikio
CEBPE geno raiSka palaipsniui didéjo ir pika (padidéjima 15-25 kartus)
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pasiecke po 72 val., kuomet didzioji dauguma lasteliy jau buvo
diferencijavusios. Visgi NB4 lastelése, skirtingai nei HL-60 lastelése,
kombinuotas poveikis CEBPE iRNR raiska indukavo silpniau nei poveikis
viena RA. Apibendrinant AT-kPGR tyrimy rezultatus, galima pasakyti, jog
NB4 ir HL-60 lasteliy granulociting diferenciacija lydéjo CEBPA ir CEBPE

raiSkos poky¢iai.
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4.2.2.1 pav. Belinostato jtaka RA indukuotai HL-60 ir NB4 lasteliu granulocitinei
diferenciacijai. HL-60 ir NB4 lastelés buvo veiktos 1 uM RA ir 0,2 uM belinostato nurodyta
laika. (A) Granulocitiné diferenciacija iSreik$ta kaip NBT teigiamy lasteliy procentas nuo
bendro gyvu lasteliy skaiCiaus arba (B) kaip santykiné dalis nuo RA paveikty lasteliy.
Rezultatai suvidurkinti, +£SN (n = 3); p < 0,05 (*), p < 0,001 (**) nurodo reikSminga skirtuma
nuo RA paveikty lasteliy. (C) Reprezentatyvi lastelés pavirSinio Zymens CD11b tékmés
citometriné analizé po 48 val. kombinuoto poveikio. (D) CEBPA ir CEBPE geno raiskos
ivertinimas AT-kPGR metodu. Rezultatai suvidurkinti, +SN (n=3), p<0,05 (%),
p <0,001 (**) ir p<0,0001 (*+**) nurodo reikSmingus skirtumus nuo neveiktos kontrolés
(Savickiene ir kt., 2014b).

75



4.2.3. Belinostato jtaka NB4 Igsteliy geny ir baltymy raiSkai

Yra zinoma, jog PML-RARa chimerinis baltymas pritraukia korepresoriy
kompleksus (Sin3, Mi-2/NuRD ir CoREST), kuriuose kartu aptinkamos
HDACL1 ir HDAC2. Taip pat parodyta, kad HDAC1 ir HDAC2 pasizymi
onkogeniniu veikimu (apzv. Mehdipour ir kt. 2017). Siekéme iSsiaiskinti,
kokia itaka HDACIi belinostatas turi NB4 lasteliy HDAC1 ir HDAC2 geny
raiSkai bei baltymu kiekiui. Parodéme, jog po poveikiu su 0,2 uM Bel,
1 uM RA ir juy kombinacija 0,2 uM Bel + 1 uM RA HDACL1 geno raiska yra
nuslopinama (4.2.3.1A pav.). Stipriausias ir greiCiausias efektas (jvertinta po
6 val. inkubacijos) buvo pasiektas po poveikio vienu belinostatu. Prabégus
24 val. HDAC1 geno raiska dar buvo sumazéjusi, taciau véliau ji grizo i pradini
lygi. Panasiai kaip ir HDACL, taip ir HDAC2 geno raiskos nuslopinimui
didziausia jtaka turéjo poveikis vienu Bel (4.2.3.1B pav.). Visgi tenka
pazyméti, jog po ilgesnés inkubacijos su Bel HDAC2 iRNR lygis atsistaté,
skirtingai nei po poveikiy RA ar Bel + RA (net ir po triju pary HDAC2 iRNR
lygis liko sumazgjes).

Norédami patikrinti, ar Bel turi itakos HAT, konkreciai PCAF
(angl.: P300/CBP-associated factor), geny raiskai, atlikome AT-kPGR tyrima.
Parodéme, jog belinostatas, veikdamas vienas, PCAF geno raiskos nepakeicia,
skirtingai nei RA, kuri labai stipriai padidina PCAF transkripto kieki
(4.2.3.1C pav.). Visiskai prieSingas efektas pastebétas jvertinus junginiy
poveiki CDKN1B (koduojancio p27 baltyma) geno raiskai — Bel, palyginus su
viena RA, gerokai stipriau padidino CDKN1B raiska (4.2.3.1D pav.). Be kita
ko, parodéme, jog poveikis Bel taip pat padidina ir p27 baltymo kieki
(Savickiene ir kt., 2014b). Be to, CDKN1B geno raiskos padidé¢jimas po
poveikio su Bel, bent dalinai, gali bati paaiskintas histono H4 hiperacetilinimo

iSaugimu CDKN1B geno promotorinéje srityje (Valiuliene ir kt., 2015).
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4.2.3.1 pav. Belinostato, RA ir juy kombinacijos jtaka NB4 lasteliy geny raiskai. (A, B, C, D)
Kontrolinés NB4 lastelés (K) ir NB4 lastelés, paveiktos su 1 uM RA (RA), 0,2 uM
belinostato (Bel) ir 1 uM RA + 0,2 uM belinostato (RA + Bel), kultivuotos nurodyta laiko
tarpa (672 val.). HDACL1 (A), HDAC2 (B), PCAF (C) ir CDKN1B (D) geny raiskos pokyc¢iai
ivertinti. AT-kPGR metodu. Santykinis geny raiSkos pokytis suvidurkintas (+SN, n = 3)
(Valiuliene ir kt., 2015).

Norédami iSsiaiskinti belinostato poveikio molekulinius mechanizmus
mes taip pat jvertinome ir 0,2 uM belinostato itaka (atskirai ir kartu su
1 uM RA) histono H4 hiperacetilinimo lygiui bet HDACI1 ir HDAC2 baltymy
lygio reguliavimui (4.2.3.2 pav.). Nustatétme, jog labiausiai NB4 lasteliy
histono H4  hiperacetilinimo  lygis iSauga paveikus kombinacija
0,2 uM Bel +1 uM RA. Histono H4 hiperacetilinimo padid¢jimas buvo
ankstyvas (registruota jau po 6 val. poveikio) ir intensyvus (palyginus su
kontrole, iSaugo 21 karta). Po staigaus padidéjimo hiperacetilinimo lygis véliau
sumazéjo, taciau net ir po 3 pary iSliko apytiksliai 10 karty didesnis nei
kontrol¢je (panasus histono H4 hiperacetilinimo lygis po 72 val. registruotas ir
po poveikiy viena RA ar belinostatu).

HDACI1 baltymo kiekio sumaz¢jimui didziausia itaka taip pat turéjo
kombinacija Bel + RA. Jau po 6val. poveikio HDAC1 baltymo Kkiekis,
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palyginus su kontrolinémis lastelémis, sumazéjo du kartus, o po 72 val.
sumazéjimas jau sieké penkis kartus. IS gauty duomenuy matyti, jog RA,
veikdama viena, HDACI baltymo kiekio pokyciui didelés itakos neturi, taciau
geba sustiprinti belinostato poveikj. Priesingai nei HDAC1, HDAC2 baltymo
kiekis staiga iSaugo po poveikiy Bel, RA ir po poveikio kombinacija RA + Bel.
Visgi po poveikiy prabégus 72 val., HDAC2 baltymo kiekis grizo 1 prading lygi

(i8skyrus po poveikio belinostatu).
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4.2.3.2 pav. Belinostato, RA ir ju kombinacijos itaka NB4 lasteliy baltymy kiekio
reguliavimui. NB4 lastelés veiktos 1 uM RA (RA), 0,2 uM belinostato (Bel) ir 1 uM RA +
0,2 uM belinostato (RA + Bel) 6-72 val. Nurodytais laiko tarpais i§ kontroliniy ir junginiais
paveikty lasteliy iSskirtas bendras baltymas. Vienodi baltymy kiekiai isfrakcionuoti
SDS/PAGE elektroforeze 7-15 % akrilamido gradientiniame gelyje, perkelti ant PVDF
membranos ir toliau su méginiais atlikta imunoanalizé. Gauti rezultatai nuskenuoti ir ImageJ
programa jvertintas juy optinis tankis. Pateikti duomenys iliustruoja viena i§ triju
nepriklausomy tyrimy, kuriy metu buvo gauti panasiis rezultatai. Nurodytas santykinis
pokytis lyginant su kontrole (Valiuliene ir kt., 2015).
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4.2.4. Belinostato jtaka NB4 lasteliy baltymy kompleksy, besiriSanciy su
hiperacetilintu histonu H4, sudéc¢iai

Siekéme iSsiaiSkinti, ar po poveikio belinostatu, padidéjus bendram
hiperacetilinto histono H4 kiekiui, NB4 lastelése pakinta ir baltymy
kompleksy, saveikaujanciy su Sia epigenetine Zyme, sudétis. Tam pasitelkéme
chromatino imunoissodinima kartu su hiperacetilintu histonu H4 ir iSsodinty
baltymy masiy spektrometrijos tyrima. Sie metodai padéjo mums suZinoti,
kokie baltymai saveikauja su hiperacetilintu histonu H4 kontrolinése NB4
lastelése ir lastelése, paveiktose belinostatu. Kiekybiniai identifikuoty baltymy
pokyc¢iai  kontrolinése ir belinostatu paveiktose lastelése nurodyti
lenteléje 4.2.4.1 kaip K/Bel santykis (K — zymi, jog baltymas buvo aptiktas tik
kontrolinése lastelése, Bel — tik paveiktose lastelése).

Nustatyta, kad NB4 lastelése hiperacetilintas histonas H4 saveikauja su
45 skirtingais baltymais (4.2.4.1 lentel¢). Baltymuy, kontrolinése NB4 lastelése
saveikaujan¢iy su hiperacetilintu histonu H4, saveiky tinklas pateiktas
4.2.4.1 pav. Tik kontrolinése lastelése hiperacetilintas histonas H4 saveikauja
su baltymais, kurie dalyvauja DNR replikacijoje (POLAZ2), transkripcijoje
(GCOM1, POLR2M, NELFE, NCL), transliacijoje (RPL7) ir RNR karpyme
(splaisinge) (SCNM1). Hiperacetilintas histonas H4 rastas taip pat
saveikaujantis su  proonkogenu SPECCI, apoptozés reguliatoriumi
ADAMTSLA4 bei baltymais, dalyvaujanciais NF-kappaB, JAK2/STATA4, Ras ir
Hedgehog signaliniuose keliuose. Hiperacetilintas histonas H4 NB4 lastelése
taip pat saveikauja su NPM1 (angl.: Nucleophosmin) baltymu, kuris reguliuoja
auglio slopiklius TP53/p53 bei ARF. Paminétina, jog NPMI1 raiska biina
padidéjusi aktyviai proliferuojanciose lastelése, pvz., vézio ar kamieninése
lasteléese (Lim ir Wang, 2006). NPMI1 baltymas kompleksuose su
hiperacetilintu histonu H4 aptiktas ir NB4 lastelése, paveiktose 2 uM Bel.
Visgi po poveikio Sio baltymo aptikta beveik dukart maziau nei kontrolinése
lastelése.

Po 6val. poveikio su 2uM Bel (4.2.4.1 lentelée, 4.2.4.2 pav.),

hiperacetilintas histonas H4 saveikauja su proapoptoziniais baltymais ir
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baltymais, reikalingais apoptoziniam atsakui (S100A9, S100A8, LGALS?7,
GOLGA3, PPTI). Vézio slopiklis APC taip pat buvo aptiktas
imunoiSsodintuose kompleksuose. Svarbu paminéti, jog po poveikio su Bel
hiperacetilintas histonas H4 saveikauja ir su baltymais, kurie dalyvauja
apsaugoje nuo oksidacinio streso (TXNRD2) bei baltymais, padedanciais
retinoinei rugsciai patekti prie branduolio retinoinés riigSties receptoriy

(CRABPY).
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4.2.4.1

lentelé.

(Valiuliene ir kt. 2015).

Sarasas

NB4 Iasteliy

baltymuy,

saveikaujanciy

su hiperacetilintu histonu H4 kontrolinése

UniProtKB  Geno Ivertis K/Bel Funkcija

Nr. pavadinimas santykis*
( (2) ©) (4) ©) ©)
1 Q5QNW6 HIST1H2AH 9505,53 0,77105 Viena i§ pagrindiniy nukleosomos sudedamyjy daliy.
2 Q99878 HIST1H2AJ 8305,59 0,59452 Viena i§ pagrindiniy nukleosomos sudedamuyjy daliy.
3 P33778 HIST1H2BB 42815,45 1 Viena i§ pagrindiniy nukleosomos sudedamuyjy daliy.
4 P58876 HIST1H2BD 10401,13 0,51171 Viena i§ pagrindiniy nukleosomos sudedamyjy daliy.
5 P57053 HIST2H2BF 45639,36 Bel Viena i§ pagrindiniy nukleosomos sudedamuyjy daliy.
6 P84243 H3F3A 10974,41 1,10517 Viena i§ pagrindiniy nukleosomos sudedamuyjy daliy.
7 Q6NXT2 H3F3C 828,6 0,69768 Viena i§ pagrindiniy nukleosomos sudedamyju daliy.
8 P62805 HIST1H4A 17505,7 0,84366 Viena i§ pagrindiniy nukleosomos sudedamuyjy daliy.
9 P16401 HIST1H1B 615,33 1,1853 Nukleosomy kondensacija.
10 P16403 HIST1H1C 2448,72 1,05127 Nukleosomy kondensacija.
11 Q71U19 H2AFV 5543,68 1,23368 Kai kuriose nukleosomose pakeicia jprasta H2A.
12 P57053 H2BFS 10401,13 0,5886 Kai kuriose nukleosomose pakeicia iprasta H2A.
13 POCOS5 H2AFZ 7646,1 Bel Kai kuriose nukleosomose pakeicia iprasta H2A.
14 Q14181 POLA2 152,92 K DNR replikacija.
15 Q9BZD3 GCOM1 224,06 K Pol II(G) komplekso sudétin¢ dalis.
16 POCAP2 POLR2M 284,39 K Pol II(G) komplekso sudétin¢ dalis.
17 P18615 NELFE 266,18 K Nuslopina RNR polimerazés I transkripto elongacija.
18 P51504 ZNF80 444,63 Bel Geny raiskos reguliavimas.
19 P18124 RPL7 235,63 K Transliacijos aparato reguliavimas.
20 P47914 RPL29 622,4 0,92312 Transliacijos aparato reguliavimas.
21 Q9BWG6E SCNM1 620,47 K RNR karpymas (splaisingas).
22 Q8WXA9 SREK1 148,46 Bel Alternatyvaus karpymo (splaisingo) reguliavimas.
23 P19338 NCL 132,66 K Pirminés RNR (pre-rRNR) raiska ir ribosomos susirinkimas.
24 P02788 LTF 275,73 K Antimikrobinis ir prieSuzdegiminis aktyvumas.
25 P61626 LYZ 751,9 3,56085 Bakterijy lize.
26 P06702 S100A9 2362,67 Bel Antimikrobinis aktyvumas. Fagocity migravimo skatinimas. Apoptoze.
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P05109 S100A8 1869,7 Bel Antimikrobinis aktyvumas. Fagocity migravimo skatinimas. Apoptozé.
28 P60709 ACTB 3806,68 1,82212 Lasteliy judéjimas.
29 P63261 ACTG1 1713,96 0,34301 Lasteliy judéjimas.
30 Q562R1 ACTBL?2 664,65 Bel Lasteliy judéjimas.
31 AG6NHL2 TUBAL3 110,36 K Mikrovamzdeliy sudedamoji dalis.
32 Q71U36 TUBA1A 452,48 K Mikrovamzdeliy sudedamoji dalis.
33 P07437 TUBB 620,75 2,2034 Mikrovamzdeliy sudedamoji dalis.
34 Q9BQS8 FYCO1 61,54 K Dalyvauja pusleliy pernasoje link mikrovamzdeliy + galo.
35 Q13326 SGCG 315,83 K Sarkoglikany komplekso sudedamoji dalis.
36 QINY65 TUBAS 123,57 Bel Mikrovamzdeliy sudedamoji dalis.
37 Q9BQE3 TUBALC 54,26 Bel Mikrovamzdeliy sudedamoji dalis.
38 015144 ARPC2 666,79 Bel Aktino polimerizacijos reguliavimas.
39 Q96A32 MYLPF 737,84 Bel Miozino lengvoji grandiné.
40 Q6UY14 ADAMTSLA 247,27 K Teigiamas apoptozés reguliavimas.
41 P47929 LGALS7 392,7 Bel Apoptozés reguliavimas. Pro-apoptozinis veikimas.
42 Q08378 GOLGA3 7.44 Bel gg;iiiio aparato struktiiros palaikymas. Skilimo produktai reikalingi apoptoziniam
43 P50897 PPT1 124,76 Bel Lizosominis degradavimas. DNR fragmentacija apoptozés metu.
44 Q5M775 SPECC1 380,22 K Proto-onkogenas.
45 P25054 APC 30,36 Bel Auglio slopiklis.
46 Q04760 GLO1 253,31 K Dalyvauja reguliuojant TNF indukuoto NF-kB geno raiskos aktyvuma.
47 Q5T200 ZC3H13 22,03 K NF-kB kelio slopinimas.
48 095989 NUDT3 215,22 K Signalo perdavimas. Neigiamas ERK1/2 kelio reguliavimas.
49 Q99665 IL12RB? 269,83 K Sigqaliné .molekulé, dalyvaujanti JAK2/STAT4 kelyje. Skatina T ir NK lasteliy
proliferacija.
50 Q8IV04 TBC1D10C 834,75 0,8781 Ras signalinio kelio slopinimas.
51 Q96NH3 C6orfl170 1777,55 K Kontroliuoja Ziuzeliy morfologija. Dalyvauja Hedgehog signalo perdavime.
52 P06748 NPM1 612,64 1,85893 Reguliuoja auglio slopiklius TP53/p53 ir ARF. Saperonas.
53 QINNW7 TXNRD2 158,36 Bel Dalyvauja apsaugoje nuo oksdidacinio streso.
54 P29762 CRABP1 133,35 Bel Reguliuoja retinoinés rugsties patekima prie branduolio retinoinés riigsties receptoriy.
55 P17066 HSPA6 121,58 Bel Saperonas.
56 P48741 HSPA7 78,01 Bel Saperonas.
57 P11142 HSPAS 144,69 Bel Geny raiskos aktyvavimo slopiklis.
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P55735 SEC13 122 Dalyvauja baltymy transporte.

59 P62987 UBAS52 755,27 0,77105 Proteosominé degradacija, chromatino strukttiros palaikymas, geny raiskos
reguliavimas ir atsakas i stresa.

60 POCG47 UBB 241,72 K Proteosominé degradacija, chromatino strukttros palaikymas, geny raiskos
reguliavimas ir atsakas i stresa.

61 Q6ZMR5 TMPRSS11A 860,74 Bel Galimai serino proteazé.

62 P00738 HP 1190,67 Bel Padaro hemoglobing pasiekiama skaldantiems fermentams.

63 Q6S8J3 POTEE 346,61 K Prisijungimas prie baltymy ir ATP.

64 A5A3EQ POTEF 369,2 2,13828 Prisijungimas prie baltymy ir ATP.

65 POCG39 POTEJ 107,66 1,46228 Prisijungimas prie baltymy ir ATP.

66 Q9BTFO THUMPD?2 238,14 K Prisijungimas prie RNR. Metiltransferazinis aktyvumas.

67 Q68CQ7 GLT8D1 206,26 K Glikoziltransferaze.

68 AB6NIV6 LRRIQ4 145,7 Bel Turi leucinu turtingy pasikartojimy ir [Q motyva.

* K rei8kia, jog baltymas aptinkamas tik kontroléje. Bel — aptinkamas tik paveiktose lastelése.
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4.2.4.1 pav. Kontroliniu (nepaveikty) NB4 lasteliy baltymai, saveikaujantys su hiperacetilintu
histonu H4. Nepaveikty NB4 lasteliy méginiai paruosti tolimesniam chromatino
imunoiSodinimo ir masiy spektrometrijos tyrimui. Identifikuoty baltymu sasajuy zemélapis
pateiktas naudojant STRING duomeny bazg¢ (http://string.embl.de) (Valiuliene ir kt., 2015).
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4.2.4.2 pav. Belinostatu paveikty NB4 lasteliy baltymai, saveikaujantys su hiperacetilintu
histonu H4. 2 uM Bel paveikty NB4 lasteliy méginiai paruosti tolimesniam chromatino
imunoissodinimo ir masiy spektrometrijos tyrimui. Identifikuoty baltymy sasajuy zemélapis
pateiktas naudojant STRING duomeny bazg (http://string.embl.de) (Valiuliene ir kt., 2015).
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4.2.5. Rezultaty aptarimas

Sio tyrimo metu mes parodéme, jog belinostatas, priklausomai nuo
koncentracijos (0,2-2 uM), nuslopina NB4 ir HL-60 Iasteliy linijy proliferacija
ir indukuoja ju apoptoze (4.2.1.1 pav. ir 4.2.1.2 pav.). Ankstesni tyrimai
(Stapnes ir kt., 2007) pademonstravo panasy, priklausoma nuo koncentracijos,
HDAC slopikliy (tarp ju ir belinostato) poveiki pirminéms UML lasteléms,
iSskirtoms 1§ pacienty kraujo. Reikia paminéti, jog didelés vaisty dozés
pasizymejo proliferacija stabdanciu ir proapoptoziniu poveikiu, o mazos ar
vidutinio dydzio dozés (pvz., kai naudota 5-80 nM belinostato), priesingai —
arba visiSkai nestabdé lasteliy dauginimosi, arba netgi ji skatino. Miisy tyrimai
parodé, kad 0,2-0,5 uM belinostato blokuoja lasteliy cikla GO/G1 ciklo fazéje,
o didesnés belinostato dozés (1-2 uM) blokuoja lasteliu cikla S fazéje
(4.2.1.1C pav.). Kadangi dél belinostato poveikio stipriai iSauga histony
acetilinimas (4.2.3.2 pav.), tai galimai sutrikdo ir chromosomy kondensacijos
procesus, del ko atitinkamai Iastelés gali toliau buti nukreiptos apoptozinés
zuties keliu (Castedo ir kt., 2004). Misy atliktas tyrimas (Savickiene ir
kt., 2014b) parodé, kad lasteles zudancios belinostato koncentracijos taip pat
aktyvavo kaspaze-3 ir indukavo PARP-1 sukarpyma, kas yra biidinga vidiniam
(mitochondriniam) apoptozés keliui.

[vertinome ir belinostato gebéjima sustiprinti RA indukuota UPL lasteliy
granulociting diferenciacija. Parodéme, jog veikdamas kartu su RA,
belinostatas po 24-48 val. poveikio padidino RA indukuota diferenciacija
1,5-1,8 karto (4.2.2.1B pav.). Reikia pazyméti, jog kombinacija Bel + RA
stipriau suzadino NB4 ir HL-60 lasteliy granulociting diferenciacija nei
poveikis Bix + RA (4.1.2.1A-B). Visgi svarbu paminéti, kad Dbelinostato
sukeltas granulocitinés diferenciacijos sustiprinimas yra panasaus dydzio kaip
ir kity epigenetinei leukemijos terapijai naudojamy HDACi. Misy grupe
anksciau parodé, kad poveikiai HDAC: fenilbutiratu, BML-210 ar FK228 taip
pat labai panaSiai sustiprina RA indukuota granulociting diferenciacija

(Savickiene ir kt., 2006a; Savickiene ir kt., 2006b; Savickiene ir kt., 2012).
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Histony acetilinimo sustipréjimas — vienas pagrindiniy jverciy,
leidzianciy nustatyti HDACi poveikio efektyvuma. Kaip Zinia, histony
acetilinimas sukuria palankia terpe geny raiSkos aktyvavimui, o histony
deacetilinimas, prieSingai, — veda prie geny raiSkos nutildymo (Verdone ir kt.,
2005). Taip pat parodyta, kad UPL lasteléms diferencijuojant i granulocitus
1Sauga ir histono H4 acetilinimo lygis (Nouzova ir kt., 2004). Kalbant apie
belinostato jtaka epigenetiniy moduliatoriy raiskai, parodéme, jog po poveikio
belinostatu NB4 lastelése stipriai sumazéja HDACL ir HDAC2 geny raiska
(4.2.3.1A-B pav.). Pastebéjome, kad belinostatas taip pat zenkliai sumazina
HDAC1 baltymo lygi ir gerokai sustiprina histono H4 acetilinima
(4.2.3.2 pav.). Miisy tyrimai taip pat parodé, jog poveikis belinostatu suzadina
ir H3K9 acetilinima (Savickiene ir kt., 2014b). Ankstesni kity grupiy tyrimai
(Fraga ir kt., 2005; Wada ir kt., 2009) atskleidé, kad UML lastelése HDAC
baltymy, ypa¢ HDACI, raiSka yra labai iSaugusi, dé¢l ko histonai tampa
hipoacetilinti. Parodyta ir tai, jog granulocitinés leukemijos lasteliy
diferenciacijos metu HDACI1 baltymo raiska nuslopinama ir yra atkuriamas
iprastinis, buidingas sveikam fenotipui, acetilinimas. Miisy tyrimo metu gauti
rezultatai sutampa ir su kity grupiy publikuotais duomenimis. Pazymétina, kad
HDAC geny ir baltymy raiSkos rezultatai po poveikio belinostatu patvirtina
S10s epigenetinés terapijos veiksminguma.

Tyréme belinostato poveiki ne tik HDAC fermentams, taciau ir jtaka
HAT, konkreciai PCAF. Kaip zinia, PCAF atlicka acetilazés funkcija, Sis
baltymas geba tiesiogiai modifikuoti histonus bei kitus baltymus. Be to, PCAF
saqveikauja ir su papildomais aktyvatoriais, tokiais kaip CBP/p300, ACTR
(Chen ir kt., 1997), bei transkribuojamose srityse geba padidinti histony
acetilinima (daugiausia histony H3 ir H4) (Bannister ir Kouzarides, 1996).
Anksciau buvo pademonstruota (Zhang ir kt., 2010), kad P19 karcinomos
lastelése RA indukuoja PCAF geno raiSka ir baltymo kiekio padidéjima lasteliy
branduoliuose. Taip pat yra manoma, jog PCAF ir pats yra reikalingas nuo
retinoidy priklausomai geny raiskai aktyvuoti (Blanco ir kt., 1998). Misuy
tyrimai patvirtino (Valiuliene ir kt., 2015), jog NB4 lastelése RA i§ tiesu
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suzadina PCAF geno raiSka (4.2.3.2 pav.). Visgi taip pat pasteb¢jome, kad
6 val. poveikis belinostatu PCAF geno raiSka sumazino daugiau nei perpus
(lyginant su kontrolinémis lastelémis), nors véliau PCAF geno raiSka ir grizta 1
pradinj lygi. Reikéty pazyméti, jog po poveikio belinostatu pastebétas ir nuo
koncentracijos priklausomas PCAF baltymo kiekio sumazéjimas (Savickiene ir
kt., 2014b). I8 aptarty duomeny matyti, kad belinostatas UPL lIastelése i3 tiesu
geba moduliuoti histonuy acetilinimo procesus bei turi jtakos paciuy histonus
acetilinan¢iy ar deacetilinan¢iy fermenty raiSkai. Apibendrinti belinostato
poveikio tyrimy rezultatai pateikti 4.2.5.1 pav.

Idomts rezultatai gauti atlikus NB4 lasteliy su hiperacetilintu histonu H4
saveikaujanéiy baltymy masiy spektrometring analize (4.2.4.1 lentelg,
4.24.1pav. ir 4.242pav.). Parodéme, jog po 6val. poveikio su
2 uM belinostato koncentracija, lyginant su kontrole, imunoiSsodintuose
baltymy kompleksuose su hiperacetilintu histonu H4 kartu nebeaptinkama
baltymu, dalyvaujanéiy geny transkripcijos ar transliacijos procesuose. Siuo
atveju, hiperacetilintas histonas H4 rastas kompleksuose su NET
(angl.: neutrophil extracellular traps) baltymais, kurie paprastai yra aptinkami
citozolinéje frakcijoje. Parodyta, kad i NET kompleksy sudétj jeina DNR,
modifikuoti histonai (citrulininti, hiperacetilinti) bei antimikrobiniai baltymai.
Visa tai sudaro savotiSka ekstralastelini tinkla, gebanti pagauti patogenus ir
juos nukenksminti (Wartha ir kt., 2007; Pieterse ir kt., 2015). Zinoma, jog NET
sekretuojami 1 ekstralasteling erdve, kai lasteliy zuti indukuoja NADPH
oksidazés komplekso pagamintos aktyvios deguonies formos (ROS) (Fuchs ir
kt., 2007).

Kalbant apie NET kompleksu sudéti, parodyta, kad juose yra randamas
kalprotektinas (S100A8/S100A9) (Urban ir kt., 2009), baltymu kompleksas,
sudarytas i§ dviejy kalci prijungianéiu baltymy. Sie baltymai yra gausiai
aptinkami neutrofily citozolin¢je frakcijoje ir yra Zinoma, jog jie geba
indukuoti apoptozes vyksmus (Yui ir kt., 2003). NB4 lasteles paveikus
belinostatu hiperacetilintas histonas H4 i§ tiesy rastas susijgs ir su kalprotektinu

(tiek S100A8, tiek ir SI00A9). Kaip zinia, kalprotektinas yra bitinas neutrofily
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4.25.1 pav. Epigenetinés terapijos, naudojant belinostata kartu su RA, poveikio UPL
lasteléms (NB4 ir HL-60) apibendrinta iliustracija. Kaip parodyta, kombinacija Bel+RA
sustabdé UPL lasteliy augima. Be to, $i cheminiy junginiy kombinacija sustiprino RA
indukuota leukemijos lasteliy granulociting diferenciacija ir toliau vedé lasteles apoptozinés
zities link. Po poveikiy Bel+RA isaugo CEBPE, PCAF, CDKN1B bei sumazéjo CEBPA ir
HDAC2 geny raiska. Pastebétas ir HDAC1 bei HDAC?2 baltymy kiekio sumazéjimas, dél ko
atitinkamai iSaugo ir histono H4 acetilinimo lygis (modifikuota pagal Valiuliené¢ ir kt., 2017).
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NADPH oksidazés aktyvavimui (Brechard ir kt., 2013) — parodyta, jog
uzblokavus S100A9 raiska sutrikdomas ir NADPH aktyvumas (Kerkhoff ir
kt. 2005). Reikéty pazyméti, jog poveikis belinostatu suzadina aktyviy
deguonies formy gamyba, tai parodyta kasos karcinomos lastelése PANC-1
(Wang ir kt., 2013). Panasus rezultatai gauti ir daugybinés mielomos lastelése
(Feng ir kt., 2007).

Be kalprotektino, po poveikio belinostatu baltymu kompleksuose su
hiperacetilintu histonu H4 rasta ir serino proteazé TMPRSS11A. Sie rezultatai
1§ tiesy dera su anksciau aptartais duomenimis, rodanciais, kad NET sudétyje
bina ir serino proteaziy — pastarosios Siose struktiirose atlieka antimikrobing
funkcija (Papayannopoulos ir kt., 2010). Apibendrinus biity galima pasakyti,
jog belinostato indukuotas leukemijos lasteliy zudymas galimai siejasi ir su
NET susiformavimu. Nors ir yra zinoma, kad mieloidinése lastelése
belinostatas indukuoja apoptoz¢ (Stapnes ir kt., 2007; Dai ir kt., 2011;
Savickiene ir kt., 2014b), ne NEToz¢ (atskira lasteliu zaties forma, kuriai
vykstant | ekstralasteling erdve iSmetami NET, pirma karta aprasyta Steinberg
ir kt. (2007)), visgi neatmestina ir tai, jog belinostatas, per ROS gamybos
aktyvavima, skatina ir NET formavimasi. Tyrimais nustatyta, kad UML
lasteleés, nepriklausomai nuo ju diferenciacijos stadijos, gali pagaminti tik labai
maza NET kieki (Steinberg ir kt., 2007). Be to, neseniai parodyta, kad NET
formavimasis nebiitinai veda lasteliy zuties link (Yousefi ir kt., 2009; Yipp ir
kt., 2012). Yra zinoma, jog lastelés, suformavusios NET, i§laiko geb¢jima ziti
ir apoptozés keliu (Darrah ir Andrade, 2013). Be to, pastaruoju metu pasirodé
duomeny (apzv. Konig ir Andrade, 2016), iliustruojanciy, jog, daugeliu atveju,
NEToze klaidingai ivardinti ir kiti lastelés pazaidy procesai ar mirties formos
(pvz., nekroptoze). Kaip bebiity, 1§ miisy turimy duomeny galima tik nuspéti,
jog poveikis belinostatu UML lastelése indukuoja NET ar { jas panaSiy
struktiiry formavimasi. Siai hipotezei patvirtinti arba atmesti biity reikalingi
tolimesni i§samis tyrimai.

Apibendrinus, miisy darbo rezultatai parodé, jog belinostatas yra

potencialiai vertingas ir UPL epigenetinéje terapijoje galimai pritaikomas
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cheminis junginys. Dél to atlikome ir belinostato bei HMT slopiklio
3-deazaneplanocino A (DZNep) kombinacijos su RA jtakos UPL lasteléms
tyrima. Kombinuotam poveikiui su belinostatu pasirinktas
3-deazaneplanocinas A, nes zinoma, jog §is HMT slopiklis in vitro nuslopina
PRC2 komplekso katalitinio  subvieneto EZH2  baltymo raiska
(Girard ir kt., 2014). EZH2 raiskos nuslopinimas, savo ruoztu, sinergetiSkai

sustiprina HDAC slopikliy priesvézinj aktyvuma (Takashina ir kt., 2016).

4.3. HDACIi belinostato ir HMTi DZNep jtaka Zmogaus UPL

lasteléms

4.3.1. Belinostato ir DZNep jtaka lgsteliy augimui ir iSgyvenamumui

Ivertinome belinostato ir 3-deazaneplanocino A poveiki lasteliy augimui
ir ziciai. NB4 ir HL-60 lastelés dvi paras buvo veiktos 0,2 uM belinostato
(Bel), 0,5 uM 3-deazaneplanocino A (DZNep), atskirai ar kartu su 1 uM RA
(Bel + RA, DZNep +RA, Bel+ DZNep+ RA). Taip pat naudota ir
kombinacija, kuomet lastelés 0,8 uM Bel ir 0,2 uM DZNep paveiktos 4 val.,
lastelés veliau nuplautos ir toliau kultivuotos terpéje su 1 uM RA
(Bel + DZNep — RA).

Darbo metu parodéme, kad kombinuotas pirminis poveikis belinostatu ir
DZNep prie§ paveikiant RA (Bel + DZNep — RA) nepasizyméjo stipresniu
augima slopinan¢iu aktyvumu nei poveikis viena RA (4.3.1.1A pav.)
(Valiuliené ir kt., 2017). Kalbant apie lasteliy Zzuties indukavima, tiek
kombinuotas poveikis su nuplovimu, tiek poveikis atskirai viena RA stipriu
zudan¢iu veikimu nepasizyméjo (4.3.1.1B pav.). Akivaizdziausiai NB4 ir
HL-60 lasteliy augima nuslopino kombinuotas poveikis Bel + DZNep + RA
(4.3.1.1A pav.). Po 48 val. poveikio augimo slopinimas NB4 ir HL-60 lastelése
atitinkamai sieké 87 % ir 70 %. PanaSts désningumai pastebéti jvertinus ir

lasteliy zutj (4.3.1.1B pav.). Stipriausiai lasteles Zudé poveikis su kombinacija
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RA + Bel + DZNep. Po 48 val. kombinuoto poveikio lasteliy zitis (palyginus
su kontrole) NB4 kultiiroje iSaugo 28 %, 0 HL-60 — 22 %.
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4.3.1.1 pav. Leukemijos Iasteliy augimo slopinimas ir zitis. 24 ir 48val. 1 uM RA,
0,2 uM Bel, 0,5 uM DZNep, 1uM RA + 0,2 uM Bel, 1 uM RA + 0,5 uM DZNep,
0,2 uM Bel + 0,5 uM DZNep + 1 uM RA ir 0,8 uM Bel + 0,5 uM DZNep (4 h) —» 1 uM RA
paveikty NB4 ir HL-60 lasteliy augimo slopinimas (A) ir lasteliy zitis (B). Gyvy ir Zuvusiy
lasteliy kiekis nustatytas Iasteles nudazius 0,2 % tripano méliu ir nusidaziusiy lasteliy skaiciy
ivertinus hematocitometru. Lasteliy augimo slopinimas nustatytas pagal formulg, nurodyta
skyriaus ,,Medziagos ir tyrimo metodai” poskyryje ,,3.4. Metodai”. Lasteliy zutis iSreikSta
procentu nuo bendro lasteliy skaiCiaus. [vertintas skirtumy reikSmingumas tarp lasteliy,
paveikty RA ir belinostatu, DZNep ar pastaryjy ir RA kombinacija (A) arba tarp kontroliniy
lasteliy ir lasteliuy, paveikty nurodytais junginiais (B). Rezultatai suvidurkinti, £SN (n = 3);
p <0,05 (), p<0,001 (**) (Valiuliené ir kt., 2017).

Aneksino-PJ testu nustatéme, jog poveikis 1 puM RA +0,2 uM Bel +

0,5 uM DZNep stipriausiai indukuoja UPL Iasteliy apoptoze (4.3.1.2A,C pav.).
Ryskiausias efektas pastebétas NB4 lastelése. Atlikome baltymuy, susijusiy su
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apoptozes procesais, PARP-1 ir kaspazés-3, imuning analiz¢ (4.3.1.3 pav.).
Baltymuy imuniné analizé parodé¢, jog po poveikiu NB4 ir HL-60 lastelése
PARP-1 yra fragmentuojamas. Sukarpymas ryskesnis po 4 val. poveikio
0,2 uM Bel, 0,5 uM DZNep ir 1 uM RA + 0,2 uM Bel + 0,5 uM DZNep negu
po 72 val. poveikio. PARP-1 sukarpymo neaptikta kontrolinése NB4 lastelése

ir 1astelése, paveiktose vien tik RA.

25
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4.3.1.2 pav. UPL lasteliy apoptozés ivertinimas. (A, C) Tékmés citometrinis ankstyvos ir
vélyvos apoptozés tyrimas NB4 (A) ir HL-60 (C) lasteles nudazius Aneksinu V-FITC ir PJ.
Lastelés nurodyta laika veiktos 1uM RA, 02uM Bel, 05uM DZNep ir
1 uM RA + 0,2 uM Bel + 0,5 uM DZNep. Lasteliy kiekis ankstyvoje ir vélyvoje apoptozés
stadijoje iSreikStas procentais nuo bendro lasteliy skai¢iaus. Pateikti duomenys suvidurkinti,
+SN, (n = 3). (B, D) NB4 ir HL-60 lasteliy tékmés citometrijos diagramos. Q1 — nekrotuotos
lastelés, Q2 — vélyva apoptozé, Q3 — gyvybingos lastelés, Q4 — ankstyva apoptozé. Pateikti
duomenys iliustruoja vieng i§ trijy nepriklausomy tyrimy, kuriy metu buvo gauti panasis
rezultatai (Valiuliené ir kt., 2017).
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4.3.1.3 pav. PARP-1 sukarpymo ir kaspazés-3 baltymo kiekio poky¢iai UPL lastelése. (A-B)
PARP-1 sukarpymo ir kaspazés-3 baltymo kiekio poky¢iai NB4 (A) ir HL-60 (B) lastelése po
4-72 val. poveikiy 1 uM RA, 0,2 uM Bel, 0,5 uM DZNep ir 1 uM RA + 0,2 uM Bel +
0,5 uM DZNep. Kaip baltymu kiekio kontrolé naudotas GAPDH. ImageJ programa jvertintas
optinis bloty tankis. Pateikti duomenys iliustruoja viena i$ triju nepriklausomy tyrimy, kuriy
metu buvo gauti pana$is rezultatai. Kaspazei-3 nurodytas santykinis pokytis lyginant su
kontrole (Valiuliené ir kt., 2017).

4.3.2. Belinostato ir DZNep jtaka RA indukuotai lasteliy diferenciacijai

Granulociting UPL lasteliy diferenciacija jvertinta NBT testu. Parodéme,
jog tiek NB4, tiek HL-60 lasteliy granulociting diferenciacija efektyviausiai
indukuoja poveikis 0,8 uM Bel + 0,5 uM DZNep + 1 uM RA (4.3.2.1A pav.).
Po Sio poveikio prabégus 72 val. lasteliy diferenciacija atitinkamai sieké 86 %
ir 83 %. Panasiis rezultatai gauti ir po poveikiy RA ir Bel + DZNep — RA.
CD11b pavirSinio lasteliy zymens tyrimas taip pat patvirtino NBT testo
rezultatus: Bel + DZNep — RA po 48 val. poveikio padidino RA indukuota
diferenciacija 10 % (4.3.2.1B pav.).

[vertinome ir RA, belinostato, DZNep bei ju kombinaciju ijtaka su
diferenciacija susijusiy transkripcijos veiksniy PPARy, C/EBPe ir C/EBPa
geny raiskai (4.3.2.1C pav.). Miisy tyrimas patvirtino, jog leukemijos lasteléms
diferencijuojant | granulocitus CEBPA raiska nuslopsta. CEBPA geno raiska
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stipriausiai nuslopino poveikis 1 uM RA — po 72 val. NB4 Iastelése Sio geno
raiSka sumazejo 72 %, 0 HL-60 lastelése atitinkamai 67 %. [domu, jog, lasteles
paskirai paveikus vienu belinostatu arba DZNep, CEBPA geno raiska iSaugo.
Taip pat parodéme, kad, leukemijos lasteléms diferencijuojant, CEBPE geno
raiSka Zenkliai padidéja. Poveikis Bel + DZNep — RA stipriausiai padidino
CEBPE iRNR lygi HL-60 lastelése (po 24 val. apytiksliai 40 karty). NB4
lastelése efektas buvo silpnesnis — po 72 val. CEBPE geno raiska iSaugo
29 kartus. Reikéty pazymeéti, jog belinostatas ir DZNep, kaip atskiri cheminiai
junginiai, CEBPE raiskos stipriai nepadidino.

Taip pat jvertinome ir naudoty junginiy jtaka PPARG geno raiskai. Sio
geno veikla siejama su lasteliy diferenciacija ir apoptoze (Yasugi ir kt., 2006).
Parodéme, jog, leukemijos lasteléms diferencijuojant | granulocitus, PPARG
raiSka iSauga. Po 72 val. poveikio viena RA NB4 lastelése PPARG iRNR
kiekis padidéjo 7 kartus, o po kombinuoto poveikio Bel + DZNep — RA
PPARG geno raiskos padidéjimas buvo akivaizdus abiejose lasteliy linijose:
NB4 lastelése iSaugo 31 karta, HL-60 lastelése — per puse¢ tiek. PrieSingi
rezultatai gauti po poveikio Bel + DZNep + RA: NB4 lIastelése uzfiksuota, jog
PPARG geno raiska sumazéjo 30 karty, o HL-60 lastelése apie 13 karty.
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4.3.3. Belinostato ir DZNep jtaka UPL lgsteliy geny ir baltymy raiskai bei
histony H3 ir H4 modifikacijoms

Nustatéme, jog stipriausiai EZH2 geno raiSka abiejose lasteliy linijose
sumazino kombinuotas poveikis RA + Bel + DZNep (4.3.3.1A pav.). NB4
lastelése registruotas ir SUZ12 geno raiSkos sumaz¢jimas po poveikiy vienu
belinostatu ir kombinuoto poveikio Bel + DZNep — RA (4.3.3.1B pav.).
HL-60 lastelése EED iRNR pokyciai buvo nezymis. PrieSingas efektas
pastebétas NB4 lastelése — po 72 val. trukmés poveikiy viena RA ar RA
kombinacijoje su DZNep ir belinostatu EED geno raiska iSaugo (duomenys
nepateikti; Valiuliené ir kt., 2017). Si junginiy kombinacija taip pat stipriausiai
sumazino PRC2 komplekso baltymu kieki (4.3.3.1C pav.). Pavyzdziui, po
72 val. kombinuoto poveikio EZH2 baltymo bendrame baltymy lizate visiskai
neaptikta, o SUZI12 ir EED (iSskyrus NB4 lasteles) baltymy aptikti tik
pédsakai. Nors naudotos junginiy kombinacijos stipriai sumazino EZH2
baltymo kieki, tac¢iau reikSmingy histono H3 metilinimo (K27me3) pokyciy
neregistruota (4.3.3.1C pav.).

Taip pat ivertinome HDAC1 ir HDAC2 geny raiska (4.3.3.2A,B pav.).
HDAC1 geno raiska NB4 lastelése stipriai iSaugo po 24 val. poveikio su
DZNep, 0 HL-60 lastelése HDAC1 geno raiska padidéjo po 72 val. poveikio
DZNep ir naudojant kombinacija RA + Bel + DZNep. Pastebéta, jog naudoti
cheminiai junginiai ir ju kombinacijos skirtingai paveiké¢ geny ir baltymy
raiSka. Tiek NB4, tieck HL-60 lastelese HDACI1 baltymo kiekis po poveikiy
sumazéjo (4.3.3.2C pav.). Pavyzdziui, NB4 lastelése, po 72 val. poveikio su
kombinacija Bel + DZNep + RA, HDACI1 baltymo kiekis sumazéjo 70 %,
paveikus vienu belinostatu — apytiksliai 60 %. HDAC2 geno raiskos tyrimai
(4.3.3.2B pav.) parodé, jog NB4 lastelése HDAC2 iRNR kiekis labiausiai
sumazgjo po 72 val. poveikio Bel + DZNep — RA, 0 HL-60 lastelése
stipriausias HDAC?2 geno raiskos nuslopimas registruotas po 72 val. poveikio

vienu belinostatu ir kombinacija Bel + DZNep + RA.
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Taip pat jvertinome HDAC2 baltymo kiekio pokycius leukemijos
lasteléms diferencijuojant i granulocitus (4.3.3.2C pav.). Nustatéme, kad NB4
lastelése Sio baltymo labiausiai sumazéjo po 72 val. poveikio DZNep, Bel ir
RA kombinacija (sumaZz¢jimas sieke iki 82 %). PanaSiis désningumai pastebéti
ir HL-60 Igstelése.

Misy tyrimai taip pat parode, jog abiejose lasteliy linijose histono H4
acetilinimas (4.3.3.2C pav.) stipriausiai iSaugo po kombinuoto poveikio
Bel + DZNep + RA (14-22 karto). Galima numanyti, jog NB4 lastelése
histono H4 acetilinimas daugiausia iSaugo dél HDAC:i belinostato veikimo, nes
nepastebéta dideliy pokyciu po poveikiy viena RA ar DZNep. Kiek kitokie
rezultatai gauti HL-60 lastelése: stipriausiai H4 acetilinima indukavo poveikis
viena RA (po 72 val.), nors staigiausias efektas (jau po 4 val.) visgi buvo

pastebétas paveikus su kombinacija DZNep + Bel + RA.
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4.3.3.2 pav. HDAC1, HDAC2 geny ir
baltymy raiskos pokyciai bei histono
H4 hiperacetilinimo pakitimai.
(A, B) HDACL1 ir HDAC2 geny raiskos
pokyc¢iai po 24 ir 72 val. poveikiy
1uM RA, 02uM Bel, 0,5uM
DZNep, 0,2 uM Bel + 0,5 uM
DZNep+ 1uMRA ir 0,8 uM Bel +
0,5uM DZNep (4h) —» 1 uMRA.
Stulpeliai iliustruoja viduting
santykinés raiSkos vert¢ +SN. (C)
HDAC1, HDAC2, hiperacetilinto
histono H4 (HiperAc H4) baltymy
kiekio poky¢iai po 4 ir 72 val.
poveikio 1uM RA, 0,2 uM Bel,
0,5 uM DZNep ir ju kombinacijomis.
Kaip kontrol¢ naudotas GAPDH.
Gauti rezultatai nuskenuoti, o optinis
tankis jvertintas ImageJ programa.
Duomenys iliustruoja viena i§ trijuy
nepriklausomy eksperimenty, kuriy
metu  gauti  panaSiis  rezultatai.
Nurodytas santykinis pokytis lyginant
su kontrole (Valiuliené ir kt., 2017).



4.3.4. Belinostato ir DZNep kombinacijos su RA jtaka bendram HDAC ir
EZH2 fermentiniam aktyvumui

Ivertinome bendro HDAC ir EZH2 aktyvumo pokyt; NB4 lastelése po
poveikio  kombinacija 0,5 uM DZNep + 0,2 uM Bel +1 uM RA.  Gauti
rezultatai parode, jog jau po 4 val. poveikio naudota kombinacija nuslopina
bendraji HDAC aktyvuma beveik tris kartus (aktyvumas sumazéjo nuo
312 ng/h/mg kontrolinése lastelése iki 111 ng/h/mg lastelése paveiktose
DZNep + Bel + RA; duomenys nepateikti). Po poveikio Siais epigenetiSkai
veikian€iais junginiais taip pat uzregistruotas ir EZH2 katalitinio aktyvumo
sumazéjimas — kombinacija DZNep + Bel + RA po 4 val. poveikio sumazino
EZH2 aktyvuma beveik 3,2 karto. RA, DZNep ir Bel veikdami atskirai tokiu
stipriu efektu nepasizymeéjo (EZH2 aktyvumo nuslopinimas atitinkamai sieké

2,6, 2,0 ir 1,9 karto; duomenys nepateikti).

4.3.5. Belinostato ir DZNep kombinacijos su RA jtaka acetilinto histono
H4 saveikai su CEBPA, CEBPE ir PPARG promotorinémis sritimis
Siekéme iSsiaiskinti, ar CEBPA, CEBPE ir PPARG raiskos poky¢iai po
poveikiy su 1 uM RA ir 0,8 uM Bel + 0,5 uM DZNep (4 val.) - 1 uM RA
koreliuoja su hiperacetilinto histono H4 sariSa minéty genuy promotorinése
srityse. Siuo tikslu atlikome chromatino imunoi$sodinimo tyrima. Nustatéme,
jog HL-60 lasteles paveikus DZNep, belinostato ir RA kombinacija CEBPA
promotorinéje srityje histono H4 hiperacetilinimas iSaugo 3-7 kartus
(atitinkamai po 12 ir 48 val. poveikio) (4.3.4.1 lentel¢). Pazymétina, kad
HL-60 lastelése histono H4 hiperacetilinimas CEBPE promotorinéje srityje
iSaugo daugiau nei 14 karty (po 12 val. poveikio). Visgi NB4 lastelese
neuzfiksuota histono H4 hiperacetilinimo padidéjimo CEBPA ir CEBPE
promotorinése srityse. Nevienodi rezultatai gauti jvertinus ir histono H4
hiperacetilinima NB4 bei HL-60 lasteliy PPARG promotoringje srityje. NB4
lastelése po poveikiy prabégus 12 val. uzfiksuotas nedidelis acetilinimo

iSaugimas, 0 HL-60 lastelése, prieSingai, po 12 val. poveikio viena RA ir
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kombinacija Bel + DZNep — RA histono H4 acetilinimas sumazéjo

atitinkamai 12 ir 7 kartus.

4.3.4.1 lentelé. Poveikiy jtaka histono H4 hiperacetilinimo lygiui CEBPA, CEBPE ir PPARG
promotorinése Srityse.

Genai Poveikiai
RA (12) RA (48) DZNep + Bel — RA (12) DZNep + Bel > RA
(48)
NB4 HL-60 NB4 HL-60 NB4 HL-60 NB4 HL-60
CEBPA  — 2531 — 2251 - 3351 - 6,5-7 1
CEBPE  — 2531 — — - 14-14,5 1 - 10-10,5 1
PPARG - 12-125| 1521 — 1521 7-75 | — -

ChIP tyrimas, naudojant antikiing prie§ hiperacetilinta histona H4, atliktas su kontrolinémis
NB4 ir HL-60 lastelémis ir lastelémis, 12 ir 48 val. paveiktomis 1 uM RA, taip pat 12 ir
48 val. paveiktomis kombinacija 0,5uM DZNep +0,8 uM Bel (4val.) —» 1 uM RA.
Meéginiai analizuoti naudojant kPGR metoda. Duomenys pateikti kaip IP % pokytis kartais

v

(lyginant su neveikta kontrole). ,,1”” Zymi padid¢jima kartais, ,,|” nurodo sumazéjima kartais,
,— mnurodo, jog sumazéjimas ar padidéjimas nevirSijo 1,5 karto. Pateikti duomenys yra
suvidurkinti (n = 2). SN (nepateikti) buvo mazesni nei 10 % (Valiulien¢ ir kt., 2017).

4.3.6. Rezultaty aptarimas

Tyrimo metu parodéme, kad RA, HDACi belinostato ir HMTi
3-deazaneplanocino A kombinacija efektyviau stabdo NB4 ir HL-60 lasteliu
proliferacija nei poveikiai vienais RA, belinostatu ar DZNep (4.3.1.1A pav).
Stipriausiai UPL Iasteliy apoptoze indukavo kombinacija RA + Bel+ DZNep
(4.3.1.1B pav. ir 4.3.1.2 pav.). Baltymy imuninés analizés tyrimas parod¢, jog
po poveikiy belinostatu, DZNep ir kombinacinio poveikio RA + Bel + DZNep
PARP-1 baltymas yra sukarpomas fragmentais (4.3.1.3 pav.).

Taip pat ivertinome ir RA kombinacijos su epigenetiniais moduliatoriais,
belinostatu ir DZNep, poveiki UPL Iasteliy granulocitinei diferenciacijai. Gauti
rezultatai parodé¢, kad stipriausiai leukemijos lasteliy diferenciacija indukuoja
poveikis Bel + DZNep — RA (4.3.2.1 pav.). Geny raiskos tyrimai atskleidé,
kad leukemijos lasteléms diferencijuojant CEBPA raiska slopsta, o CEBPE,
priesingai, — raiSka stipréja (4.3.2.1.C pav.). CEBPE iRNR kiekio padidéjimas
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uzregistruotas po poveikiy RA ir kombinuoty poveikiy, kai RA pateikta kartu
su HDACI ir / ar HMTi. Panasus rezultatai publikuoti ir Iriyama ir kt. (2014):
po poveikio RA ir valproine riigstimi autoriai uzfiksavo C/EBPg, B ir PU.1
kiekio iSaugima NB4 lastelése. Kaip zinia, C/EBPa yra transkripcijos veiksnys,
atlickantis itin svarby vaidmenj mieloidinio vystymosi keliuose — jis veda
lasteliy diferenciacija granulocitine ir monocitine kryptimis. Parodyta, kad
daugiau nei puséje serganciyju UML Sio transkripcijos veiksnio veikla yra
sutrikusi (apzv. Avellino ir Delwel, 2017). Hematopoetinése kamieninése
lastelése  Sio  transkripcijos veiksnio raiska biina Zema, lasteléms
diferencijuojant jo raiska palaipsniui auga, kol, pasiekus stadija, kai
nesubrendusios mieloidinés lastelés virsta | brandzius neutrofilus ar monocitus,
C/EBPa  raiska galiausiai vél stipriai nuslopinama (Paz-Priel ir
Friedman, 2011). Misy tyrimai taip pat patvirtino, jog UPL blastams
diferencijuojant 1 granulocitus CEBPA geno raiSka yra nuslopinama
(stipriausiai po poveikio viena RA). Reikéty pazymeéti, jog veikdami pavieniui
belinostatas ar DZNep, skirtingai nei RA, CEBPA geno raiskos intensyvuma
kaip tik padidino. DZNep atveju, tai galimai siejasi su tuo, jog EZH2 pats
saveikauja su C/EBPa ir gali nuslopinti pastarojo transkripcini aktyvuma
(Thiel ir kt., 2013). Mes parodéme, kad po poveikio su DZNep, sumazéjus
EZH2 baltymo (4.3.3.1 pav.), galimai sumazéja ir C/EBPa transkripcinio
aktyvumo slopinimas. Kadangi C/EBPa geba indukuoti ir paties savo CEBPA
geno raiSka (Wu ir kt., 1999), atitinkamai turbiit dél to ir iSauga CEBPA iRNR
kiekis (4.3.2.1C pav.). Nustatéme, jog po poveikiy, ypa¢ po kombinuoto
poveikio RA + Bel + DZNep, iSauga ir transkripcijos veiksnio PPARYy geno
raiska (4.3.2.1.C pav.). Kaip zinia, PPARy veikimas siejamas tiek su lasteliy
diferenciacija, tiek su apoptoze (Yasugi ir kt., 2006). Tyrimai patvirtino
(Szanto ir Nagy, 2005), kad diferencijuojanciose mieloidinése lastelése vyksta
PPARG raiSka. Lasteléms vis labiau brestant, diferencijuojant, PPARG raiska
taip pat vis didéja.

Poveikis su kombinacija RA + Bel + DZNep taip pat nuslopino HDAC1
ir HDAC2 baltymy rai$ka bei sustiprino histono H4 acetilinima (4.3.3.2 pav.).
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ChIP tyrimo duomenys, savo ruoztu, parodé, kad HL-60 lastelése po poveikiy
viena RA ar po kombinacinio poveikio Bel + DZNep — RA CEBPA ir CEBPE
promotorinése srityse 1Sauga hiperacetilinto histono H4 kiekis (4.3.4.1 lentele).
Tai leidzia numanyti, kad CEBPE iRNR kickio padidéjimas HL-60 lastelése,
bent i§ dalies, priklauso nuo histono H4 acetilinimo CEBPE promotorinéje
srityje. Reikéty pazyméti, jog po poveikiy vienu belinostatu CEBPA ir CEBPE
promotorinése srityse histono H4 acetilinimo padidé¢jimo neuzregistruota
(Valiuliene ir kt., 2015). Pastarieji rezultatai koreliuoja ir su NBT testo
duomenimis, pademonstravusiais, kad, veikdamas pats vienas, belinostatas
granulocitinés UPL diferenciacijos neindukuoja (4.3.2.1A lentel¢).

Fiskus ir kt. (2009) parodé, kad kitas pan-HDACI panabinostatas
(LBH589) pirminése UML lastelése sumazina PRC2 subvienety kiekj ir
atitinkamai nuslopina modifikacija H3K27me3. Mes parodéme, kad
belinostatas sumazina EZH2, SUZ12 ir EED baltymy raiska ir NB4 bei HL-60
lastelése (4.3.3.1 pav.). Visgi stipriausias efektas pastebétas, kuomet
belinostatas veiké kombinacijoje DZNep + Bel + RA — po 72 val. trukmés
poveikio EZH2 baltymo raiSkos iSvis neaptikta. Stebétina, taciau H3K27me3
epigenetinés zymés kiekis po poveikio kombinacija DZNep + Bel + RA
nesumazéjo. Apibendrinta belinostato ir DZNep kombinacijoje su RA poveikio

UPL lasteléms schema pateikta 4.3.5.1 pav.
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4.3.5.1 pav. Epigenetinés terapijos, naudojant belinostata ir DZNep kartu su RA, poveikio
UPL lasteléms (NB4 ir HL-60) apibendrinta iliustracija. Poveikis belinostatu, DZNep ir RA
sustabdé UPL lasteliy augima bei sustiprino RA indukuota leukemijos lasteliy granulociting
diferenciacija. Diferencijavusios lastelés véliau zuvo apoptozés keliu. Pastebéta, jog
kombinuotas poveikis nuslopino EZH2, HDAC2 ir CEBPA geny bei sustiprino PPARG ir
CEBPE geny raiska. Po poveikio belinostatu, DZNep ir RA uzregistruotas ir EZH2, SUZ12,
EED, HDACI1 ir HDAC2 baltymy kiekio sumazéjimas. Po kombinuoto poveikio stipriai
iSaugo histono H4 hiperacetilinimas (Valiulien¢ ir kt., 2017).
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4.4. Epigenetinés terapijos jtaka histony modifikacijy pokyciams
UPL ksenograftiniy peliy audiniuose ir epigenetiniy modifikacijy

charakterizavimas ksenografty augliuose

4.4.1. UPL ksenograftinio modelio charakterizavimas

Siekéme iSsiaiSkinti, kokie epigenetiniai pokyciai vyksta in Vvivo
skirtinguose véZziu sergancio organizmo audiniuose. Tam sukiiréme pelés
ksenograftini UPL modelj (imunodeficitinéms NOG peléms buvo suleista NB4
lasteliy; pasirinktos NB4 lastelés, nes Sioms lasteléms biidinga tipiska UPL
translokacija t(15;17); visos procediros smulkiau apraSytos poskyryje
,,3.4.17.1. Ksenograftiniy UPL peliy gavimas ir véziniy lasteliy infiltracijos
jvertinimas”). UPL ksenograftini peliy modelj toliau charakterizavome keletu
aspekty. UPL ksenograftiniy peliy (toliau zymima UPL) ir ksenograftiniy
peliy, gydyty DZNep, Bel ir RA kombinacija (UPL-DBR), periferinio kraujo
(PK) sudéties ivertinimo duomenys pateikti 4.4.1.1 lenteléje. RySkiausias
baltyjy kraujo kiineliy (BKK) kiekio padidé¢jimas uZzregistruotas negydytose
UPL ksenograftinése pelése (lyginta su kontrolinémis NOG pelémis). Tai gali
biiti siejama su hiperleukocitozés pasireiskimu, kuri yra gana dazna kai kuriy
UPL atveju (Testi ir kt., 2005). Visoms ksenograftinéms peléms, palyginus su
kontrolinémis NOG pelémis, iSaugo neutrofily (NEU) skaicius, o eozinofily
(EOZ), prieSingai, — sumaz¢jo. Biitina pazymeti, kad gydymas epigenetiskai
veikiangiais junginiais prailgino UPL ksenograftiniy peliy iSgyvenimo trukme:
UPL-DBR pelés isgyveno 46 d.+5d., o negydytos UPL pelés iSgyveno
41 d. £1 d. (Valiuliené ir kt., 2016).
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4.4.1.1 lentelé. Gydymo jtaka UPL ksenograftiniy peliy ligos vystymuisi. Bendrasis kraujo tyrimas iliustruoja santykinius jver¢ius (lyginta su neveiktomis
kontrolinémis NOG pelémis). Kiekvienoje tyrimo grupéje buvo po 3 gyviinus. Rezultatai pateikti kaip matavimy vidurkiai, =SN. Santrumpos: It — laukinis
tipas; K — kontrolé, BKK — baltieji kraujo kiineliai; LIM — limfocitai; MON — monocitai; NEU — neutrofilai; EOZ — eozinofilai; HGB — hemoglobinas; HKT
— hematokritas; RKK — raudonieji kraujo kiineliai; VLT — vidutinis lasteliy taris; KP — kraujo plokstelés (trombocitai) (Valiuliené ir kt., 2016).

Tiriamosios grupés

It K UPL UPL - DBR
ISgyvenimo trukmé (paros po ksenograftiniy peliu gydymo) 41 (£1) 46 (£5)
Augliy formavimasis - - augliai kaklo, Slapimo piislés ir pilvo zarnyno
srityse; zarnyno iSopéjimas iSopéjimas
Bendras kraujo tyrimas (lyginta su kontrole) BKK 0,7 1 4,1 (£0,3) 2,3 (x0,1)
LIM 0,7 1 0,6 (£0,2) 0,8 (x0,1)
MON 0,6 1 1,3 (£0,2) 1,1 (£0,2)
NEU 1,2 1 1,1 (x0,1) 1,1 (£0,1)
EOZ 0,8 1 0,2 (£0,0) 0,8 (£0,2)
HGB 0,8 1 0,7 (£0,0) 0,9 (£0,1)
HKT 0,9 1 0,8 (£0,0) 0,9 (0,1)
RKK 0,8 1 0,7 (£0,1) 0,9 (x0,1)
VLT 1,1 1 1 (£0,1) 1 (£0,0)
KP 0,4 1 1,3 (+0,3) 1,3 (£0,2)
Geny raiska (santykinis pokytis lyginant su WT1 - - 1 0,4 (£0,1)
UPL pelémis) PML-RARA - - 1 -
CSF3 B B 1 5,3 (£0,6)
CSFR 1 0,5 (%0,2)
Tékmes citometrinis jvertinimas, % CD15 2,2 3,1 4 (£0,0) 8,3 (£5,4)
CD33 1,6 1,2 12,2 (+4,6) 3,8 (£2,8)
CD45 2,8 2,9 16,8 (£6,7) 5,1 (£2,9)
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Leukemijos lasteliy infiltracija NOG pelése taip pat jvertinta atlikus
periferinio kraujo tam tikry geny (WT1, PML-RARA, CSF3 ir CSFR) kPGR ir
lasteliy pavirSiniy Zymeny (CD15, CD33 ir CD45) tyrima. Rezultatai pateikti
4.4.1.1 lenteléje kaip santykiniai dydziai (lyginta su kontrolinémis UPL
ksenograftinémis pelémis (UPL)). Yra zinoma, jog WT1 geno raiSka sveiky
individy periferiniame kraujyje biina labai Zema arba net iSvis neaptinkama,
taCiau parodyta, jog, sergant iimine limfoidine ar Gmine mieloidine leukemija,
WT1 iRNR kiekis iSauga bei gali pasitarnauti ir kaip prognostinis zZymuo
(Lindstedt ir kt., 2014; Yoon ir kt., 2017). Miisy atlikty tyrimy metu zmogaus
WT1 geno raiskos, kaip ir tikétasi, neaptikta laukinio tipo (It) ir kontroliniy
NOG peliy (K) periferiniame kraujyje. WT1 iRNR aptikta tiek negydytose
ksenograftinés UPL pelése (UPL), tiek ir gydytose epigenetiSkai veikiandiais
junginiais (UPL-DBR). Siuo atveju gydytose ksenograftinése pelése
PML-RARA geno raiskos neuzfiksuota. UPL-DBR ksenograftinéms peléms
taip pat buvo charakteringas aukstas CSF3 (kolonija stimuliuojancio veiksnio,
atsakingo uz neutrofily gamyba hematopoezés metu) raiskos lygis (lyginant su
UPL pelémis, didesnis 5,3 karto). Apibendrinus pastaruosius rezultatus, biity
galima daryti prielaida, jog epigenetiné terapija, kuria taikéme UPL
ksenograftiniy peliy gydymui, buvo efektyvi.

Tekmes citometrinis 1astelés mieloidinés kilmés pavirSiniy Zymeny CD33
ir CD45 bei CDI15 (pastarasis nurodo UPL lasteliy diferenciacija po
stimuliacijos RA) (Namikawa ir kt., 1993; Liu ir kt., 1996; Majeti ir kt., 2009)
tyrimas parode, jog po ksenotransplantacijos (pries§ pasirodant tipisSkiems ligos
simptomams) peliy periferiniame kraujyje iSaugo Zmogaus CD33+ ir CD45+
populiacijos (4.4.1.1 lentelé). Be to, Sie duomenys teigiamai koreliavo ir su
baltyju kraujo kineliy kiekio padidéjimu ksenograftiniy UPL peliu
periferiniame kraujyje.

Pazymétina, kad kontrolinéms UPL ksenograftinéms peléms susiformavo
augliai (kaklo, Slapimo pislés ir pilvo srityse), taip pat buvo pakenktas ir
zarnynas (susiformavo opos). UzZregistruotas ir vieno i§ inksty sumazéjimas.

Remdamiesi atliktais tyrimais, manome, jog gydymas epigenetiskai
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veikian¢iais medikamentais (UPL-DBR) apsaugojo nuo augliy susiformavimo

(gydytose ksenograftinése pelése uzregistruoti tik Zarnyno iSopé&jimai).

4.42. WT1 baltymo raiska UPL ksenograftiniy peliy audiniuose ir
susiformavusiuose augliuose

Norédami jvertinti WTI1, kaip galimo UPL prognostinio Zzymens,
tinkamuma, palyginome WTI1 baltymo raiska negydyty ksenograftiniy peliy
(UPL) ir epigenetiSkai veikian€iais junginiais gydyty ksenograftiniy peliy
(UPL-DBR) audiniuose ir susiformavusiuose augliuose. Kaip kontrolé
naudotos nieckuo neveiktos NB4 lastelés. Baltymy imuninés analizés rezultatai
(4.4.2.1 pav.) parod¢, jog kontrolinese NB4 Iastelese WT1 baltymo aptinkama
daug, o 48 val. poveikis DZNep, Bel ir RA kombinacija WT1 baltymo kieki
stipriai sumazina (4,87 karto). Pazymétina, jog WT1 baltymo aptikta visuose
UPL ksenograftiniy peliy augliuose, didziausi kiekiai rasti pilvo srities ir
Slapimo ptslés augliuose. PanaSiai kaip ir kontrolinése NB4 lastelése,
1Sop¢jusiose negydytu ksenograftiniy peliy Zarnose taip pat rastas itin didelis
kiekis WT1 baltymo. Visgi po gydymo kombinacija DZNep + Bel + RA
ksenograftiniy peliy iSopéjusiose zarnose WT1 baltymo aptikta gerokai
maziau.

Taip pat jvertinome WTI baltymo kiekio skirtumus atskiry organuy
audiniuose (4.4.2.2 pav.). UPL ksenograftinés pelés WT1 baltymo daugiau nei
kontrolinés NOG pelés (K-NOG) tur¢jo plauciuose ir smegenyse (2,02 ir
1,87 karto daugiau). Visgi didziausias WT1 baltymo kiekis aptiktas kepenyse
(4,70 karto daugiau nei K-NOG). Po ksenograftiniy UPL peliy gydymo
DZNep, Bel ir RA WT1 baltymo kiekis Siek tick sumazéjo smegenyse (buvo
1,24 karto daugiau nei kontroléje) ir kepenyse (3,74 karto daugiau nei
kontrolinése pelése). Zemesné nei kontrolinése NOG pelése WT1 baltymo
raiSka uzregistruota negydyty UPL ksenograftiniy peliu bluznyje ir inkstuose
(lyginant su kontrole, atitinkamai 1,80 ir 1,59 karto), taip pat ir UPL
ksenograftinése pelése po gydymo DZNep, Bel ir RA (raiSka atitinkamai

1,02 ir 1,36 karto zemesné nei kontroléje). Kadangi tiek mieloidinés
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leukemijos lasteléms, tiek ir auglius formuojancioms lasteléms budinga auksta
WTT1 baltymo raiska, WT1 gali pasitarnauti kaip vienas i§ Zymeny, padedanciy
atskirti sveikus ir ligos pakenktus audinius. Misy tyrimas atskleide, jog
galimai labiausiai ligos paZeidziami yra UPL ksenograftiniy peliy plaudiai,

smegenys bei kepenys.
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4.4.2.1 pav. WT1 baltymo raiska UPL ksenograftiniy peliy augliuose. Baltymai iSskirti i3
kontroliniy, niekuo neveikty, NB4 Iasteliu (NB4-kontrolé-1) ir i§ NB4 lasteliy, 48 val.
paveikty DZNep, Bel ir RA kombinacija (NB4-DBR-2). Baltymai taip pat iSskirti i§ UPL
ksenograftiniy peliu augliy, susiformavusiy kaklo (3), Slapimo pislés (4), pilvo (5) srityse ir
i$ iSopé&jusio zarnyno: tiek negydyty UPL ksenograftiniy peliu (6), tick DZNep, Bel ir RA
gydyty UPL ksenograftiniy peliy (7). (A) WT1 baltymo kiekis jvertintas baltymy imuninés
analizés (angl.: western blot) metodu. Kaip kontrolé naudotas GAPDH. Imuninés analizés
tyrimas buvo atliktas maziausiai du kartus (gauti panaSts rezultatai). (B) Gauti rezultatai
nuskenuoti, o optinis tankis jvertintas ImageJ programa. Nurodytas santykinis pokytis
palyginus su neveikta NB4 kontrole. Pateiktas rezultaty vidurkis £SN (i§ triju tirty peliy),
p <0,05 (*), p<0,001 (*x*) ir p<0,0001 (**+) (Valiuliené ir kt., 2016).
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4.4.2.2 pav. WT1 baltymo raiska UPL ksenograftiniy peliy audiniuose. Baltymai i$skirti i$
kontroliniy NOG peliy (K-NOG), negydyty UPL ksenograftiniy peliy (UPL) ir gydyty
DZNep, Bel ir RA kombinacija UPL ksenograftiniy peliy (UPL) plau¢iy (1), bluznies (2),
inksty (3), smegenuy (4) ir kepenu (5). (A) WT1 baltymo kiekis jvertintas baltymy imuninés
analizés (angl.: western blot) metodu. Kaip kontrol¢ naudotas GAPDH. Imuninés analizés
tyrimas buvo atliktas maziausiai du kartus (gauti panaSts rezultatai). (B) Gauti rezultatai
nuskenuoti, o optinis tankis jvertintas ImageJ programa. Nurodytas santykinis pokytis
palyginus su kontrole (NOG pelémis). Pateiktas rezultaty vidurkis £SN (i$ trijy tirty peliy),
p <0,05 (), p<0,001 (*x*) ir p<0,0001 (**+) (Valiuliené ir kt., 2016).

4.4.3. Histony modifikacijy pobiidis UPL ksenograftiniy peliy audiniuose
ir susiformavusiuose augliuose

Yra Zinoma, jog potransliacinés histony modifikacijos atlieka svarby
vaidmeni reguliuvodamos normaliy ir véziniy lasteliy geny raiSka
(Baylin, 2012). D¢l to praplétéme savo tyrimus ir apzvelgéme euchromatino

zymeny (acetilinto histono H4 padétyje K16 (H4Ac) ir trimetilinto histono H3
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padétyje K4 (H3K4me3)), taip pat ir heterochromatino zymeny (trimetilinto
histono H3 padétyje K9 (H3K9me3) ir trimetilinto histono H3 padétyje
K27 (H3K27me3)) pasiskirstyma UPL ksenograftiniy peliy audiniuose ir
susiformavusiuose augliuose.

Ivardinty epigenetiniy zymeny raiskos UPL ksenograftiniy peliy
augliuose duomenys pateikti 4.4.3.1 pav. Kaip kontrolé¢ ivertintas H4Ac,
H3K4me3, H3K9me3 ir H3K27me3 modifikacijuy kiekis neveiktose NB4
lastelése. Pastebéta, jog po kombinuoto poveikio DZNep + Bel + RA NB4
lastelése iSaugo H3K4me3 ir H3K9me3 kiekis, o H4Ac ir H3K27me3 kiekis
sumazejo. Parodéme, kad histono H4 acetilinimo lygis iSopéjusiame Zarnyne,
kaklo bei slapimo puslés srities augliuose buvo Zemesnis nei NB4 kontrolinése
lastelése (lyginant su NB4 kontrole, maziau 1,1-1,5 karto). Augliuose,
susiformavusiuose pilvo srityje, prieSingai, — H4Ac lygis buvo aukstesnis nei
kontroleje (1,5 karto). Visuose ksenograftiniy peliy augliuose ir iSopé&jusiame
zarnyne H3K4me3 raiskos lygis buvo labai panaSus ar tik Siek tiek aukstesnis
nei kontrolinése NB4 Iastelése. Tokie patys désningumai pastebéti ir kalbant
apie H3K9me3 raiSka tirtuose augliuose (tik Slapimo puslés augliuose
uzregistruotas rySkesnis H3K9me3 modifikacijos kiekio iSaugimas).
EpigenetiSkai veikianciais junginiais paveiktose NB4 lastelése, taip pat ir
daugelyje augliy, H3K27me3 modifikacijos kiekis buvo Zemesnis nei
kontrolinése NB4 lastelése (1,2-2 karto).

Kalbant apie rySkiausius heterochromatiniy histony modifikacijy
H3K9me3 ir H3K27me3 pokyc€ius reikéty pazyméti, jog jie buvo uzfiksuoti
iSopéjusiame UPL ksenograftiniy peliy zarnyne (kiekis atitinkamai buvo 2,08
ir 3,84 karto maZzesnis nei kontrolinése NB4 lastelése). Visgi po gydymo
DZNep, Bel ir RA kombinacija UPL ksenograftiniy peliy iopéjusiose Zarnose
H3K9me3 modifikacijos kiekis reik§mingai iSaugo (buvo 1,94 karto aukstesnis
nei kontroléje). Pastarasis rezultatas galimai sietinas ir su WT1 baltymo kiekio
sumazéjimu UPL  ksenograftiniy peliy iSopéjusiose zarnose po gydymo
DZNep, Bel ir RA kombinacija (4.4.2.1 pav.). Susumuojant, biity galima

pasakyti, jog ksenograftiniy peliy augliuose, priklausomai nuo augliy kilmés ir
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galimai priklausomai nuo leukemijos lasteliy infiltracijos 1 juos,
heterochromatino zymens H3K27me3 kiekis biina mazesnis nei aktyviai
proliferuojanciose NB4 lastelése, o euchromatino Zymens H3K4me3

aptinkama daugiau nei kontrolinése NB4 lastelése.
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4.4.3.1 pav. Histony modifikacijos UPL ksenograftiniy peliy augliuose. Baltymai i$skirti i$
kontroliniy (neveikty) NB4 Iasteliy (K-NB4-1), i§ 48 val. DZNep, Bel ir RA kombinacija
paveikty NB4 Iasteliy (NB4-DBR-2), taip pat i§ UPL ksenograftiniy peliy augliuy kaklo (3),
Slapimo pislés (4) ir pilvo srityse (5) bei i§ negydyty UPL ksenograftiniy peliy iSopéjusio
7arnyno (6) ir i§ gydytu UPL ksenograftiniy peliy iSopéjusio zarnyno (7). (A) H4Ac,
H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 modifikaciju kiekis jvertintas baltymy imuninés analizés
(angl.: western blot) metodu. Kaip kontrol¢ naudotas GAPDH. Imuninés analizés tyrimas
buvo atliktas maziausiai du kartus (gauti panasiis rezultatai). (B) Gauti rezultatai nuskenuoti,
o optinis tankis jvertintas ImageJ programa. Nurodytas santykinis pokytis palyginus su
kontrole (NOG pelémis). Pateiktas rezultaty vidurkis +SN (i§ trijy tirty peliy), p < 0,05 (*),
p < 0,001 (*x) ir p <0,0001 (*x#*) (Valiuliené ir kt., 2016).

113



Tyrimu metu jvertinome ir epigenetiniu Zymeny raiska negydyty UPL
ksenograftiniy peliy ir ksenograftiniy UPL peliuy, gydyty DZNep, Bel ir RA
kombinacija, nenavikiniuose audiniuose (plauciuose, bluznyje, inkstuose,
smegenyse bei kepenyse). Kaip parodyta 4.4.3.2 ir 4.4.3.3 pav., tirtus audinius
bity galima suskirstyti | dvi grupes. Pirmajai grupei priklausyty plauciai,
bluznis ir inkstai (4.4.3.2 pav.) — juose tirtyju modifikacijy kiekis buvo
zemesnis nei kontrolinése NOG pelése. Pavyzdziui, H4AcC ir H3K4me3 lygis
UPL ksenograftinése pelése, tiek gydytose, tick negydytose, buvo apytiksliai
2 kartus mazesnis nei NOG pelése (visgi UPL ksenograftiniy peliu bluznyse
uzfiksuotas H3K4me3 modifikacijos kiekio iSaugimas 1,6 karto lyginant su
kontrole; tiesa, po gydymo DBR kombinacija H3K4me3 lygis UPL
ksengraftiniy peliy bluznyse sumaz¢jo). Heterochromatino Zymeny H3K9me3
ir H3K27me3 kiekis UPL ksenograftiniy peliy plauciuose, bluznyje ir
inkstuose taip pat buvo sumazejegs. Kiek rySkesni epigenetiniy Zymeny raiskos
poky¢iai uzfiksuoti antrosios grupés audiniuose (4.4.3.3 pav.). UPL
ksenograftiniy peliy smegenyse ir kepenyse H4Ac lygis buvo Zemesnis nei
kontrolinése NOG pelése (atitinkamai 1,92 ir 1,45 karto; tiesa, UPL
ksenograftinése pelése, gydytose DBR, H4Ac lygis iSaugo ir buvo kiek
aukstesnis nei kontrol¢je). Stipriausiai H3K4me3, H3K9me3 ir H3K27me3
raiSka vyko gydyty UPL ksenograftiniy peliy smegenyse ir kepenyse. Ypac
reikSmingai (lyginant su kontrole) pagausé¢jo H3K9me3 (abiejuose audiniuose
Sios modifikacijos lygis buvo ~3kartus aukstesnis nei Kkontrolgje) ir
H3K27me3 (kepenyse taip pat ~3 kartus daugiau nei kontroléje). Kaip matyti,
epigenetinis ,,paveikslas” UPL ksenograftiniy peliy smegenyse ir kepenyse
skyrési nuo pastarojo plauciuose, bluznyje ir inkstuose. Visgi galima
apibendrinti, jog visy minéty organy audiniuose, vykstant piktybéjimo
procesams, t.y., UPL ksenograftinéms peléms susergant, audiniy lasteliy
chromatinas neliko statiSkas — kito jo epigenetin¢ struktiira. Pastebéta, jog
specifiniai histony modifikaciju poky¢iai epigenetinio gydymo metu UPL
ksenograftiniy peliy somatiniuose audiniuose priklaus¢ nuo audiniy

piktybiSkumo bei funkcinio aktyvumo.
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4.4.3.2 pav. Histony modifikaciju poky¢iai UPL ksenograftiniy peliu plau¢iuose, bluznyje ir
inkstuose po poveikio epigenetiskai veikianciais junginiais. Baltymai iSskirti i§ kontroliniy
peliy (K-NOG), negydyty UPL ksenograftiniy peliy (UPL) ir DZNep, Bel ir RA gydyty
ksenograftiniy peliy (UPL-DBR) plau¢iy, bluznies ir inksty. (A) H4Ac, H3K4me3,
H3K9me3, H3K27me3 modifikacijy kiekis jvertintas baltymy imuninés analizés
(angl.: western blot) metodu. Kaip kontrolé naudotas GAPDH. Imuninés analizés tyrimas
buvo atliktas maZiausiai du kartus (gauti panasiis rezultatai). (B) Gauti rezultatai nuskenuoti,
o optinis tankis jvertintas ImageJ programa. Nurodytas santykinis pokytis palyginus su
kontrole (NOG pelémis). Pateiktas rezultaty vidurkis +SN (i§ triju tirty peliu), p < 0,05 (),
p <0,001 (*x*) ir p < 0,0001 (**#) (Valiuliené ir kt., 2016).
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4.4.3.2 pav. Histony modifikaciju poky¢iai UPL ksenograftiniy peliy smegenyse ir kepenyse.
Baltymai i$skirti i§ kontroliniy peliu (K-NOG), negydyty UPL ksenograftiniy peliy (UPL) ir
DZNep, Bel ir RA gydytu ksenograftiniy peliuy (UPL-DBR). (A) H4Ac, H3K4me3,
H3K9me3, H3K27me3 modifikaciju kiekis jvertintas baltymy imuninés analizés
(angl.: western blot) metodu. Kaip kontrolé naudotas GAPDH. Imuninés analizés tyrimas
buvo atliktas maZiausiai du kartus (gauti panasiis rezultatai). (B) Gauti rezultatai nuskenuoti,
o optinis tankis jvertintas ImageJ programa. Nurodytas santykinis pokytis palyginus su
kontrole (NOG pelémis). Pateiktas rezultaty vidurkis SN (i§ trijy tirty peliy), p < 0,05 (*),
p <0,001 (*x*) ir p < 0,0001 (**+) (Valiuliené ir kt., 2016).

4.4.4. Rezultaty aptarimas

Misy tyrimy metu NB4 lastelés in vivo ksenograftinése pelése suformavo
auglius kaklo, Slapimo puslés ir pilvo srityse. Ankstesni kity grupiy tyrimai
parodé, kad UML lastelés (HL-60, KG1, KG1a), suleistos BALB/c nude peliy
jaunikliams, suformavo plintancius auglius, tokius kaip mielosarkomas, o
hematopoetiniuose audiniuose $iu lasteliy nebuvo aptikta (Machado ir

kt., 1984). Pazymétina, jog inokuliuotos leukemijos lastelés iSlaikeé gebéjima
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proliferuoti. Visgi UML ksenograftinése BALB/C nude pelése, lyginant su
kontrolinémis pelémis, bendras periferinio kraujo lasteliy skaicius ir skirtingy
lasteliy tipy procentiné dalis liko nepakitusi (Machado ir kt., 1984). Miisu
tyrimu metu, NB4 lasteles injekavus imunodeficitinéms NOG peléms,
pastaryjy periferinio kraujo méginiuose akivaizdziai iSaugo lasteliy populiacija,
turinti zmogaus CD33+, CD45+ (4.4.1.1 lentel¢). Sie rezultatai koreliavo ir su
baltyjy kraujo kineliy (BKK) kiekio padidéjimu (4.4.1.1 lentel¢). Reikeéty
paminéti, jog kai kuriems UPL atvejams hiperleukocitozé taip pat buidinga
(Testi ir kt., 2005). Parodéme, kad gydymas RA ir epigenetiSkai veikianciais
junginiais (DBR) sumazino BKK, CD33+ ir CD45+ lasteliy bei padidino
CD15+ lasteliy skai¢iy UPL ksenograftiniy peliu periferiniame kraujyje. Taip
pat pastebétas ir CSF3 geno raiskos iSaugimas (4.4.1.1 lentel¢). Be to,
epigenetiné terapija prailgino UPL ksenograftiniy peliy gyvenimo trukme ir
apsaugojo jas nuo augliy susiformavimo.

Parodyta, jog UML sergan¢iy zmoniy kraujyje ir standartinése UML
lasteliy linijose auglio slopiklio WT1 geno raiska buina padidéjusi (Miyagi ir
kt., 1993; Brieger ir kt., 1994). Isplétéme savo atlickamus tyrimus ir jvertinome
WT1 geno ir baltymo raiSka. Siekéme iSsiaiskinti, ar WTI1 raiSka gali
pasitarnauti kaip zymuo, padedantis jvertinti taikomos terapijos efektyvuma.
Gauti rezultatai parodé, kad UPL ksenograftiniy peliy augliuvose WT1 baltymo
raiSka buvo Zemesné nei kontrolinése NB4 lastelése (4.4.2.1 pav.). UPL
ksenograftiniy peliy periferiniame kraujyje WT1 iRNR kiekis, palyginus su
kontrolinémis pelémis, buvo iSauggs. Pazymétina, jog gydymas epigenetiskai
veikianciais junginiais WT1 geno raiSka sumazino 2,5 karto (4.4.1.1 lentele).
Po NB4 lasteliy, pasizymin¢iy aukSta WT1 raiska, prigijimo NOG pelése,
atitinkamai 1Saugo ir WT1 baltymo raiSka Siy peliy plauciuose, smegenyse ir
kepenyse (WT1 baltymo kiekio padid¢jimo neuZregistruota inkstuose ir
bluznyje). Gydymas epigenetine terapija i§ dalies nuslopino WT1 baltymo
raiSka minéty organy audiniuose (4.4.2.2 pav.).

Ivertinome ir PML-RARA (su UPL patogeneze susijusio Zymens) raiska
UPL ksenograftiniy peliy kraujyje. PML-RARA iRNR rasta UPL
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ksenograftiniy peliy kraujyje, kaip ir tikétasi, neaptikta UPL ksenograftinése
pelése, gydytose epigenetiskai veikiandiais junginiais (4.4.1.1 lentelé). Sie
rezultatai sutampa su kity grupiy publikuotais darbais, nurodanciais, kad
gydymas ir viena RA geba reik§mingai sumazinti PML-RARA geno raiska UPL
ksenograftinése pelése (Patel ir kt., 2012). Visgi parodyta, kad UPL
sergantiems pacientams, esant ir remisijos stadijai, vis vien yra budinga
PML-RARA raiska (Tobal ir kt., 1995). Zinoma, kad farmakologinés RA dozés
indukuoja tiek proteolitini PML-RARa degradavima, tiek geba nuo
PML-RARa atlaisvinti korepresorit/HDAC kompleksus, kurie, savo ruoztu,
nutildo RA genus taikinius (Melnick ir Licht, 1999). Dél to gydymas HDAC ar
DNMT slopikliais UPL blastuose geba atkurti RA diferenciacinj veikima, tiek
in vitro, tiek in vivo (Warrell ir kt., 1998; Fazi ir kt., 2005; Ho ir kt., 2013).
Atlikti tyrimai parodé, kad miisu pasirinktas ksenografty modelis gali biiti
s¢kmingai naudojamas vertinat epigenetiniy slopikliy terapini efektyvuma.

Sergancio véziu ir sveiko organizmo lastelése bei audiniuose aptinkami
skirtingi histony epigenetiniai Zymenys. Kaip zinia (Bojang ir kt., 2014),
sveikose lastelése auglio slopikliy geny promotorinése sekose gausu aktyvios
transkripcijos zymiy, tokiy kaip H4ac ir H3K4me3, o satelitinése srityse
aptinkama daug slopinanc¢iy zymiy — H3K9me3 ir H3K27me3. VézZio lastelése
vyksta epigenetiniai pokyciai, kuriy metu prarandamos slopinancios zymés
satelitinése srityse, o auglio supresoriy geny promotorinése srityse drastiskai
sumazéja histony acetilinimo lygis ir atsiranda slopinanciy Zymiy H3K9me3 ir
H3K27me3. Anks€iau atlikti tyrimai (Grigoryev ir kt., 2006) parode, kad
suaugusiy peliy somatiniuose audiniuose dazniausiai yra aptinkama
modifikacija H3K9me3. Taip pat parodyta, kad pagrindini vaidmeni,
kompaktizuojant chromating 1 heterochromating (81 chromatino struktiira
tipiSka somatiniams audiniams), atlieka histony deacetilinimas.

Sio tyrimo metu jvertinome epigenetinés terapijos ijtaka histony
modifikacijy poky¢iams UPL ksenograftiniy peliy augliuose ir audiniuose.
Parodéme, kad UPL ksenograftiniy peliu augliuvose H3K4me3 ir H3K9me3
modifikaciju kiekis yra auksStesnis nei NB4 lastelése, o H4Ac ir H3K27me3
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kiekis yra zemesnis (4.4.3.1 pav.). Palyginus su kontrolinémis NOG pelémis,
UPL ksenograftinese NOG pelése epigenetiniy modifikacijy, tiek
aktyvuojanciy, tiek slopinanciy genuy raiSka, lygis sumazéjo plauciuose,
bluznyje (iSskyrus H3K4me3) ir inkstuose (iSskyrus H3K9me3), o po
ksenograftiniy peliu gydymo epigenetisSkai veikianciais junginiais Siy
modifikaciju lygis sumazéjo dar stipriau (4.4.3.2 pav.). Ryskiausi pakitimai
uzfiksuoti plauciuose — juose ne tik stipriausiai sumaz¢jo H4ac, H3K4me3,
H3K9me3 bei H3K27me3 modifikacijy lygis, taciau stipriai padidéjo ir WT1
baltymo raiska (4.4.2.2 pav.). UPL ksenograftiniy peliy smegenyse visy tirty
modifikacijy lygis buvo Zemesnis nei kontroléje, ta¢iau po UPL ksenograftiniy
peliy gydymo epigenetine terapija abiejy aktyvuojanciy zZymiy, ir ypatingai
slopinan¢ios H3K9me3 Zymés, kiekis stipriai padidéjo (4.4.3.2 pav.). [domu
tai, jog tirty epigenetiniy Zymeny (iSskyrus H4ac) lygis labiausiai iSaugo UPL
ksenograftiniy peliu kepenyse (4.4.3.2 pav.). Pazymétina, kad UPL
ksenograftiniy peliy kepenys pasizyméjo ir itin stipria WT1 baltymo raiska,
kuri Siek tiek nuslopo po gydymo DZNep, Bel ir RA (4.4.2.2 pav.). Reikéty
pridurti, kad po poveikio epigenetiskai veikianciais junginiais UPL
ksenograftiniy peliy kepenyse pakito ne tik WT1 baltymo raiSka, taciau
pastebetas ir histony H4ac, H3K4me3, H3K9me3 bei H3K27me3 modifikacijy
kiekio iSaugimas. Tai gali biti siejama su kepeny funkcija, ju atsaku { UPL
lasteliy infiltracija ar taikoma gydyma. Glausta epigenetinés terapijos jtakos
UPL ksenograftinéms peléms schema pateikta 4.4.4.1 pav.
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4.4.4.1 pav. Apibendrinta epigenetinés terapijos jtakos UPL ksenograftinéms peléms schema.
Nurodyti uzregistruoti poky¢iai po UPL ksenograftiniy peliy gydymo DZNep, Bel ir RA
(pagal Valiuliené ir kt., 2016).

Apibendrinus, galima pasakyti, jog Siuo darbu pirma karta
pademonstravome, kad UPL ksenograftiniy peliy augliuose ir audiniuose yra
aptinkamos jvairios epigenetinés modifikacijos, atitinkamai parodancios, kaip
kinta suaugusio, véziu sergancio, organizmo epigenetika ir kokia jtaka
epigenetiniams pokyc¢iams audiniuose turi gydymas epigenetiSkai aktyviais

junginiais.
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5. ISVADOS

1. Nustatyta, kad poveikiai HMT slopikliais BIX-01294 ir
3-deazaneplanocinu A bei HDAC slopikliu belinostatu slopina UPL lasteliu
augima ir gyvybinguma, o kombinuoti BIX-01294, belinostato ir
3-deazaneplanocino A poveikiai sustiprina RA indukuota granulociting

diferenciacija.

2. Parodyta, jog tiek pavieniy epigenetiniy modifikatoriy slopikliy
(BIX-01294, 3-deazaneplanocino A bei belinostato), tiek kombinuoti poveikiai
su RA sumazina UPL lasteliy geny ir ju koduojamy baltymy, susijusiu su
chromatino pertvarkymu (SUZ12, EED, EZH2, HDAC1, HDAC2), raiska ir
padidina raiSka geny ir jyu koduojamuy baltymuy, susijusiu su lastelés ciklu
(CDKNZ1B) bei diferenciacija (CEBPE, PPARG).

3. Pastebéta, kad po poveikio pavieniais junginiais (BIX-01294,
3-deazaneplanocinu A bei belinostatu) padidéja chromatina aktyvuojanciy
histony modifikaciju (histono H4Ac) ir sumazéja slopinanciy (H3K9me2,
H3K9me3 ir H3K27me3) modifikacijy. Paveikus kombinuotais poveikiais,

Si0s tendencijos sustipréja.

4. UPL lastelése randama hiperacetilinto histono H4 sasaja su geny
transkripcijos ir transliacijos procesuose dalyvaujanéiais baltymais, o po
poveikio belinostatu uzfiksuojama hiperacetilinto histono H4 saveika su
baltymais, reikalingais apoptoziniam atsakui, apsaugai nuo oksidacinio streso

bei retinoinés rugsties signaliniy keliy baltymais.

5. Parodyta, kad epigenetin¢ terapija apsaugo UPL ksenograftines NOG
peles nuo augliy susiformavimo bei prailgina Siy peliy iSgyvenimo trukmg.
Gydymas tirtais epigenetiskai veikiandiais junginiais turi jtakos UPL

ksenograftiniy peliy audiniy epigenetiniams pakitimams.
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PADEKA

NuoSirdziai dékoju savo mokslinio darbo vadovei prof. dr. Ritai
Navakauskienei uz galimybe dirbti Jos vadovaujamoje laboratorijoje ir atlikti Siuos
tyrimus. Taip pat esu dékinga uz palaikyma, naudingus patarimus, idéjas ir Silta
bendravima.

Noriu padékoti ir visiems Lastelés molekulinés biologijos skyriaus
darbuotojams. Ypatinga padéka noréciau isreiksSti dr. Juratei Savickienei ir dr.
Grazinai Treigytei uz pasidalinima gausia patirtimi, vertingus patarimus ir didelg
pagalba. De¢koju prisidéjus prie Sio darbo ir VU GMC Proteomikos centro
mokslininkams dr. Mindaugui Valiui ir dr. Algirdui Kaupiniui. Taip pat ir VU GMC
Biologiniy modeliy skyriaus mokslininkéms dr. Virginijai Bukelskienei, Rasai
Jarasienei-Burinskajai ir Mildai Alksnei.

Esu labai dékinga ir savo artimiesiems uz begaling kantrybeg, palaikyma ir

supratinguma.
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