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[VADAS

Kraujas yra vienas i§ geriausiai atsikurianéiy ir plastiSkiausiy audiniy
organizme. Kraujyje yra daugiau nei deSimt skirtingy lgsteliy rasiy, kurios
organizme atliecka skirtingas funkcijas. Subrendusios kraujo Iastelés
susiformuoja kauly Ciulpuose i§ hematopoetiniy kamieniniy lasteliy
hematopoezés metu (Rieger ir Schroeder, 2012). Sio proceso metu
hierarchijos vir$iinéje esan¢ios hematopoetinés kamieninés lgstelés vystosi |
vis mazesniu daugialinijiSkumo potencialu pasizymincias lgsteles pirmtakes,
kol galiausiai susiformuoja diferencijuoty subrendusiy kraujo lgsteliy
populiacijos (1 pav.) (MacLean et al., 2017).

Hematopoezéje dalyvaujanCiose lastelése jvykus genetiniams bei
epigenetiniams pakitimams, gali i8sivystyti kraujo vézys — leukemija.
Mutacijos gali jvykti tiek ankstyvose, tiek vélyvose hematopoezés stadijose
(Martinez-Climent et al., 2006). Dél jvykusiy pakitimy lastelés ima
nevaldomai daugintis, todél leukemijai yra biidingas padidéjes piktybiniy
kraujo lasteliy kiekis kraujyje ir/ar kauly Ciulpuose (Juliusson ir Hough,
2016). Piktybinés kraujo lgstelés ne tik neatlicka savo funkcijos — didelis jy
kiekis ima trukdyti sveiky lasteliy funkcionavimui. Tai pasireiSkia
organizmo nuovargiu, karS¢iavimu, svorio netekimu, kauly skausmais,
kraujosruvomis ar kraujavimu (Davis et al., 2014).

Priklausomai nuo to, ar piktybiniai pakitimai jvyko mieloidingje ar
limfoidinéje linijoje, leukemija iSskiriama atitinkamai ] mieloiding ar
limfoiding; pagal tai, kaip greitai vystosi — | léting ar Gming. Pastaroji, dél
spartesnio piktybiniy lgsteliy gauséjimo, yra pavojingesné. Uminés
leukemijos atveju pakitusios kraujo lastelés yra nesubrendusios ir negali
atlikti funkcijy, buidingy sveikoms kraujo lasteléms. Tuo tarpu, létinés
leukemijos atveju dauguma lasteliy yra dalinai funkcionalios (Chen et al.,
2015). Dazniausiai pasitaikantis vaiky veézinis susirgimas yra Uminé
limfoidiné leukemija. Per pastaruosius deSimtmecius Sios ligos gydymas
zenkliai patobuléjo ir dabar ilgalaike remisijg pasiekia apie 90 % vaiky,
taiau suaugusiuose organizmuose, greiciausiai dél agresyvesnés ligos
biologijos, Sis procentas yra kiek mazesnis (Juliusson ir Hough, 2016).

Siame darbe buvo gilinamasi j mieloidinés leukemijos molekuline
biologija. Tiek Uming, tiek Ilétiné mieloidiné leukemija dazniausiai
pasireiSkia suaugusiems asmenims, senstant tikimybé susirgti didéja (Davis
et al., 2014; Juliusson ir Hough, 2016). Yra nustatoma apytiksliai 1,3 iminés
mieloidinés leukemijos (UML) atvejy / 100 000 Zmoniy, jaunesniy nei 65
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mety amziaus; tuo tarpu vyresniems nei 65 mety asmenims nustatoma
apytiksliai 12,2 UML atvejy / 100 000 zmoniy (De Kouchkovsky ir Abdul-
Hay, 2016). Mieloidiné leukemija apskritai laikoma vyresnio amziaus
zmoniy liga: asmeny, kuriems nustatoma @Uminé mieloidiné leukemija,
amziaus mediana diagnozés metu yra apytiksliai 70 mety. Ilgéjant Zzmoniy
gyvenimo trukmei, mieloidine leukemija suserga vis daugiau zmoniy
(Tamamyan et al., 2017). Si liga yra labai heterogeniska — nors jvairios
mutacijos bei epigenetiniai pakitimai sukelia tuos pacius ar panaSius
sutrikimus, taciau, dél skirtingos ligos prigimties, gydymo efektyvumas taip
pat bina skirtingas (Estey, 2016). Siame darbe gilintasi j $ias mieloidinés
leukemijos formas: iimine promielociting leukemijg (UPL), léting mieloidine
leukemijg (LML) bei gydymui atsparig iiming mieloiding leukemijg (UML).

UPL yra Uminés mieloidinés leukemijos tipas, charakterizuojamas
chromosomine translokacija, kurioje dalyvauja genas, koduojantis retinoinés
rugsties receptoriy o (RARA), pavyzdziui, ZBTBI16-RARA, NMP-RARA,
NUMA-RARA, STAT5B-RARA ir pan. Taciau dazniausiai (~98 % atvejy)
biidinga chromosominé translokacija t(15;17)(q22;q21) (Adams ir Nassiri,
2015). D¢l Sios genetinés aberacijos susidaro sulietas PML-RARa baltymas
(angl. promyelocytic leukemia protein — retinoic acid receptor «), kuris
blokuoja promielocity diferenciacija | granulocitus, tod¢l promielocitai
proliferuoja ir kaupiasi kraujyje (Kakizuka et al., 1991; Masetti et al., 2012).
Atradus, kad retinoiné rugstis veikia PML-RARa baltyma ir taip sukelia
promielocity diferenciacija, UPL tapo gana sékmingai iSgydoma liga — $iuo
metu didzioji dalis pacienty pasiekia visiSka remisijg po gydymo jvairiomis
retinoinés  rligSties, arseno trioksido ir chemoterapiniy agenty
kombinacijomis (Wang et al., 2016). Tac¢iau dalis UPL pacienty yra atspariis
gydymui retinoine riig§timi arba tampa atspariis pakartotinio gydymo metu.
Taip pat dalis pacienty atkrenta po remisijos (Lou et al., 2015; Tomita et al.,
2013).

Létinei mieloidinei leukemijai (LML) budinga kita chromosominé
translokacija 1(9;22)(q34;ql11), vadinama Filadelfijos chromosoma, dél
kurios susidaro visada aktyvi hibridiné BCR-ABL tirozino kinaz¢ (angl.
breakpoint cluster region protein — Abelson murine leukemia viral oncogene
homolog 1) (Sawyers, 1999). Si kinazé nuolat fosforilina jvairiy
vidulasteliniy baltymy tirozinus ir taip aktyvina jvairius signalinius kelius,
kas sukelia Igstelés supiktybéjimg (intensyvesn¢ proliferacija, didesnj
atsparumg apoptozei ir pan.) (Deininger et al., 2000). Specifiniai tirozino
kinazés slopikliai, tokie kaip imatinibas, nilotinibas ir dasatinibas, Zenkliai
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sumazino LML pacienty mirtingumg ir Siuo metu LML yra gana s¢kmingai
kontroliuojama létiné liga. Vis délto dalis pacienty yra atspariis arba jiems
i$sivysto atsparumas tirozino kinaziy slopikliams (Baccarani et al., 2013;
Loscocco et al., 2019).

®

Hematopoetiné kamieniné Iastelé

|
O

Multipotentinis pirmtakas
Mieloidiniy Igsteliy pirmtakas Limfoidiniy Igsteliy pirmtakas
Megakariocity-eritrocity Granulocity-makrofagy
pirmtakas pirmtakas

/ N\ T
‘@‘Dw ‘® e ®

Eritrocitai Megakariocitas Granulocitai Monocitas Dendritiné  NK B lastelé T Igstelé
Igstelé Igstelé

e o >
e IR .
Trombocitai Makrofagas
1 pav. Supaprastinta hematopoezés schema. Leukeminés Iastelés gali susiformuoti

ivykus mutacijoms lgstelése skirtingose hematopoetinés hierarchijos stadijose (pagal
MacLean et al., 2017; Riether et al., 2015).

Uminé mieloidiné leukemija (UML) neturi vienos charakteringos
genetinés aberacijos. Sios ligos pacientams biuidingi jvairlis kariotipo
pakitimai bei genetinés mutacijos. Pagal nustatyty genetiniy pakitimy pobiid]
prognozuojamas ligos sudétingumas (Arber et al., 2016). Standartikai UML
pacientai gydomi vadinamaja 7 + 3 chemoterapija. Tai yra chemoterapijos
kursas, kurio metu 7 dienas pacientui skiriamas citarabinas, po to 3 dienas —
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antraciklinas (daunorubicinas, idarubicinas ar pan.) (Juliusson ir Hough,
2016). Citarabinas (taip pat Zinomas, kaip citozino arabinozidas, ara-C) yra
citozino analogas (jis jjungiamas j DNR ir stabdoma DNR sintezé), o
antraciklinai interkaliuoja j DNR ir slopina DNR topoizomerazés II veikimag
(sukeliamos DNR pazaidos, stabdoma DNR sintez¢) (Blair, 2018). Didelé
dalis pacienty po Sio gydymo pasiekia pilng remisijg, taCiau nemazai jy
véliau atkrenta. Taip pat nemaza dalis pacienty Siam gydymui yra atspariis
(Zebisch et al., 2016). Isgydoma tik maziau nei pusé suaugusiy UML
pacienty, kurie yra jaunesni nei 60 mety amziaus, ir tik apytiksliai 10 %
vyresniy pacienty (Dohner et al., 2015).

Taigi, tieck gydant mieloidinés leukemijos atvejus su charakteringomis
chromosominémis aberacijomis, tokius kaip UPL ar LML, tiek UML, yra
susiduriama su isSiikiais, nes pacientai gali biiti ar gydymo eigoje tapti
atspartis taikomai standartinei terapijai bei gali atkristi po remisijos, todél
biitina vystyti naujus terapijos budus. Kadangi genetinés aberacijos yra
lydimos epigenetiniy pakitimy, manoma, kad epigenetiné terapija, ypac
kombinuota su kitais terapijos biidais, gali biiti svarbus ir galingas véziniy
susirgimy gydymo biidas (Ahuja et al., 2016). Epigenetiniai pakitimai, tokie
kaip pakites DNR metilinimas ir histony modifikacijos, iSreguliuoja geny
raiSka ir gali sglygoti vézinio susirgimo atsiradima bei palaikyma. Daznai
stebimas iSreguliuotas DNR metiltransferaziy (DNMT), histony deacetilaziy
(HDAC), kai kuriy histony metiltransferaziy (HMT) aktyvumas, kas gali
salygoti vézj slopinanéiy geny raiskos slopinima. Siy epigenetiniy
moduliatoriy slopikliai sukeldami chromatino dekondensacija galimai galéty
atkurti vézj slopinanciy geny raiska (Kwon ir Shin, 2011). PavyzdZziui,
natliraliai gamtoje randamas polifenolis EGCG (epigalokatechin-3-galatas)
pasizymi gebéjimu slopinti DNMT1 ir HDAC aktyvumg (Khan et al., 2015),
sintetinis agentas BIX-01294 slopina EHMT2/G9A histony metiltransferazés
aktyvuma (Kubicek et al., 2007). Daugybei procesy lasteléje, pavyzdziui,
suintensyvéjusiai proliferacijai ar diferenciacijos blokavimui, jtaka daro
epigenetiniai pakitimai (Dawson ir Kouzarides, 2012; Jones et al., 2016).
Epigenetiniy pakitimy svarba kancerogenezéje taip pat rodo tai, kad gana
didelé¢ dalis mutacijy, budingy leukeminiams susirgimams, yra nustatoma
epigenetiniy modifikatoriy genuose (Kaushansky ir Zhan, 2018).

Epigenetinés terapijos tikslas yra sukelti tokius epigenetinius pokycius
lasteléje, kurie arba padéty atsistatyti sutrikusiam diferenciacijos procesui,
arba, kaip ir tradiciné chemoterapija, sukelty lastelés zitj. Taciau siekiant
sukelti véziniy lasteliy ziitj, yra naudojamos didelés vaisty dozés, o tai gali
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turéti rimtg Salutinj poveikj organizmui (Lee ir Lee, 2019). Paveikus lasteles
terapiniais agentais, priklausomai nuo sukeltos Zalos dydzio, lastelés patiria
apoptoze arba terapijos indukuota lgstelinj senéjima. Pastarasis apibréziamas
kaip negrjztamas lgstelés ciklo stabdymas (Provinciali et al., 2013). Paprastai
lasteliy senéjimg sukelia maziau toksiskos cheminiy agenty dozés (Chang et
al., 1999), taigi, manoma, kad jis yra saugesnis ir sukelia maziau Salutiniy
poveikiy nei apoptozés indukcija (Lee ir Lee, 2019). Taciau kai kurie
cheminiai agentai lgstelinio sené¢jimo indukuoti nesugeba (Schwarze et al.,
2005). Nors manoma, kad apoptozés indukavimas yra sékmingesnis vézio
gydymo biidas, vis délto cheminio agento gebéjimas sukelti 1gsteliy senéjima
yra jo privalumas (Nardella et al., 2011). D¢l to Siame darbe taip pat sickéme
jvertinti kai kuriy tirty cheminiy agenty gebéjimg sukelti véziniy Iasteliy
senéjima.

Jeigu po remisijos stebimas atkritimas, reiSkia, kad tam tikra véziniy
lasteliy populiacija buvo atspari taikytam gydymui. Buvo parodyta, kad
chemoterapiniam gydymui atsparios UML Iastelés pasizymi intensyvesniu
oksidaciniu fosforilinimu. Slopinant mitochondrijy oksidacinj fosforilinima,
parodyta, kad lastelés tapo jautresnés chemoterapijai in vitro ir in vivo (Farge
et al.,, 2017). Desimtmeciais pagrindiniu véZziniy lasteliy energijos Saltiniu
buvo laikoma glikolizé (Weinberg ir Chandel, 2015). Taciau kadangi
pastaryjy mety tyrimai parodé, kad mitochondrijy oksidacinis fosforilinimas
yra svarbus veiksnys kai kuriy tipy véZziniy lgsteliy, tarp jy ir UML,
chemoterapiniam atsparumui, mitochondrijy oksidacinis fosforilinimas
susilauké daug susidoméjimo i$ mokslininky kaip potencialus ir vertingas
klinikinis taikinys gydant vézinius susirgimus (Farge et al., 2017; Skrtic et
al., 2011).

Siame darbe buvo tirtas epigenetiniy ir metaboliniy modifikatoriy
poveikis mieloidinés leukemijos Igsteliy molekuliniams procesams ir
potenciali nauda mieloidinés leukemijos terapijai.

Darbo tikslas: jvertinti zmogaus mieloidinés leukemijos lasteliy atsaka j
epigenetinius ir metabolinius reguliatorius.

UZdaviniai:

1. Nustatyti natiiralaus placiu veikimu pasizymincio agento EGCG
gebéjima sukelti epigenetinius pokycius, Igstelés ciklo stabdyma, apoptoze ir
sen¢jimag Uminés promielocitinés leukemijos ir létinés mieloidinés
leukemijos Igstelése.
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2. Istirti histony metiltransferazés EHMT2/G9A sintetinio slopiklio BIX-
01294 sukeltus epigenetinius pokycius bei poveikj Giminés promielocitinés
leukemijos ir 1étinés mieloidinés leukemijos Iasteliy likimui.

3. Istirti histony deacetilaziy ir histony metiltransferaziy slopikliy
(belinostato ir 3-deazaneplanocino A) potencialg pagerinti standarting
iminés promielocitinés leukemijos terapija.

4. Ivertinti gydymui atspariy @iminés mieloidinés leukemijos pacienty
lasteliy metabolinio aktyvumo, proliferacijos ir proteomo pokyc¢ius po
poveikio oksidacinio fosforilinimo slopikliais (metforminu, atovakvonu).

Mokslinis naujumas ir praktiné reik§meé

Siame darbe nagrinéjome Zmogaus mieloidinés leukemijos Igstelése
vykstanéius procesus, jas paveikus epigenetiniais ir metaboliniais
reguliatoriais. ISsamiai iSnagrinéjome placiu veikimu pasizymincio
polifenolio EGCG  sukelty chromatino remodeliavimg  tUminés
promielocitinés leukemijos lgsteliy linijose: nustatéme histono modifikacijy
H3K9me2 ir H3K9me3, Polycomb slopinancio komplekso 2 (PRC2), HP1a,
DNMT1, HDAC baltymy/geny raiskos sumazéjimg. Pirmieji nustatéme, kad
EGCG sukelia histony modifikacijy H3K14Ac ir H4hiperAc persitvarkyma
iminés promielocitinés leukemijos lasteliy chromatine: sustipréjusias
sgveikas su lgstelés ciklo stabdymu bei diferenciacija susijusiy geny
promotoriais (p27, PCAF, CEBPA, CEBPE) bei sumazéjusias sgveikas su
PRC2 komplekso komponenty promotoriais (EZH2, SUZI2, EED). Sie
epigenetiniai  pokyc¢iai rodo, kad EGCG dalyvauja sukeliant
heterochromatino dekondensacijg. Taip pat pirmieji parodéme, kad EGCG
sukelia Gminés promielocitinés ir létinés mieloidinés leukemijos Igsteliy
sen¢jima, kas taip pat yra svarbu sékmingai vézio terapijai. Visapusiskai
iSnagrinéje EHMT2/G9A histony metiltransferazés slopiklio BIX-01294
iminés promielocitinés, ir 1étinés mieloidinés leukemijos lasteliy linijose
sukeltus procesus, parodéme, kad nors BIX-01294 ir nesukelia lastelinio
senéjimo, bet sglygoja epigenetiniy reguliatoriy lygio poky¢€ius, susijusius su
véziniy procesy slopinimu. Gauti rezultatai praplecia jau turimas Zinias apie
EGCG ir BIX-01294 veikimg vézinése lastelése bei gali pasitarnauti
tolesniame mieloidinés leukemijos terapijos vystyme, ieSkant veiksmingy
terapiniy agenty kombinacijy.

Taip pat pirmg karta parodéme ir epigenetiniy modifikatoriy 3-
deazaneplanocino A bei belinostato nauda, naudojant kombinacijoje su
standartiskai taikoma UPL terapija (retinoiné riigstis + idarubicinas) in vitro
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ir ex vivo. Nustatéme, kad jy sukelti chromatino pokyciai yra svarbiis
sukeliant stipresnj iminés promielocitinés leukemijos Iasteliy atsaka (padeda
nuslopinti véziniy lasteliy proliferacija, stipriau indukuoti apoptozg bei
paspartina granulociting diferenciacijg). Sios Zinios itin naudingos ieskant
veiksmingy terapiniy kombinacijy prie$ standartiniam gydymui atsparig
iming promielociting leukemijg. Jverting gydymui atspariy Gminés
mieloidinés leukemijos pacienty leukeminiy lasteliy atsaka i oksidacinio
fosforilinimo slopikl] metforming, praplétéme esamas zinias apie
metformino bei jo kombinacijos su citarabinu ir venetoclax sukeltus
vidulastelinius poky¢ius. Atlikta proteomo analizé parodé, kad metforminas
sukélé metaboliniuose keliuose dalyvaujanéiy baltymy lygio pokycius. Nors
sukelti poky¢iai néra pakankami atspariy UML pacienty gydymui, taciau
manome, kad jie gali vaidinti svarby pridétinj vaidmenj, taikant kombinuota
gydyma, ir metforminas gali pasitarnauti kuriant atspariy iiminés mieloidinés
leukemijos pacienty terapines kombinacijas.
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MEDZIAGOS IR METODAI

Siekiant jvykdyti iSsikeltg tikslg ir uzdavinius, buvo panaudoti jvairiis
lastelés ir molekulinés biologijos metodai, kurie iSsamiai apraSyti su
disertacija susijusiose publikacijose. Siame skyriuje trumpai apzvelgiama,
kokie pagrindiniai metodai buvo naudoti doktoranttiros metu.

Lasteliy kultiros ir poveikiai. Buvo naudotos UPL lgsteliy linijos NB4 ir
HL60, LML lasteliy linija K562, UPL pacienty kauly &iulpy lgstelés,
gydymui atspariy UML pacienty periferinio kraujo lgstelés. Lasteliy
poveikiams vieni arba jvairiomis kombinacijomis buvo naudoti epigenetiniai
modifikatoriai EGCG, BIX-01294, 3-deazaneplanocinas A, belinostatas,
oksidacinio fosforilinimo slopikliai atovakvonas ir metforminas, apoptozés
sukéléjas venetoclax bei standartinéje mieloidinés leukemijos terapijoje
naudojami cheminiai agentai retinoiné riigstis, idarubicinas ir citarabinas.

Lgstelés biologijos metodai. Lasteliy proliferacija bei gyvybingumas
buvo vertinami tripano meélio testu, granulocitiné diferenciacija — nitro
tetrazolo mélio testu. Apoptozés indukcija jvertinta, pazZyméjus lasteles
fluoroforu Zymétu aneksinu V ir nudazius propidzio jodidu bei iSanalizavus
tekmés citometrijos metodu. Lastelés ciklo analizé atlikta pagal standartinj
dazymo propidzio jodidu protokola. Lastelinis senéjimas buvo vertinamas
naudojantis su senéjimu susijusios [-galaktozidazés aktyvumo testu.
Mitochondrinio kvépavimo ir glikolizés aktyvumas nustatytas Agilent
Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer aparatu (Agilent Dako, Santa
Klara, JAV).

Geny raiskos tyrimo metodai. Santykiné geny raiska jvertinta atvirkstinés
transkripcijos-kiekybine polimerazine grandinine reakcija (AT-kPGR),
Rotor Gene 6000 aparatu (Corbett Life Science, QIAGEN, Hilden,
Vokietija). Geny promotoriy metilinimo biisena nustatyta metilinimui
specifine PGR (MSP).

Baltymy analizés metodai. Baltymy kiekio ir modifikacijy pokyciy
analizé atlikta imunoblotu. Hiperacetilinto histono H4 bei acetilinto histono
H3K14 sgveikos su tam tikrais genais jvertintos chromatino
imunoi$sodinimu ir po to atlikta tiksliniams genams specifine kPGR.
Lastelés proteomo analizei pasitelkta skysCiy chromatografijos — masiy
spektrometrija.

Statistinés analizés metodai. Duomenys pateikti kaip vidurkiai su
standartiniu nuokrypiu. Skirtumy patikimumumas vertintas naudojant
Stjudento t-testg ar vienkrypte ANOVA.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame skyriuje aptariami svarbiausi doktorantiiros metu gauti rezultatai,
kurie yra publikuoti su disertacija susijusiose publikacijose. Pirmoje dalyje
aptariamas pavieniy epigenetiniy moduliatoriy EGCG ir BIX-01294 sukeltas
poveikis mieloidinés leukemijos lasteléms (1 ir 2 publikacijos). Antroje
dalyje — kombinuotos UPL terapijos potencialas, t. y. 3-deazaneplanocino A
(histony deacetilaziy slopiklio) ir belinostato (histony metiltransferaziy
slopiklio) gebéjimas sustiprinti standartiSkai klinikoje taikomy agenty
poveikj leukeminéms Igsteléms (3 publikacija). Trecioje dalyje apzvelgiami
rezultatai, gauti tiriant oksidacinio fosforilinimo slopikliy metformino ir
atovakvono sukeltus molekulinius poky¢ius UML lgstelése (4 publikacija).
Paskutingje, ketvirtoje dalyje, visi gauti rezultatai apibendrinami.

1. Epigenetiniy reguliatoriy EGCG ir BIX-01294 poveikio UPL ir
LML lasteléms tyrimai

EGCG (epigalokatechin-3-galatas) yra gausiausias ir biologiskai
aktyviausias katechinas (polifenolis), i§gaunamas i§ kininio arbatmedzio
(Camellia sinensis). Jo gausu Zzaliojoje arbatoje. Sis katechinas pasizymi
jvairiais aktyvumais: antioksidacinis, antibakterinis, prieSuzdegiminis ir pan.
Taip pat yra parodyta, kad EGCG pasizymi ir prieSvézinémis savybémis — jis
dalyvauja jvairiuose biologiniuose mechanizmuose, susijusiuose su vézio
vystymusi ir progresavimu, tokiais kaip angiogenezé, matastaziy slopinimas,
lastelés ciklo stabdymas ir apoptozé (Granja et al., 2016; Singh et al., 2011).
EGCG taip pat veikia ir kaip epigenetiniy reguliatoriy slopiklis — S§is
polifenolis pasizymi gebéjimu slopinti DNR metiltransferazes (DNMT) ir
histony deacetilazes (HDAC) (Khan et al., 2015). Parodyta, kad EGCG
slopina DNMT ir HDAC veikdamas jy geny raiska arba jungdamasis prie Siy
fermenty tiesiogiai (Khan et al., 2015; Nandakumar et al., 2011; Rajendran
etal., 2011).

Kitas misy tirtas cheminis agentas BIX-01294 (1-benzilpiperidin-4-il)-
6,7-dimetoksi-2-(4-metil-1,4-diazepan-1-il)kvinazolin-4-aminas) yra
sintetinis specifinio veikimo epigenetinis moduliatorius. BIX-01294 slopina
histony metiltransferazg¢ EHMT2/G9A (euchromatino histony lizino N-
metiltransferaze 1), kuri katalizuoja histono H3K9 dimetilinimg. Daugelyje
véziniy lgsteliy tipy yra nustatytas padidéjes Sios geny raiska slopinancios
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histony modifikacijos (H3K9me2) lygis. Taigi EHMT2/G9A vaidina svarby
vaidmenj geny raiSkos slopinime ir dél to yra laikomas potencialiu taikiniu
vézio terapijoje (Huang et al., 2010; Kubicek et al., 2007). Mes tyréme
EGCG ir BIX-01294 potencialg sukelti epigenetinius pokycius, apoptoze ir
sené¢jimg Giminés promielocitinés leukemijos (UPL) bei létinés mieloidinés
leukemijos (LML) Igstelése.

1.1. EGCG ir BIX-01294 slopina mieloidinés leukemijos Igsteliy
proliferacijg ir stabdo lastelés cikla

Uminés promielocitinés leukemijos Igsteliy linijy NB4 ir HL60 bei létinés
mieloidinés leukemijos Igsteliy linijos K562 proliferacija ir gyvybingumas
po poveikiy epigenetiniais moduliatoriais EGCG ir BIX-01294 buvo
vertinami tripano mélio testu tris dienas kas 24 val. Nustatyta, kad abu tirti
agentai slopino UPL ir LML lasteliy proliferacija (1 publikacija, 3 lentelé; 2
publikacija, 1A ir 1B pav.). Taciau siekiant panaSaus slopinimo efekto, LML
lasteles reikéjo paveikti didesnémis EGCG ir BIX-01294 agenty
koncentracijomis nei UPL lgsteles (1 lentelé). Taip pat nustatyta, kad BIX-
01294 tik nezymiai sumazino K562 lgsteliy gyvybinguma. Taigi UPL
lastelés buvo jautresnés tirtiems epigenetiniams moduliatoriams nei LML
lastelés. Kity autoriy taip pat yra parodyta, kad EGCG ir BIX-01294 slopino
jvairiy tipy véziniy lgsteliy linijy proliferacijg (Ding et al., 2013; Gan et al.,
2016). Kadangi daugelyje véziniy lasteliy tipy yra padidéjusi G94 geno
raiSka, kuri prisideda prie intensyvesnés véziniy lgsteliy proliferacijos (Ding
et al, 2013), BIX-01294, slopindamas G9A, stabdo véziniy Igsteliy
proliferacija.

1 lentelé. Lasteliy poveikiams naudotos EGCG ir BIX-01294 agenty koncentracijos.

Lasteliy linija EGCG konc., uM BIX-01294 konc., uM
NB4 30ir 40 3ird
K562 120 ir 140 7ir 8

Nustate, kad EGCG ir BIX-01294 slopino tirty mieloidinés leukemijos
lasteliy proliferacija bei mazino gyvybinguma, jvertinome §iy agenty poveikj
UML ir LML lgsteliy ciklui. Tuo tikslu po lgsteliy poveikio EGCG ir BIX-
01294 istyréme su lgstelés ciklu susijusiy geny raiSkg AT-kPGR metodu bei
jvertinome lgsteliy pasiskirstyma skirtingose Iastelés ciklo fazése
standartiniu propidzio jodido testu. Buvo nustatyta, kad paveikus NB4 ir
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K562 lasteles EGCG ir BIX-01294, reikSmingai padidéjo lastelés ciklo
slopikliy p21, Rb geny raiSka ir sumazéjo lastelés ciklo aktyviklio CCNA2
geno raiska (bet nesumazéjo CCNA2 geno raiska po poveikio su EGCG) (2
publikacija, 2A pav.). Parodéme, kad NB4 ir HL60 lastelése po poveikio
EGCG padidéjo lastelés ciklo slopikliy p27 ir PCAF geny raiSka (1
publikacija, 1C pav.). Tirty geny dalyvavimas lgstelés ciklo reguliacijoje
pavaizduotas 2-ame paveiksle. Lastelés ciklo analizé propidzio jodido testu
patvirtino geny raiSkos analizés rezultatus — abu tirti cheminiai agentai
sukéle UPL ir LML Igsteliy ciklo stabdymg G0/G1 fazéje; EGCG poveikis
K562 lgsteléms buvo silpnesnis (2 publikacija, 2D pav.).

/ \ p27
—@ 4
DNR pazaidos / S P i \/ \/

stresas . / P53 CDK2
Lastelés ciklo

E2F —— stabdymas
PRbY G0/G1 fazéje

hipofosforilintas
(aktyvus)

2 pav. Lastelés ciklo stabdymo mechanizmas. DNR pazaidos ar kitas lastelinis
stresas sukelia PCAF ir ATM suaktyvinimg. PCAF acetilina ir taip suaktyvina vézio
slopiklj p53, ATM fosforilina ir taip suaktyvina vézio slopiklius p53 ir CHK2
kinazg. Pastarieji jjungia p21. p21 ir p27 yra nuo cikliny priklausomy kinaziy (CDK)
slopikliai, todél CDK2-ciklinoE/A kompleksai negali fosforilinti (inaktyvuoti) pRb.
Hipofosforilintas (aktyvus) pRb jungiasi ir inaktyvuoja transkripcijos veiksnj E2F,
kuris nebeaktyvina peréjimui j S faz¢ butiny geny raiskos (pvz., ciklino A2,
koduojamo CCNA2, bei ciklino E2, koduojamo CCNE2) (pagal Abbastabar et al.,
2018; Aliouat-Denis et al., 2005; Campisi ir d’Adda di Fagagna, 2007; Xenaki et al.,
2008).

Anksciau miisy moksliné grupé nustaté, kad BIX-01294 stabde lastelés
cikla GO/G1 fazgje tUminés promielocitinés leukemijos NB4 ir HL60
lastelése (Savickiene et al., 2014a). BIX-01294 taip pat sukélé lgstelés ciklo
stabdyma GO0/G1 fazéje bei padidino p21 baltymo raiska TGminés T
limfocitinés leukemijos lgstelése (Huang et al., 2017). Kity mokslininky
tyrimuose taip pat parodyta, kad EGCG sukélé lgstelés ciklo stabdyma
G0/G1 fazgje jvairiy tipy vézinése lastelése (Gan et al., 2016). EGCG
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slopino lastelés ciklo aktyvikliy CCNA2, CCNB1, CCNDI ir E2F1 bei
padidino lastelés ciklo slopiklio p2/7 raiska tulzies taky véZinése lgstelése
(Mayr et al., 2015), sumazino cikling D1, CDK4/6 ir fosforilinto Rb baltymo
lygi Slapimo piislés vézinése Iastelése (Chen et al., 2004), sumazino ciklino
D1 ir padidino baltymo p21 raiska gaubtinés ir tiesiosios zarnos vézinése
lastelése (Zhang et al., 2012), ir t.t. Taigi $io darbo rezultatai, rodantys, kad
EGCG ir BIX-01294 sukélé timinés ir 1étinés mieloidinés leukemijos lasteliy
proliferacijos slopinimg bei lastelés ciklo stabdyma G0/G1 fazéje, koreliuoja
su ankstesniy tyrimy rezultatais.

pS3 baltymas yra itin svarbus lgstelés ciklo reguliatorius (Chen, 2016),
tadiau visose musy tirtose lgsteliy linijose jis néra funkcionalus. K562 linijos
lastelés turi p53 inaktyvuojancig rémelio poslinkio mutacija, dél kurios
susiformuoja sutrumpéjes geno produktas (Law et al., 1993), NB4 lastelése
p53 yra mutuotas, todél nesugeba prisijungti prie DNR (Song et al., 1999),
HL60 lastelése yra jvykusios didelés p53 geno delecijos, todél pS3 baltymo
raiSka Siose lgstelése nevyksta (Wolf ir Rotter, 1985). Tai rodo, kad miisy
tirtose lastelése ciklo slopinimas galimai regulivojamas per nuo p53
nepriklausoma kelig (2 pav.).

1.2. EGCG ir BIX-01294 gebéjimo sukelti apoptoze, lastelinj senéjimg ir
diferenciacijg analizé

Lastelés ciklas sustabdomas jvykus DNR pazaidoms arba indukavus Igsteliy
diferenciacijg (Campisi ir d’Adda di Fagagna, 2007; Ullmannova et al.,
2003). Priklausomai nuo pazaidy lygio ir pobudzio, lgstelés gali pataisyti
pazaidas ir grizti i cikla, taciau jeigu pazaidy lygis yra didesnis, jvyksta
apoptoze¢ arba ilgalaikis lgstelés ciklo sustabdymas GO0/G1 ciklo fazéje —
lastelinis sen¢jimas (Campisi ir d’Adda di Fagagna, 2007). Diferenciacijos
indukcija taip pat pasireiSkia lastelés ciklo stabdymu GO/G1 fazéje
(Ullmannova et al., 2003).

Kity autoriy parodyta, kad BIX-01294 sukelia apoptozg¢ neuroblastomos
lastelése, EGCG — krities, kiausidziy, skrandzio, plauciy, prostatos ir kity
vézio tipy lasteliy linijose (Gan et al., 2016; Lu et al., 2013). Mes apoptozés
indukcija jvertinome pagal tai, ar lastelés ant membranos pavirSiaus
eksponuoja fosfatidilsering (zymédami aneksinu V) bei pagal lgstelés
membranos pralaidumg propidZio jodidui. Parodéme, kad abu tirti agentai,
EGCG ir BIX-01294, sukélé apoptoze UPL lIgstelése (1 publikacija, 1A pav.;
2 publikacija, 1C pav.). Kaip minéta, 1étinés mieloidinés leukemijos K562
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lasteliy poveikiams buvo naudotos didesnés agenty koncentracijos, bet Sios
lastelés isliko atsparios apoptozei (2 publikacija, 1C pav.). Kity autoriy
parodyta, kad, K562 lasteles paveikus interferonu ir imatinibu, jos buvo
atsparios apoptozei, bet panaudojus jy kombinacija su BIX-01294, buvo
zenkliai nuslopinta K562 Iasteliy proliferacija ir sukelta apoptozé (Loh et
al., 2014). Taigi nors EGCG ir BIX-01294 nesukélé apoptozés K562
lastelése, Sie agentai galéty biiti naudingi jvairiose kombinacijose su kitais
agentais.

Kadangi cheminiy agenty gebéjimas sukelti véziniy lasteliy senéjima
laikomas vienu i§ potencialiy véZio terapijos biidy (Nardella et al., 2011),
jvertinome, ar epigenetiniai moduliatoriai EGCG ir BIX-01294 indukavo
Igsteliy senéjimg UPL ir LML Iastelése. Lastelés ciklo stabdymas G0/G1
fazéje yra pagrindinis, taciau nepakankamas pozymis, siekiant nustatyti, ar
vyksta lgsteliy sené¢jimas (Campisi ir d’Adda di Fagagna, 2007). Tod¢l mes
tyréme EGCG ir BIX-01294 jtakag DNR pazaidy atsako (angl. DNA damage
response) baltymams ATM ir H2AX, kurie gali sukelti lgstelinj senéjima.
Taip pat analizavome HMGA geno, kuris yra reikalingas su senéjimu
susijusiy  heterochromatino  zidiniy  (angl.  senescence-associated
heterochromatin foci) formavimuisi, raiSkos pokycius. [vertinome ir su
senéjimu susijusios B-galaktozidazés aktyvumg. Visi kartu Sie elementai
apibrézia jvairiy lgsteliy tipy senéjimo fenotipg (Campisi ir d’Adda di
Fagagna, 2007).

Yra parodyta, kad EGCG slopina telomerazés aktyvumg. Telomerazés
slopinimas gali sukelti replikacinj sené¢jimg dél telomery trumpéjimo, kas ir
buvo parodyta po prailginto lasteliy auginimo veikiant jas mazesnémis (15
uM) EGCG dozémis (Naasani et al., 1998). Remdamiesi misy tyrimy
rezultatais galime teigti, kad mieloidinés leukemijos lasteles (NB4 ir K562)
paveikus EGCG, lasteliy sen¢jimas nustatytas jau po 3 dieny: sukeltas
lastelés ciklo stabdymas, padidéjo ATM ir HMGA2 geny raiska ir ATM
baltymo fosforilinimo lygis, pagauséjo su senéjimu susijusios [-
galaktozidazés aktyvumu pasizyminéiy lgsteliy skaic¢ius (2 publikacija, 2 ir 3
pav.) (3 pav.). Tuo tarpu BIX-01294 miusy tirty Iasteliy senéjimo
neindukavo: nors paveikus $iuo agentu ir buvo sukeltas Iastelés ciklo
stabdymas bei padidéjo HMGA2 geno raiska, taciau nei ATM geno raiskos,
nei ATM baltymo fosforilinimo lygio padidéjimas nebuvo ryskus, taip pat
nenustatytas su senéjimu susijusios -galaktozidazés aktyvumu pasiZyminciy
lasteliy skaiciaus padidéjimas (2 publikacija, 2 ir 3 pav.). Senstancios
lastelés pasizymi charakteringu sekreciniu fenotipu, kuris gali skatinti vézio
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vystymasi, todél besikaupiancios senstancios lastelés ilgainiui gali tapti
zalingos organizmui (Maria ir Ingrid, 2017).

Lastelés ciklo stabdymas
G0/G1 fazéje

PropidZzio jodido testas
p211

Su senéjimu susijusio
heterochromatino zidinio

Atsakas j DNR Rb1 formavimasis
pazaidas CCNA2| HMGA21 Su senéjimu susijusios
ATM? B-galaktozidazés
fosfo-ATM? \ / aktyvumas

fosfo-H2AX1 \ / i

3 pav. EGCG sukelia lgsteliy senéjimo procesus iminés promielocitinés leukemijos
NB4 ir létinés mieloidinés leukemijos K562 Iastelése (pagal 2-3 publikacija).

Senstancios Igstelés fenotipas

Kaip minéta auksCiau, lagstelés ciklas taip pat stabdomas, kai vyksta
Igsteliy diferenciacija. Paveike UPL lgsteles EGCG ir jverting granulociting
diferenciacijg nitro tetrazolo mélio testu, diferenciacijos nenustatéme. Taciau
jvertine su diferenciacija susijusiy geny CEBPA ir CEBPE raiska, nustatéme,
kad jy raiska padidéjo (1 publikacija, 1C pav.). Anks¢iau miisy mokslinés
grupés atlikti tyrimai parodé, kad BIX-01294 taip pat nesukelia UPL lgsteliy
granulocitinés diferenciacijos (Savickiene et al., 2014a). Vélgi su
hematopoeze susijusiy geny SP/! ir CBFB raisSka po poveikiy EGCG ir BIX-
01294 padidéjo tiek NB4, tick K562 Iastelése (2 publikacija, 3A pav.). Be to,
ankstesnése studijose buvo parodyta, kad tieck EGCG, tiek BIX-01294
sustiprina UPL diferenciacija, kai naudojami kombinacijoje su retinoine
rugstimi (Britschgi et al., 2010; Savickiene et al., 2014a). Taigi musy tyrimy
rezultatai patvirtina tai, kad abu tirti epigenetiniai moduliatoriai gali
sustiprinti mieloidiniy lgsteliy diferenciacijg, kai naudojami kombinuotai su
diferenciacijos induktoriais. Apibendrinant, EGCG ir BIX-01294 nesukéle
granulocitinés UPL lasteliy diferenciacijos, indukavo jy apoptoze; paveikus
EGCG buvo sukeltas UPL ir LML lgsteliy senéjimas.

1.3. EGCG ir BIX-01294 sukelia mieloidinés leukemijos lasteliy
epigenetinius pokycius

Zinoma, kad epigenetiniai pakitimai yra svarbus véziniy lasteliy bruozas,
todél analizavome, kokius epigenetinius pokyc¢ius mieloidinés leukemijos
lasteléms sukelia epigenetiniai moduliatoriai EGCG ir BIX-01294. Siame
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darbe Western blot metodu analizavome H3K9me3, HPla, DNMTI1 ir
Polycomb slopinancio komplekso 2 (angl. Polycomb repressive complex 2)
(PRC2) baltymy EZH2, SUZ12, EED kiekio pokyCius mieloidinés
leukemijos lastelése po poveikiy EGCG ir BIX-01294. Histono H3K9me3
modifikacija tarnauja kaip baltymo HP1la prisijungimo platforma. Pastarasis
pritraukia DNMT1 ir taip susiformuoja geny raiSkg slopinantis
heterochromatino kompleksas. Tod¢l padidéje H3K9me3, HP1a ir DNMT1
kiekiai siejami su véziskuma slopinanciy geny raiSkos nutildymu (Estéve et
al., 2006). PRC2 komplekso baltymy (EZH2, SUZ12, EED) raiska taip pat
siegjama su heterochromatino formavimusi; padidéjes jy lygis yra nustatytas
jvairiose vézinése lgstelése (Sparmann ir van Lohuizen, 2006). Uminés
promielocitinés leukemijos NB4 lastelése po poveikiy EGCG ir BIX-01294
visy Siy chromating slopinanciy baltymy kiekiai sumazéjo. Taliau K562
lastelés buvo atsparios EGCG — po Sio poveikio sumazéjo tik DNMTI
baltymo kiekis. Taip pat ir BIX-01294 poveikis K562 Igstelems buvo Siek
tiek silpnesnis lyginant su poveikiu NB4 lgsteléms (2 publikacija, 4 pav.).

Iverting PRC2 komplekso baltymus koduojanciy geny (EZH2, SUZI2,
EED) raiskos pokycius timinés promielocitinés leukemijos NB4 ir HL60
lastelése po poveikio EGCG, nustatéme, kad S$iy geny raiSka taip pat
sumazeéjo (1 publikacija, 3B pav.). Kity autoriy yra parodyta, kad EGCG
nuslopino PRC2 komponento EZH2 raiska bazaliomos Iastelése
(Balasubramanian et al., 2010). Taip pat parodyta, kad EGCG veikia kaip
DNMT ir HDAC slopiklis, t. y. jungiasi prie DNMT3B ir HDACI ir taip
sumazina pastaryjy fermentinj aktyvumag gimdos kaklelio vézinése lastelése
(Khan et al., 2015). Mes parodéme, kad sumazéjo DNMTI bei histony
deacetilaziy HDACI ir HDAC2 geny raiSka NB4 ir HL60 lastelése (1
publikacija, 3A pav.). Kity mokslininky taip pat yra parodyta, kad EGCG
nuslopino epigenetiniy modifikatoriy DNMTI, DNMT3A4A, DNMT3B geny
raiSkg ir taip sumazino bendra DNR metilinimo lygj epidermoidinés
karcinomos lastelése (Nandakumar et al., 2011). Taip pat nustatyta, kad
EGCG sumazino HDACI, HDAC?2 ir HDAC3 geny rai$ka prostatos vézinése
lastelése (Rajendran et al., 2011). Apibendrinant, nustat¢éme, kad EGCG
nuslopina  DNMTI ir HDACI/2 geny raiskg Uminés promielocitinés
leukemijos NB4 ir HL60 lastelése.

Kitas epigenetinis moduliatorius — histony metiltransferazé EHMT2/G9A
— katalizuoja histono H3K9 dimetilinimg (H3K9me2), kuris yra
heterochromatino Zymuo. Padidéjusi EHMT2/G9A raiska budinga daugeliui
veéziniy susirgimy (J. Zhang et al., 2015). BIX-01294 yra zinomas, kaip
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specifinis §ios histony metiltransferazés slopiklis. Anks¢iau miisy mokslinés
grupés atlikti tyrimai parodé¢, kad histono modifikacijos H3K9me2 kiekis
iiminés promielocitinés leukemijos lastelése sékmingai sumazéjo po
poveikio agentu BIX-01294 (Savickiene et al., 2014a). Siame tyrime
nustatéme, kad paveikus UPL lgsteles EGCG, taip pat sumazéjo G94 geno
raiSka bei histono modifikacijos H3K9me2 kiekis (1 publikacija, 3A ir 4A
pav.).
PRC2

A
‘ . o
EZH2 GoA ‘
Transkripcija
me me me / me me me me me € nevyksta

H3K27

H3K9 H3K9 u ’——1

EGCG/
BIX-01294

Transkripcija
vyksta

4 pav. EGCG ir BIX-01294 poveikis Giminés promielocitinés leukemijos lasteliy
chromatino remodeliavimui: nustatytas histono modifikacijy H3K9me2 ir
H3K9me3, PRC2 komplekso, HPla, DNMTI1, HDAC geny/baltymy raiskos
sumaz¢jimas, taip sukeliant heterochromatino dekondensacija ir vézj slopinanciy
geny transkripcijos aktyvacija (pagal 1-3 ir 2-3 publikacijas bei Savickiene et al.,
2014a).

Nors parodéme, kad paveikus UPL lasteles EGCG, sumazéjo HDACI ir
HDAC2 raiska, Western blot metodu jverting histony modifikacijy
H4hiperAc ir H3K14Ac kiekius, ryskiy histony acetilinimo pokyCiy
nenustatéme (1 publikacija 4A pav.). Atlike¢ chromatino imunoissodinima,
naudodami antikiinus prie§ H4hiperAc ir H3K14Ac, jvertinome Siy histony
saveika su PRC2 komplekso geny (EZH2, SUZI2 ir EED) bei su
diferenciacija ir lgstelés ciklo reguliacija susijusiy geny (p27, PCAF,
CEBPA ir CEBPE) promotoriais po poveikio EGCG NB4 Igstelése. Didesnis

geny promotoriniy sri¢iy acetilinimas siejamas su aktyvesne geny raiska.
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Buvo parodyta, kad po poveikio EGCG sumazgjo hiperacetilinto H4 ir
acetilinto H3K14 sgveiky su PRC2 komplekso komponentus koduojanciy
geny EZH2, SUZI2 ir EED promotorinémis sritimis. Taciau pagauséjo $iy
histony modifikacijy saveiky su p27, PCAF, CEBPA ir CEBPE
promotorinémis sritimis (1 publikacija, 4B pav.). Taigi chromatino
imunoi$sodinimo rezultatai koreliuoja su auks¢iau aprasSytais geny raiSkos
poky¢iais. Apibendrinant, EGCG kaip epigenetinis agentas galéty bati
naudingas timinés promielocitinés leukemijos terapijoje. Tuo tarpu BIX-
01294 su veézio slopinimu susijes epigenetinis poveikis parodytas ir Giminés
promielocitinés, ir 1étinés mieloidinés leukemijy lasteliy linijose. EGCG ir
BIX-01294 sukelty epigenetiniy poky¢iy schema pateikta 4-ame paveiksle,
taip pat iy agenty sukelti epigenetiniai pokyciai apibendrinti 2-oje lentel¢je.

2 lentele. EGCG ir BIX-01294 sukelti epigenetiniy reguliatoriy bei histony
modifikacijy lygio poky¢iai. UPL — iminé promielocitiné leukemija; LML — létiné
mieloidiné leukemija; pasvirasis tekstas — geno pavadinimas; nepasvirasis tekstas —
baltymo pavadinimas; | arba 1 — raiskos ar sgveikos sumazéjimas arba padidéjimas
po poveikio (pagal 1-3 ir 2-3 publikacijas).

EGCG BIX-01294
= EZH2|,EZH2|, SUZI2|,SUZ12|, EED|. | = EZH2|,
) = DNMTI|, DNMT1|, Hpla|, H3K9me3. SUZ12|.
UPL * G94|, H3K9me2|. * DNMT1},
(NB4 /HL60 | = HDACI|, HDAC2|. Hplal,
lgsteliy linijos) | ® H4hiperAc, H3K14Ac: H3K9me3|.

sgveika su EZH2, SUZI12, EED |,
saveika su p27, PCAF, CEBPA, CEBPE 1.

LML = DNMT1J, Hpla?. = EZH2|,
(K562 lasteliy . ]S)II{I%\/}%h
linija) ot

2. Kombinuotos epigenetinés terapijos su HDAC ir HMT slopikliais
poveikio UPL lasteléms jvertinimas

Kaip minéta, tminei promielocitinei leukemijai budingas dél
chromosominés translokacijos susidargs sulietas PML-RARo baltymas
(Kakizuka et al., 1991). Sis baltymas jungiasi prie DNR, multimerizuojasi
per PML domeng ir pritraukia kitus partnerius taip suformuodamas didelj
slopinant] baltymy kompleksg. Tarp pritraukty baltymy yra ir jvairiy

24



chromatino reguliatoriy — histony deacetilaziy (HDAC), histony
metiltransferaziy (HMT), DNR metiltransferaziy (DNMT), Polycomb
slopinanciy kompleksy 1 ir 2 (PRC1, PRC2) ir t.t. (Arteaga et al., 2015) (5
pav. A). Todé¢l kombinuota terapija, nukreipta ne tik pries PML-RARGa, bet ir
pries kitus slopinanéio komplekso narius, pavyzdziui, HDAC ir HMT, galéty
pagerinti standartinés UPL terapijos efektyvuma (5 pav. B).

A -
[
SUV39H1 ™

Diferenciacijos geny
transkripcija
nevyksta

Retinoiné ragstis + 3-Deazaneplanocinas A + Belinostatas

| 1 1L

R EZH2  SUV39H1 .

5 pav. Epigenetinés terapijos veikimo schema. A) Uminés promielocitinés
leukemijos Iastelése sulietas PML-RARa baltymas jungiasi prie DNR ties RARE
promotoriumi ir pritraukia jvairius transkripcija slopinancius epigenetinius
reguliatorius:  Polycomb slopinancius kompleksus (PRC), histony deacetilazes
(HDAC), histony metiltransferazes (pavyzdziui, SUV39H1), DNR metiltransferazes
(DNMT). Taip susiformuoja didelis baltymy kompleksas, kuris slopina su
diferenciacija susijusiy geny raiskg (pagal Arteaga et al., 2015). B) Standartinj UPL
gydymo protokola (retinoiné riig§tis + idarubicinas) papildzius HMT slopikliu 3-
deazaneplanocinu A bei histony deacetilaziy slopikliu belinostatu, efektyviai
slopinami PML-RARa suformuoto komplekso baltymai ir taip pagerinamas
standartinés UPL terapijos efektyvumas.

Kaip zinia, PML-RARa baltymg efektyviai veikia ir standartiSkai
gydymui yra naudojama retinoiné riigstis. Kaip HDAC slopiklj pasirinkome
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belinostatg, kuris Maisto ir vaisty administracijos (angl. Food and Drug
Administration, FDA) 2014 metais yra patvirtintas pasikartojusios ar
atsparios T lgsteliy limfomos gydymui (O’Connor et al., 2015). Kitas tirtas
agentas 3-Deazaneplanocinas A yra nuo S-adenozil-L-metionino
priklausomy histony metiltransferaziy, tarp jy ir EZH2, slopiklis.
Ikiklinikiniy tyrimy metu yra parodyta, kad jis geba slopinti lasteliy
proliferacijg bei sukelti apoptozg jvairiy tipy vézinése lastelése (Gaudichon
et al., 2014; Shen et al., 2015). Siame darbe jvertinome, 3-deazaneplanocino
A ir belinostato kombinacijos su standartiSkai gydymui naudojamais
agentais (retinoine riigS§timi ir idarubicinu) poveikj in vitro (Iasteliy linijoms
NB4 ir HL60) bei ex vivo (UPL paciento promielocitams, turintiems PML-
RARA translokacija).

2.1. Kombinuoto agenty poveikio UPL lgsteléms analizé

AnksCiau miisy tyrimy grupé parodé, kad epigenetiniai slopikliai 3-
deazaneplanocinas A ir belinostatas kombinacijoje su retinoine riigStimi (be
idarubicino) slopino UPL lasteliy proliferacija, sukélé apoptoze, pagerino
granulociting diferenciacijg ir sukélé¢ chromatino persitvarkyma in vitro
(Valiuliene et al., 2017). Be to, tiriant ksenograftiniy peliy modelius, buvo
parodyta, kad tokia kombinuota terapija prailgino UPL ksenograftiniy peliy
iSgyvenimo trukme ir apsaugojo nuo auglio susiformavimo (Valiuliene et al.,
2016). Siame tyrime i§ UPL paciento, turinéio PML-RARA translokacija,
kauly Ciulpy lasteliy buvo isskirtos baltosios vienbranduolés lastelés (apie 70
% jy sudaré nesubrende promielocitai). NB4 ir HL60 lgsteliy linijos bei UPL
paciento leukeminés lgstelés buvo veiktos 1 pM retinoinés riigsties, 2 nM
arba 8 nM idarubicino, 0,5 pM 3-deazaneplanocino A ir 0,2 uM belinostato
skirtingomis kombinacijomis 72 val. [vertinome $iy kombinacijy poveikj
UPL paciento leukeminéms lgsteléms ir UPL Igsteliy linijoms, t. y. jy
proliferacijai, Igstelés ciklui, apoptozei, granulocitinei diferenciacijai ir
metaboliniam aktyvumui.

Tripano mélio testu nustatéme, kad 3-deazaneplanocinas A ir belinostatas
sustiprino standartiskai gydymui naudojamy agenty (retinoinés rigsties ir
idarubicino) poveikj tiek tirty lasteliy linijy, tiek paciento Iasteliy
proliferacijos ir gyvybingumo slopinimui (3 publikacija, 1A pav.).
Idarubicinas slopina DNR topoizomerazg¢ 11, todél sutrikdo DNR sinteze ir
sustabdo lastelés cikla G2 fazéje (Hollingshead ir Faulds, 1991). Tuo tarpu,
retinoiné rugstis, belinostatas ir 3-deazaneplanocinas A sukelia Iasteliy
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kaupimasi GO/G1 fazgje (Pan et al., 2016; Savickiene et al., 2014b). Ivertine
standartiniu propidzio jodido testu, parodéme, kad retinoinés ragsties,
belinostato ir 3-deazaneplanocino A kombinacija su mazesne idarubicino
doze (2 nM) sukélé NB4 ir HL60 Iasteliy ciklo stabdyma GO/G1 fazéje,
tac¢iau naudojant didesn¢ idarubicino doze HL60 Iastelése jau po 24 val.
stebimas ciklo stabdymas G2 fazéje (3 publikacija, 2A pav.). Lastelés ciklo
slopikliy ATM, p21, p27 ir Rb bei lastelés ciklo aktyviklio CCNE2 geny
raiSkos analizé¢ AT-kPGR metodu patvirtino Siuos atradimus (3 publikacija,
2B pav.). Tirty geny dalyvavimas lastelés ciklo reguliacijoje pavaizduotas 2-
ame paveiksle.

Remdamiesi Western blot metodu nustatytais su apoptoze susijusiy
baltymy BCL-2 ir BAX raiskos poky¢iais ir kaspazés-3 aktyvacija bei
aneksino V / propidzio jodido dazymo metodu, galime teigti, kad nauja miisy
sitloma kombinacija (retinoiné riigstis + idarubicinas + belinostatas + 3-
deazaneplanocinas A) suintensyvino apoptozés procesa (3 publikacija, 1B,
1C ir 4 pav.). Daugelio mokslininky yra parodyta, kad 3-deazaneplanocinas
A slopina jvairiy tipy véziniy lasteliy proliferacijg bei sukelia apoptoze.
Pavyzdziui, vienoje i$ studijy parodyta, kad Sis HMT slopiklis slopino
storosios zarnos vézio lasteliy augimg ir apoptozg, sukélé senéjimg ir pakeite
su lastelés ciklu susijusiy baltymy lygj (Sha et al., 2015). Kito tyrimo metu
3-deazaneplanocinas A slopino periferiniy nervy dangalo véziniy lgsteliy
proliferacijg ir iS§gyvenamuma pelés ksenograftiniuose modeliuose in vivo (P.
Zhang et al., 2015). Belinostatas taip pat slopino lasteliy proliferacijg ir
sukélé apoptoze jvairiy tipy Zmogaus vézinése lgstelése, tarp jy ir UPL
lasteliy linijjose NB4 ir HL60, kaip parodyta ankstesniais miisy grupés
tyrimais (Savickiene et al., 2014b).

Nitro tetrazolo melio testu parodéme, kad naujai sitloma kombinacija
(retinoiné riigStis + idarubicinas + belinostatas + 3-deazaneplanocinas A),
lyginant su standartiskai terapijoje naudojamais agentais (retinoiné riigstis +
idarubicinas), paspartino UPL paciento Igsteliy granulocitine diferenciacija,
NB4 ir HL60 Igsteliy diferenciacijos intensyvumas buvo panaSus po visy
tirty kombinacijy su retinoine riig§timi. Tai patvirtino ir AT-kPGR metodu
nustatyta padidéjusi su diferenciacija susijusiy geny CEBPE ir PPARG
raiSka (3 publikacija, 3 pav.). Taip pat, paveikus NB4 lasteles retinoinés
rugsties, idarubicino, 3-deazaneplanocino A ir belinostato kombinacija,
nustatytas oksidacinio fosforilinimo ir glikolizés intensyvumo slopinimas (3
publikacija, 1D pav.). Taigi praturtinus standartiskai UPL gydymui
naudojamg retinoinés ragsties ir idarubicino kombinacijg epigenetiniais
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slopikliais 3-deazaneplanocinu A ir belinostatu, nustatyta, kad tiek in vitro
(Iasteliy linijose NB4 ir HL60), tiek ex vivo (UPL paciento lgstelése) buvo
sustiprintas prieSvézinis kombinacijos poveikis — labiau nuslopinta
proliferacija, stabdytas lgstelés ciklas, suintensyvinta apoptoze, indukuota
granulocitiné diferenciacija bei nuslopintas metabolinis aktyvumas (6 pav.).

Didesnis proliferacijos slopinimas
In vitro

NB4 ir HL60 lgsteliy linijos Retinoiné ragstis Stipresné apoptozés indukcija
= _|_ Idarubicinas P .
) Ex vivo 3-Deazaneplanocinas A Granulocitinés lasteliy
Paciento su PML-RARA Belinostatas diferenciacijos indukcija

translokacija kauly ¢iulpy

meginys diagnozés metu Labiau nuslopintas metabolizmas

6 pav. Standartinés UPL terapijos agenty (retinoinés rigsties ir idarubicino)
kombinacija su epigenetiniais agentais (belinostatu ir 3-deazaneplanocinu A)
sustiprina  standartinés terapijos poveikj Uminés promielocitinés leukemijos
lasteléms (pagal 3-Cig publikacija).

2.2. Kombinuotas agenty poveikis sukelia epigenetinius pokycius
leukeminése Igstelése

HDAC slopikliai yra placiai tiriami jvairiy sutrikimy gydymui, tokiy kaip
vézys, neurodegeneraciniai sutrikimai, imuninés sistemos sutrikimai ir t.t.
(Hull et al., 2016). Kai kurie HDAC slopikliai jau yra patvirtinti kaip vaistai
(vorinostatas, belinostatas, panobinostatas, romidepsinas ir kt.) (Eckschlager
et al., 2017). Tyrimais pademonstruota, kad Zemas acetilinimo lygis
koreliuoja su blogesne véziniy susirgimy prognoze (Glozak ir Seto, 2007).
HMT fermentai yra maziau istirti, taiau Zinoma, kad iSreguliuota jy veikla
taip pat yra laikoma vézio zymeniu. Taigi HMT taip pat yra perspektyviis
vaisty taikiniai, o jy slopikliai yra verti démesio, ieSkant naujy leukemijos
gydymo biidy (Chopra ir Bohlander, 2015). Parodyta, kad tieck HDAC, tiek
HMT dalyvauja lastelés proliferacijos, diferenciacijos ir kt. lastelés likimg
nulemianciuose procesuose (Eckschlager et al., 2017; Suzuki et al., 2013).
Tuo jsitikinome ir mes, kai standartikai UPL leukemijos terapijoje
naudojamy agenty (retinoiné riigStis + idarubicinas) poveik] papildéme
HDAC slopikliu belinostatu bei HMT slopikliu 3-deazaneplanocinu A ir
paveikéme UPL lasteliy linijas (NB4, HL60) ir UPL paciento Iasteles:
sustipréjo proliferacijos slopinimas ir apoptozés indukcija, o tirto UPL
paciento atveju ir diferenciacija.
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Ivairiy terapiniy agenty kombinavimas daznai turi sinergistinj arba
papildantj poveikj. Todél epigenetiniai agentai daznai biina naudojami su
kitokiu poveikiu pasizyminciais agentais (Eckschlager et al., 2017). Buvo
parodyta, kad 3-deazaneplanocino A (HMT slopiklio) ir vorinostato (HDAC
slopiklio) kombinacija turéjo sinergistinj poveikj nesmulkiy Iasteliy plauciy
karcinomos lgsteléms; tai gali biiti paaiSkinta tuo, kad HDAC aktyvumas yra
reikalingas histony metiltransferazés EZH2 sukeltam transkripcijos
slopinimui (EZH2 sgveikauja su HDAC per kita PRC2 baltyma EED)
(Takashina et al., 2016). Taip pat nustatyta, kad 3-deazaneplanocino A ir
panobinostato (HDAC slopiklio) kombinacija efektyvesné nei pavieniai
poveikiai tiriant Gminés mieloidinés leukemijos atsakg peliy modeliuose
(Fiskus et al., 2009). Anks¢iau miisy moksliné grupé parodé, kad 3-
deazaneplanocinas A ir belinostatas papildé retinoinés riigsties poveikj UPL
in vitro ir in vivo (Valiuliene et al., 2016, 2017). Kaip jau minéta, Siame
tyrime parodéme, kad standartiSkai terapijoje naudojamy agenty — retinoinés
rigSties ir idarubicino — kombinacija papildzius Siais epigenetiniais
slopikliais (belinostatu ir 3-deazaneplanocinu A), sukeltas stipresnis poveikis
in vitro ir ex vivo.

Siekdami parodyti, kad tirti epigenetiniai slopikliai sukélé chromatino
persitvarkyma, Western blot metodu jvertinome histony H3K14 ir H4
acetilinimo bei H3K27 metilinimo pokyc¢ius po poveikiy jvairiomis 3-
deazaneplanocino A, belinostato, retinoinés riigSties ir idarubicino
kombinacijomis UPL paciento ir NB4 bei HL60 lgstelése. Nors histony
modifikacijos H3K27me3 lygio sumaz¢jimo nenustatéme, taciau H3K14 ir
H4 histony acetilinimas Zenkliai padidéjo po poveikio su standartiskai UPL
terapijoje naudojamy agenty ir epigenetiniy slopikliy kombinacija (3
publikacija, 4 pav.). Taigi HMT slopiklis 3-deazaneplanocinas A ir HDAC
slopiklis belinostatas, sukeldami chromatino persitvarkymag, sustiprino
retinoinés riigsties ir idarubicino poveikj UPL lgsteléms.

3. Chemoterapijai atspariy UML lgsteliy metabolizmo moduliavimo
tyrimai

Be epigenetiniy moduliatoriy, Siame darbe taip pat tyréme ir metabolizmo

moduliatoriy poveikj iminés mieloidinés leukemijos lasteléms. Kitaip nei

jau aptarti iminés promielocitinés ir 1étinés mieloidinés leukemijy atvejai,

iminé mieloidiné leukemija yra itin heterogeniska liga, neturi vienos
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konkrecios mutacijos ar chromosomy aberacijos (Arber et al., 2016). Todél
standartinis jos gydymo buidas yra nespecifiné chemoterapija (Juliusson ir
Hough, 2016), kurios veiksmingumas, deja, nepakankamas ir gana nemaza
dalis pacienty yra atspariis pirminiam gydymui arba tampa atsparis
pakartotiniam gydymui (Zebisch et al., 2016). Kadangi buvo parodyta, kad
gydymui atsparios UML lgstelés pasizymi intensyvesniu oksidaciniu
fosforilinimu (Farge et al., 2017), Siame tyrime mes jvertinome oksidacinio
fosforilinimo slopikliy metformino ir atovakvono poveikj gydymui atspariy
UML pacienty lasteléms ex vivo.

Metforminas yra placiai naudojamas kaip vaistas nuo cukrinio diabeto.
Yra parodyta, kad jis turi prieSvéziniy savybiy, bet néra toksiSkas
normaliems audiniams (Weinberg ir Chandel, 2015). Metforminas slopina
mitochondrijy elektrony pernasos grandinés I kompleksa (Wheaton et al.,
2014). Atovakvonas yra antimaliarinis vaistas, labai gerai organizmo
toleruojamas oksidacinio fosforilinimo slopiklis. Atovakvonas veikia kaip
ubikvinono analogas ir taip slopina elektrony pernasos grandinés III
komplekso aktyvumg. Tiriant véziniy lasteliy linijas, parodyta, kad
atovakvonas galimai pasizymi priesvézinémis savybémis (Fiorillo et al.,
2016).

3.1. Gydymui atspariy UML pacienty lasteliy energetinés biiklés analizé
bei jos moduliavimas oksidacinio fosforilinimo slopikliais

Siekiant jvertinti gydymui atspariy UML pacienty lgsteliy energetine biikle,
i§ periferinio pacienty bei sveiky donory kraujo buvo isskirtos baltosios
vienbranduolés lgstelés. Jy mitochondrinio kvépavimo (deguonies
suvartojimo) ir glikolizés (ekstralgstelinio rfig§téjimo) intensyvumas
nustatytas Agilent Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer aparatu.
Jvertinus 12-os gydymui atspariy UML pacienty ir 2-y sveiky donory Igsteliy
metabolinj aktyvuma, nustatyta, kad daugumos tirty pacienty lasteliy
energetiné buklé yra panaSi kaip ir sveiky donory, i§skyrus 2-y pacienty
lastelése nustatytas aukstesnis glikolizés lygis bei kity 2-y — intensyvesnis
oksidacinis fosforilinimas (4 publikacija, 1A pav.). Taigi skirtingy gydymui
atspariy UML pacienty leukeminés lgstelés pasizymi skirtingu metaboliniu
aktyvumu.

Svarbu suprasti, kokig jtaka lasteliy metabolizmo skirtumai turi gydymo
efektyvumui, todél skirtingo energetinio biivio Igsteles (pasiZymincias
auksStesniu  oksidacinio fosforilinimo lygiu / intensyvesne glikolize /
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santykinai Zemesniu metaboliniu aktyvumu) paveikéme oksidacinio
fosforilinimo slopikliais metforminu ir atovakvonu bei jy kombinacijomis su
chemoterapiniu agentu citarabinu (citozino analogas) ir apoptoze
indukuojanciu agentu venetoclax (BCL-2 slopiklis). Naudoty agenty
koncentracijos pasirinktos pagal literatiros duomenis bei remiantis
ankstesniais eksperimentais su leukeminiy lgsteliy linijomis. Oksidacinio
fosforilinimo slopikliy kombinacijos buvo pasirinktos su citarabinu ir
venetoclax, nes citarabinas yra placiai naudojamas ir gana efektyvus gydant
UML (Chhikara ir Parang, 2010), o BCL-2 slopiklis venetoclax klinikiniuose
UML gydymo tyrimuose neseniai buvo parodytas kaip itin naudingas kartu
su standartinémis terapijomis (Wei ir Tiong, 2017).

Yra parodyta, kad atovakvonas reikSmingai slopino oksidacinj
fosforilinimg jvairiy tipy véziniy lasteliy linijose (Ashton et al., 2016). Daug
zadantys rezultatai gauti atovakvong kombinuojant su radioterapija
hipofaringinés karcinomos ir storosios Zzarnos vézio gydyme peliy
modeliuose in vivo, taip pat naudojant kartu su doksorubicinu ir veikiant
skydliaukés vézio lasteles in vitro (Ashton et al., 2016; Lv et al., 2018). Vis
délto, miisy tyrimuose atovakvonas didelio poveikio gydymui atspariy
pacienty UML lgsteliy oksidacinio fosforilinimo slopinimui neturéjo. Tuo
tarpu metforminas §iy lasteliy oksidacinj fosforilinimg sékmingai nuslopino,
o metformino kombinacija su citarabinu ir venetoclax slopinantj poveikj dar
sustiprino (4 publikacija, 1B pav.). Ivairios epidemiologinés studijos rodo,
kad metforminas gali apsaugoti nuo jvairiy véziniy susirgimy, tokiy kaip
kriities, plauciy, gaubtinés ir tiesiosios zarnos vézio. Vis délto yra parodyta,
kad metforminas néra pakankamas kaip monoterapinis agentas, taigi
ieskoma efektyviausiy jo kombinacijy su Kkitais terapiniais agentais (Zhang ir
Guo, 2016). Viename i§ tokiy tyrimy parodyta, kad metforminas
sinergistiSkai  veiké kombinacijoje su chemoterapiniais agentais
paklitakseliu, karboplatinu ir doksorubicinu (Iliopoulos et al., 2011).
Remdamiesi S§iais tyrimais, mes tyréme ne tik metformino bet ir jo
kombinacijos su citarabinu ir venetoclax poveikj UML lgsteliy
molekuliniams pokyc¢iams.

3.2. Molekuliniai poky¢iai gydymui atspariy UML pacienty Igstelése
paveikus metabolizmo moduliatoriais

Gydymui atspariy UML pacienty Igsteles paveikus atovakvonu, metforminu
ir jy kombinacijomis su citarabinu ir venetoclax, jvertinta lasteliy
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proliferacija tripano mélio testu po 24 ir 72 val. ISanalizavome lastelés ciklo
slopikliy p53, p21, Rb ir lastelés ciklo aktyviklio CCNA2 (koduoja cikling
A2) geny raiskg AT-kPGR metodu. Poveikiai cheminiais agentais neturéjo
didelés jtakos lasteliy proliferacijai, taciau buvo nustatytas didesnis
proliferacijos slopinimas po 24 val. poveikio to paciento lgsteléms, kuriy
pradinis oksidacinis fosforilinimas buvo didziausias (4 publikacija, 2 pav.).
Su Iastelés ciklu susijusiy geny p33, p21, Rb, CCNA2 raiskos poky¢iai taip
pat nebuvo dideli. Didesni geny raiskos pokyciai nustatyti ty pacienty
lastelése, kuriy pradinis oksidacinis fosforilinimas buvo didesnis . [zvelgti
skirtumai tarp skirtingu oksidacinio fosforilinimo intensyvumu pasizyminciy
lasteliy néra statistiSkai patikimi, todél reikalingos platesnés studijos su
daugiau tiriamyjy.

3 lentelé. Su metabolizmu susij¢ vidulasteliniai keliai, pakit¢ po gydymui atspariy
UML pacienty lgsteliy poveikiy su metforminu (Met) bei metformino kombinacija
su citarabinu ir venetoclax (MCV) (pagal 4-3 publikacija).

Met MCV
KEGG 2016 keliai Pacientas Pacientas

1 2 4 1 2 4
Anglies metabolizmas + + + + + +
Glikoliz¢ / Gliukoneogeneze + + + + + +
Aminortgsc¢iy biosintezé + + + + +
Apoptoze 4 I I + +
Rapl signalinis kelias + + + +
Piruvato metabolizmas A + + +
Pentoziy fosfaty kelias + + + + +
Gliukagono signalinis kelias + + +
Lastelés ciklas + + +
Riebaly riigsciy metabolizmas +
Krebso ciklas +

Lastelés proteomo analizei pasitelktas skys¢iy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodas. Po poveikio metforminu bei jo kombinacija su
citarabinu ir venetoclax trijy pacienty baltymy lygio poky¢ius analizavome
Enrichr analizés jrankiu. Parodéme, kad paveikus leukemines lasteles
metforminu visy tirty gydymui atspariy UML pacienty Igstelése buvo sukelti
metaboliniuose keliuose dalyvaujanciy baltymy lygio pokyciai. Metformino
kombinacija su citarabinu ir venetoclax sustiprino §j efekta — statistiskai
svarblis pokyc€iai paliet¢é dar daugiau vidulgsteliniy molekuliniy keliy.
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Daugiausiai metaboliniy keliy buvo moduliuota to paciento lgstelése, kurios
pasizyméjo intensyviausiu oksidaciniu fosforilinimu (3 lentel¢).

Po poveikio metformino, citarabino ir venetoclax kombinacija
iSanalizave, kokiy konkreCiy baltymy lygis pasikeit¢ visy trijy pacienty
lastelése, taip pat nustatétme su metabolizmu, apoptoze, lastelés ciklu
susijusiy baltymy lygio pokycius (4 publikacija, 3 pav.). Pavyzdziui, po
lasteliy poveikiy nustatyta sumazéjusi 14-3-3 baltymy YWHAB, YWHAE,
YWHAZ raiska. Sie baltymai dalyvauja lasteliy proliferacijos, epitelinés-
mezenchiminés tranzicijos ir lgsteliy migracijos procesuose (Wu et al,
2015). Jie laikomi galimais taikiniais gydant kepeny karcinomos, krities ir
kity tipy vézinius susirgimus (Wu et al., 2015; Zhu et al., 2018).
Kalmodulino (CALM), katepsino D (CDSD) ir a-tubulino baltymy lygis po
poveikio taip pat sumazéjo. Kalmodulinas dalyvauja signaliniuose keliuose,
susijusiuose su proliferacija ir diferenciacija. Yra parodyta, kad kalmodulino
antagonistai sukelia jvairiy tipy véziniy lgsteliy apoptoze (Yuan et al., 2015).
Katepsinas D yra apoptozés keliy reguliatorius; mokslininkai kuria katepsino
D slopiklius kriities vézio gydymui (Anantaraju et al., 2016). Taip pat yra
sékmingy prieSvéziniy preparaty, kurie suardo mikrovamzdelius ir taip
sustabdo Igstelés cikla bei sukelia apoptoze (Bates ir Eastman, 2017). Taigi
UML lgsteles paveikus oksidacinio fosforilinimo slopiklio metformino,
citarabino ir venetoclax kombinacija nustatyti proteomo poky¢iai gydymui
atspariy UML pacienty leukeminése lgstelése gali biti naudingi mieloidinés
leukemijos gydyme.

4. Apibendrinimas

Siame darbe tyréme epigenetiniy ir metaboliniy moduliatoriy poveikj
mieloidinés leukemijos lasteliy molekuliniams procesams in vitro (lasteliy
linijy tyrimai) ir ex vivo (pacienty leukeminiy lgsteliy tyrimai). [vertinome
epigenetiniy modifikatoriy EGCG (nattralaus placiu veikimu pasizymincio
agento) ir BIX-01294 (sintetinio EHMT2/G9A histony metiltransferazés
slopiklio) kaip monoterapiniy agenty poveikj TGminés promielocitinés
leukemijos ir 1étinés mieloidinés leukemijos lgsteléms in vitro. Parodéme,
kad abu Sie agentai sékmingai slopino mieloidinés leukemijos lasteliy
proliferacijg ir stabdé lgstelés cikla — UPL Igstelés buvo jautresnés jy
poveikiams nei LML Iastelés. Be to, EGCG ir BIX-01294 sukélé UPL
lasteliy apoptozg, tuo tarpu létinés mieloidinés leukemijos K562 lastelés
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iSliko apoptozei atsparios. Nepaisant to, parodéme, kad EGCG galéty buti
naudingas mieloidinés leukemijos terapijoje kaip lastelinj senéjimg
sukeliantis agentas. Be to, jis sukelia su vézio slopinimu susijusius histony
modifikacijy bei epigenetiniy reguliatoriy baltymy lygio poky¢ius UPL
lastelése (histono modifikacijy H3K9me2 ir H3K9me3 sumazéjima, PRC2,
HPla, DNMTI1, HDACI1/2 baltymy/geny raiskos sumazéjimg bei histony
modifikacijy H3K14Ac ir H4hiperAc persitvarkyma chromatine). BIX-
01294, nors nesukelia lagsteliy senéjimo proceso, bet sukelia epigenetiniy
reguliatoriy PRC2, Hpla, DNMTI baltymy lygio sumazéjima tiek UPL, tiek
LML Igstelése. Taigi EGCG ir BIX-01294 galéty biti naudingi vystant
naujas micloidinés leukemijos gydymo strategijas.

Taip pat nustatéme, kad papildzius standarting UPL terapijg (retinoiné
rugstis + idarubicinas) epigenetiniais moduliatoriais 3-deazaneplanocinu A
(HMT slopikliu) bei belinostatu (HDAC slopikliu), sukeltas stipresnis
leukeminiy lgsteliy atsakas in vitro ir ex vivo. Parodéme, kad buvo sukeltas
chromatino persitvarkymas, susijes su sustipréjusia transkripcija, kas gali
salygoti leukemijos gydymui svarbiy geny raiskos padidéjimg. Stipresnis
UPL lasteliy atsakas j epigenetiniais agentais praturtintg terapija pasireiské
labiau nuslopinta lgsteliy proliferacija, stipriau indukuota apoptoze, labiau
nuslopintu  metaboliniu  aktyvumu bei  paspartinta  granulocitine
diferenciacija. Taip pat parodéme, kad skirtingi eksperimentiniai modeliai —
NB4 ir HL60 lgsteliy linijos (in vitro) bei UPL paciento leukeminés lastelés
(ex vivo) — pasizymi panaSiu jautrumu epigenetiniais agentais praturtintam
poveikiui.

Istyr¢ metaboliniy moduliatoriy metformino ir atovakvono poveikj
gydymui atspariy UML pacienty lgsteléms, nustatéme, kad misy tyrime
metforminas efektyviau slopino lgsteliy oksidacini fosforilinima nei
atovakvonas. Atlike proteomo analize, parodéme kad metforminas
moduliavo metaboliniuose keliuose dalyvaujanciy baltymy lygj. Metformino
kombinacija su citarabinu ir venetoclax sustiprino §j poveikj, taciau turéjo
nezymig jtaka gydymui atspariy UML pacienty lgsteliy proliferacijai. Taigi
oksidacinio fosforilinimo slopinimas sukélé su véziniy procesy slopinimu
susijusius  molekulinius  pokycius, tadiau jie nebuvo pakankami
chemoterapijai atspariy UML pacienty gydymui. Remiantis gautais
rezultatais yra tikslinga vykdyti tolesnius tyrimus ieSkant naujy efektyviy
terapiniy agenty kombinacijy. Pavyzdziui, oksidacinio fosforilinimo
slopikliai galéty sinergistiskai veikti su glikolizés slopikliais. Taciau
glikolizés ir oksidacinio fosforilinimo slopinimo kombinavimas gali biiti per
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daug toksiskas organizmui (Weinberg ir Chandel, 2015). Taip pat galimai
efektyvus poveikis terapijai galéty buti oksidacinio fosforilinimo slopikliy
kombinacijos su epigenetiniais modifikatoriais.

Neaktyvus
chromatinas

Mieloidinés leukemijos Igstelé & S

Epigenetiniai moduliatoriai Oksidacinio fosforilinimo slopikliai Kiti agentai
EGCG (DNMT ir HDAC slopiklis) . Venetoclax (BCL-2 slopiklis)
BIX-01294 (GOA HMT slopiklis) Metforminas

Retinoiné ragstis
Idarubicinas (antraciklinas)
Citarabinas (citozino analogas)

3-Deazaneplanocinas A (HMT slopiklis) Atovakvonas
Belinostatas (HDAC slopiklis)

Sukelia epigenetinius pokyc¢ius

( « C Slabdeliaziolssieiity Slopina proliferacija 1su
{ 1) \ <‘ ; M\ ir gyvybinguma e
L V) )| S5Y) ) &5Y) ) |&5Y) ) /=N ‘G2 i

R B =
Aktyvus chromatinas S

EZH2|, SUZ12|, EED|, Sukelia diferenciacij

DNMT1|, Hp1a|, H3K9me3|, H3K9me2|, PCAF?, p211, p271, pRbt, 1a

HDAC1|, HDAC2|, G9A|, CCNA2|, CCNE2|,

NBT testas,

PropidZio jodido testas CEBPE?, PPARG?

H4hiperAc, H3K14Ac:
saveika su EZH2, SUZ12, EED |;
sgveika su p27, PCAF, CEBPA, CEBPE 1 Sukelia

apoptoze @ - Sukelia lastelinj = 27 3
ol senéjima a)\,y) »
Sukelia Aneksino V/ Propidzio ATM?, fosfo-ATM1, fosfo-H2AX?,
metabolinius jodido testas, HMGA21,
pokyéius 5 BCL-2|, BAX, Su sengjimu susijusios
Kaspazés-3 aktyvacija B-galaktozidazés aktyvumas?

Moduliavo metabolinius kelius

7 pav. Mieloidinés leukemijos lasteliy atsakas j tyrimuose naudotus poveikius.

Apibendrinant, patikrinti cheminiai moduliatoriai ir jy kombinacijos yra
efektyvios sukeliant prieSvézinius molekulinius pokycius mieloidinés
leukemijos lastelése. Taciau dél skirtingy pakitimy vézinése lastelése,
kiekvienam pacientui reikalinga individualiai pritaikyta terapija. Gauty
tyrimy rezultatus apibendrinanti schema pateikta 7-ame paveiksle.
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ISVADOS

1. Pla¢iu veikimu pasizymintis zaliojoje arbatoje randamas polifenolis
EGCG slopina tminés promielocitinés leukemijos ir létinés mieloidinés
leukemijos lasteliy proliferacija, stabdo lgstelés cikla GO/G1 fazéje, sukelia
lastelinj sen¢jimg; taip pat indukuoja Giminés promielocitinés leukemijos
lasteliy apoptoze¢ bei su véziniy procesy slopinimu susijusius histony
modifikacijy ir epigenetiniy reguliatoriy lygio pokyc¢ius (histono
modifikacijy H3K9me2 ir H3K9me3 sumazéjima, PRC2, HP1a, DNMT]I,
HDACI1/2 baltymy/geny raiSkos sumazéjimg bei histony modifikacijy
H3K14Ac ir H4hiperAc persitvarkyma chromatine) in vitro.

2. EHMT2/G9A histony metiltransferazés slopiklis BIX-01294 stabdo
proliferacija bei lastelés cikla, sukelia su véziniy procesy slopinimu susijusi
epigenetiniy reguliatoriy PRC2, Hpla, DNMTI1 lygio sumaZzéjimg Giminés
promielocitinés leukemijos ir 1étinés mieloidinés leukemijos Igstelése bei
indukuoja apoptoze timinés promielocitinés leukemijos lastelése in vitro.

3. Histony metiltransferaziy slopiklis 3-deazaneplanocinas A ir histony
deacetilaziy slopiklis belinostatas sustiprina standartinés terapijos (retinoinés
rigsties ir idarubicino) poveikj iminés promielocitinés leukemijos lasteléms
in vitro ir ex vivo: sukeldami chromatino persitvarkyma Sie epigenetiniai
moduliatoriai padeda nuslopinti lgsteliy proliferacijg, stipriau indukuoti
apoptoze bei paspartina granulociting diferenciacija.

4. Oksidacinio fosforilinimo slopiklis metforminas nei vienas, nei
kombinacijoje su citozino analogu citarabinu bei apoptozés sukéléju
venetoclax neturi zymaus poveikio gydymui atspariy iminés mieloidinés
leukemijos pacienty lasteliy proliferacijai, taciau jis sukelia metaboliniuose
keliuose, apoptozéje, lastelés cikle dalyvaujanciy baltymy lygio pokycius ex
vivo, kurie gali biiti naudingi taikant kombinuotg gydyma su kitais terapijos
budais.
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SUMMARY

Genetic and epigenetic alterations in hematopoietic cells cause blood
cancer — leukemia. Leukemia could be divided into myeloid and lymphoid
depending on the hematopoietic linage it targets. Also, leukemia can be
acute (rapidly progressing) and chronic (slowly progressing) (Martinez-
Climent et al., 2006). In this study, we concentrated on myeloid leukemia,
which is a very heterogeneous disease (Estey, 2016). It occurs mainly in
adult patients and its incidence increases with age (Tamamyan et al., 2017).

Acute promyelocytic leukemia is a subgroup of acute myeloid leukemia
commonly characterized by chromosomal translocation t(15;17)(q22;q21).
This translocation generates the fusion protein PML-RARa, which blocks
promyelocyte differentiation into granulocytes (Kakizuka et al., 1991;
Masetti et al, 2012). Chronic myeloid leukemia possess another
translocation t(9;22)(q34;q11), which is called Philadelphia chromosome. It
results in a constitutively active BCR-ABL tyrosine kinase (Sawyers, 1999).
These two types of myeloid leukemia are quite successfully treated
nowadays: retinoic acid targets PML-RARa (Wang et al., 2016), imatinib
and other tyrosine kinase inhibitors target BCR-ABL (Baccarani et al.,
2013). However, a part of patients develop resistance to the treatment or
relapse (Loscocco et al.,, 2019; Lou et al.,, 2015; Tomita et al., 2013).
Meanwhile, acute myeloid leukemia patients possess various different
genetic aberrations, thus chemotherapy (not specific to target) is a standard
approach for its treatment (Arber et al., 2016). Only less than half of younger
than 60 year-old adults and only approximately 10 % of older patients are
successfully cured (Dohner et al., 2015).

Thus, it is necessary to develop new approaches for the treatment of these
myeloid leukemia types. Since genetic aberrations cooperate with epigenetic
changes, epigenetic therapy might be an important and powerful cancer
treatment approach (Ahuja et al., 2016). Also, it was demonstrated that
chemotherapy-resistant acute myeloid leukemia cells have upregulated
oxidative phosphorylation (Farge et al., 2017).

The aim of this study was to elucidate molecular mechanisms in human
myeloid leukemia cells using epigenetic and metabolic regulators.

Main tasks:

1. To evaluate the ability of natural bioactive agent EGCG to cause
epigenetic changes, cell cycle arrest, apoptosis and cellular senescence in
acute promyelocytic leukemia and chronic myeloid leukemia cells.
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2. To determine epigenetic changes caused by EHMT2/G9A histone
methyltransferase synthetic inhibitor BIX-01294 and its impact on the
destiny of acute promyelocytic leukemia and chronic myeloid leukemia
cells.

3. To investigate the potential of histone deacetylase and histone
methyltransferase inhibitors to enhance standard acute promyelocytic
leukemia therapy.

4. To evaluate therapy-resistant acute myeloid leukemia patients’ cell
metabolic activity, proliferation and proteome changes after cell treatment
with oxidative phosphorylation inhibitors.

First, we evaluated the effect of epigenetic modifiers EGCG
(epigallocatechin-3-gallate) and BIX-01294 (1-benzylpiperidin-4-yl)-6,7-
dimethoxi-2-(4-methyl-1,4-diazepan-1-yl)quinazolin-4-amine) on acute
promyelocytic leukemia and chronic myeloid leukemia cells. EGCG is the
most abundant bioactive polyphenol in green tea (Camellia sinensis).
Among many of its known activities, EGCG has also been shown to act as
an epigenetic modifier: it features DNA methyltransferase (DNMT) and
histone deacetylase (HDAC) inhibitory activities (Khan et al., 2015). BIX-
01294 is a synthetic inhibitor of EHMT2/G9A histone methyltransferase,
which catalyzes the dimethylation of H3K9 (Kubicek et al., 2007).

We evaluated the effect of EGCG on acute promyelocytic leukemia cell
lines NB4, HL60 and chronic myeloid leukemia cell line K562, whereas
BIX-01294 effect was tested on cell lines NB4 and K562. Cell proliferation
and survival were determined by trypan blue exclusion test. In order to
evaluate EGCG and BIX-01294 effect on cell cycle progression, we
examined gene expression changes of cell cycle inhibitors p21, p27, PCAF,
Rb and activator CCNA2 by RT-qPCR (reverse transcription-quantitative
polymerase chain reaction) and we performed standard propidium iodide
method. Both tested agents impaired myeloid leukemia cell proliferation and
arrested cell cycle at phase GO/G1 — acute promyelocytic leukemia cells
showed higher sensitivity (publications 1 and 2). Moreover, EGCG and BIX-
01294 induced apoptosis in acute promyelocytic leukemia cells as
determined by Annexin V / propidium iodide test. K562 cells remained
apoptosis resistant (publication 2).

We also demonstrated that EGCG induced cellular senescence in both
acute promyelocytic leukemia and chronic myeloid leukemia cells: not only

arrested cell cycle, but also caused up-regulation of ATM and HMGA2,
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phosphorylation of ATM and elevated number of senescence associated [3-
galactosidase positive cells. Meanwhile, BIX-01294 did not demonstrate this
effect (although it caused cell cycle arrest and up-regulation of HMGA2, but
neither up-regulation nor phosphorylation of ATM was extensive and it had
no effect on senescence associated [-galactosidase positive cell staining)
(publication 2). Moreover, both tested epigenetic modifiers caused
chromatin remodeling. As determined by RT-qPCR and Western blot,
EGCG caused anti-cancerous epigenetic changes in acute promyelocytic
leukemia cells: reduced levels of histone modifications H3K9me2 and
H3K9me3, down-regulated protein/gene expression of PRC2, HPla,
DNMT1 and HDACI/2. In addition, using ChIP-qPCR (chromatin
immunoprecipitation-qPCR) method, we revealed rearrangement of histone
modifications H3K14Ac and H4hyperAc throughout chromatin after NB4
cell treatment with EGCG (enhanced binding to the promoter regions of cell
cycle and differentiation related genes p27, PCAF, CEBPA, CEBPE and
reduced binding to the promoters of PRC2 components) (publications 1 and
2). BIX-01294 caused epigenetic changes (reduced PRC2, Hploa, DNMT1
protein levels) in both acute promielocytic leukemia and chronic myeloid
leukemia cells (publication 2). Thus, both EGCG and BIX-01294 might be
useful for the development of new myeloid leukemia treatment strategies.

At the next stage of the study, we evaluated 3-deazaneplanocin A
(histone methyltransferase inhibitor) and belinostat (histone deacetylase
inhibitor) potential to enhance conventional acute promyelocytic leukemia
treatment (retinoic acid + idarubicin). As mentioned above, acute
promyelocytic leukemia is characterized by PML-RARa protein (Kakizuka
et al., 1991). This protein binds to DNA, multimerizes, recruits various other
proteins and forms a large protein complex. Among recruited complex
proteins, there are various chromatin regulators such as histone deacetylases,
histone methyltransferases, DNA methyltransferases and Polycomb
repressive complexes (PRC1 and PRC2) (Arteaga et al.,, 2015). Thus,
combined therapy that targets not only PML-RARa protein but also other
abnormal complex components (for example histone methyltransferases and
histone deacetylases) could potentially enhance the effect of standard
therapy. Histone deacetylase inhibitor belinostat is already approved by
Food and Drug Administration (FDA) for relapsed or refractory peripheral
T-cell lymphoma treatment (O’Connor et al., 2015). 3-Deazaneplanocin A is

an  inhibitor of  S-adenosyl-L-methionine  dependent  histone
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methyltransferases, including EZH2. Preclinical studies demonstrated that it
inhibited cell proliferation and caused apoptosis in various cancer types
(Gaudichon et al., 2014; Shen et al., 2015).

We used the combination of belinostat, 3-deazaneplanocin A, retinoic
acid and idarubicin for the treatment of NB4 cell line, HL60 cell line and
white mononuclear cells from PML-RARA translocation-possessing patient’s
bone marrow. Combined treatment had higher effect on cell proliferation
inhibition and on apoptosis induction. In addition, oxidative phosphorylation
rate and glycolysis rate were reduced at higher extent as measured using
Agilent Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer. Nitro blue tetrazolium test
revealed that enhanced treatment accelerated granulocytic differentiation of
patient’s promyelocytes. Western blot results demonstrated significantly
increased acetylation of histones H3K14 and H4 after the treatment
(publication 3). Such chromatin remodeling is associated with chromatin
relaxation and enhanced transcription, thus, it might upregulate genes
important for leukemia treatment. Taken together, we demonstrated that 3-
deazaneplanocin A and belinostat enhanced conventional treatment (retinoic
acid + idarubicin) for acute promyelocytic leukemia in vitro (in cell lines)
and ex vivo (in patient’s blasts).

We also examined the effect of metabolism modulators on acute myeloid
leukemia cells. It was demonstrated recently that chemoresistant acute
myeloid leukemia cells have a higher level of oxidative phosphorylation
(Farge et al., 2017). Thus, we aimed to evaluate the effect of oxidative
phosphorylation inhibitors metformin and atovaquone on therapy-resistant
acute myeloid leukemia patients’ cells. Metformin is a widely used
antidiabetic drug, which was reported to have anti-cancerous activities; it
inhibits mitochondrial complex I in electron transfer chain (Wheaton et al.,
2014). Antimalarial drug atovaquone acts as an analogue of ubiquinone;
thus, it inhibits the activity of mitochondrial complex III. It was also
demonstrated to have anti-cancerous properties (Fiorillo et al., 2016).

We obtained peripheral blood samples from therapy-resistant acute
myeloid leukemia patients and from healthy donors and evaluated metabolic
activity of purified mononuclear cells using Agilent Seahorse XF
Extracellular Flux Analyzer. The results demonstrated that leukemic cells
from different therapy-resistant acute myeloid leukemia patients possess
different metabolic states. Selected different metabolic state possessing cell

samples were treated with metformin, atovaquone and with their various
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combinations with cytarabine (chemotherapeutic agent; cytosine analogue)
and venetoclax (BCL-2 inhibitor and, thus, apoptosis inductor). We
demonstrated that metformin decreased oxidative phosphorylation in all
tested patients’ cell samples; co-treatment with cytarabine and venetoclax
slightly increased the effect. Meanwhile, atovaquone did not have a marked
effect in our experiments (publication 4).

After the treatment with metformin and its combination with cytarabine
and venetoclax, we evaluated cell proliferation and analyzed gene expression
of cell cycle inhibitors p53, p21, Rb and cell cycle activator CCNA2. Cell
treatment had only a slight effect on cell proliferation and on cell cycle
related gene expression. Slightly stronger effect on cell proliferation
inhibition was determined after the treatment with the combination of
metformin, cytarabine, and venetoclax. Moreover, a slightly higher effect on
cell proliferation and cell cycle regulation was demonstrated in the cells with
higher initial oxidative phosphorylation rate. However, differences among
the cells with different oxidative phosphorylation are not statistically
significant; thus, broader studies are required. Proteome analysis by liquid
chromatography—mass spectrometry demonstrated that chemoresistant acute
myeloid leukemia cell treatment with metformin modulated metabolic
pathways; its combination with cytarabine and venetoclax boosted the effect
(publication 4). Thus, we suggest that oxidative phosphorylation inhibition is
not sufficient for therapy-resistant acute myeloid leukemia treatment;
however, it causes anti-cancerous changes that might have an important
additive role in combinatory treatment. For example, oxidative
phosphorylation inhibitors could be combined with epigenetic modulators.

Taken together, all our tested chemical agents and their combinations
effectively cause anti-cancerous molecular changes in myeloid leukemia
cells. However, different genetic and epigenetic abnormalities require
different treatment approaches; thus, every patient requires precise therapy.

Conclusions:

1. Bioactive green tea polyphenol EGCG inhibits acute promyelocytic
leukemia and chronic myeloid leukemia cell proliferation, arrests cell cycle
at phase GO/GI, causes cellular senescence. In addition, it induces acute
promyelocytic leukemia cell apoptosis and causes anti-cancerouschanges of
histone modifications’ and epigenetic regulators’ levels (reduced levels of
histone modifications H3K9me2 and H3K9me3, down-regulated
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protein/gene expression of PRC2, HPla, DNMTI, HDAC and
rearrangement of histone modifications H3K14Ac and H4hiperAc) in vitro.

2. EHMT2/G9A histone methyltransferase inhibitor BIX-01294 impairs
cell proliferation, arrests cell cycle, causes anti-cancerous down-regulation
of epigenetic regulators PRC2, Hpla, DNMTI1 in acute promyelocytic
leukemia and in chronic myeloid leukemia cells and it induces apoptosis in
acute promyelocytic leukemia cells in vitro.

3. Histone methyltransferase inhibitor 3-deazaneplanocin A and histone
deacetylase inhibitor belinostat enhances conventional treatment (retinoic
acid + idarubicin) for acute promyelocytic leukemia in vitro and ex vivo:
they caused chromatin remodeling and enhanced the ability of standard
therapy to inhibit cell proliferation, induce apoptosis and cause granulocytic
differentiation.

4. Oxidative phosphorylation inhibitor metformin either alone or in
combination with cytosine analogue cytarabine and apoptosis inducer
venetoclax has only slight effect on therapy-resistant acute myeloid leukemia
patients’ cell proliferation inhibition ex vivo. However, such treatment
modulates expression levels of proteins taking part in metabolic, apoptotic
and cell cycle related pathways, which might be useful in combinations with
other therapeutics.
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