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Leukemické onemocnéni vznika nasledkem genetické chyby, kterd vede k pfed¢asnému ukonceni hematopoietického dife-
rencia¢niho programu. V piipad€ akutni myeloidni anémie je moZné tuto blokaci pfekonat pomoci latek indukujicich maturaci
nezralych bungk, jako je kyselina retinova nebo vitamin D3, coZ je zdkladem diferenciacni terapie (napf. Chou et al. 2005, Jing
2004). Vedlejsim efektem tohoto postupu je vSak selekce rezistentnich klont. Tuto rezistenci miZe pfekonat jen kombinace riz-
nych diferenciacnich a cytotoxickych drog nebo latek remodelujicich DNA (Freemantle et al. 2003). Studium signalnich drah,
které posiluji diferenciaci, pak miZe vést k nalezeni potencidlnich cilti budoucich antileukemickych 1éCiv.

V naSich predchozich studiich byl prokdzan diferenciacni efekt kombinace cytokint s inhibitory metabolizmu kyseliny ara-
chidonové (AA), zvlasté cytokinu TNF-alfa s MK-886. MK-886 byva primarné pouZivan jako inhibitor vazby proteinu FLAP na
5-lipoxygenazu, ¢imZ zabrani jeji aktivaci (Kozubik 1997 et al., Hofmanova et al. 1998, Stika et al. 2005). Ve snaze o dalsi posi-
leni diferenciacniho efektu jsme k stavajici uc¢inné smési pfidali TGF-betal. O tomto cytokinu je totiZ zndmo, Ze ma schopnost
mirné zvySovat diferenciaci bunék leukemického ptivodu a jeho Gc¢inek obecné zna¢né vzriistd pfi spole¢ném plisobeni s jinymi
diferencia¢nimi latkami (Trinchieri et al. 1986, Okabe-Kado et al. 1991, Falk 1991, Cao et al. 2003, de Benedetti et al. 1990).
Oproti pfedpokladu vSak po pfidani TGF-betal doslo spiSe k intenzivni aktivaci drah vedoucich k buné¢né smrti a frekvence
vyskytu diferencovanych bunék klesla na troveni podobnou neovlivnénym buitkdm. Takovéto efekty byvaji obvykle spojeny se
zménami aktivace MAPK, proto jsme se v této studii zabyvali pravé témito signilnimi drahami, které zprostfedkovavaji expresi
tzv. genl rychlé odpovédi (early response genes) na rizné stresové podnéty.

Buné¢nym modelem této studie byla myeloidni linie HL-60 derivovana z bun€k akutni promyelocytarni leukémie, kterd byla
kultivovana v RPMI 1640 médiu se sniZzenym obsahem séra. Buiiky mbyly pfedem ovlivnény inhibitory metabolizmu AA (5 uM
MK-886) a po jedné hodiné€ byly k této suspenzi pfidany cytokiny (1 ng/ml TNF-alfa, 100 pM TGF-betal) a to jednotlivé nebo
v kombinaci. Uroveii exprese studovanych proteinil byla stanovena denzitometrickou kvantifikaci Western bloti. Ke studiu akti-
vace téchto drah jsme vyuZili fosfospecifické protilatky, nebot k aktivaci té€chto kindz dochizi pomoci fosforylacni modifikace.
Vyskyt povrchovych diferencia¢nich markertt CD11b a CD14 byl stanoven pomoci pritokové cytometrie. Pfitomnost bunék zanik-
lych apoptotickou formou bunécné smrti byla hodnocena morfologicky (barveni DAPI), pritokovou cytometrii (TUNEL) nebo
pomoci detekce Sté€peni kaspazového substraitu PARP Western blottingem.
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Prvni ze studovanych MAPK byla c-Jun N-termindlni kindza (JNK), kterd byva obvykle spojovéina s pro-apoptotickymi efek-
ty (Manna et al. 2000, Kajiguchi et al. 2003, Stadheim et al. 2002, Su et al. 2005). V buné¢né linii HL-60 je konstitutivné aktiv-
ni JNK1, kdeZto JNK2 je ve srovnini s JNK1 aktivovéna i exprimovéna jen velmi slabé a na tomto stavu paradoxné nic neméni
ani pisobeni Zadné z naSich latek.

Dalii z MAPK s potencidlné zménénou aktivitou je kindza p38, kterd byva Casto také aktivovédna v souvislosti s iniciaci apo-
ptotického procesu (Ahn et al. 2005, Ikeda et al. 2006, Kondoh et al. 2005, Park et al. 2005, Xia et al. 2006). JiZ 15 minut po pfi-
dani TNF-alfa nebo kombinace TNF-alfa a TGF-betal k buiikdm, které byly 1 hod pfedkultivovany s MK-886 doslo k indukci
aktivace kinazy p38, ale tato aktivace je jen kratkodoba a po dal§ich 15 minutich jiZ dochdzi k jejimu utlumeni.

Signdlni drdha, ve které se nachazi aktivni kindza p44/42 (ERK1/2) obvykle podporuje pieZiti bunék (Hetman and Khareba-
va 2006, Nyunoya et al. 2005, Ohguchi et al. 2005). Fosforylace kindzy p42 ERK2 u bunék HL-60 je konstitutivni, ale byva posi-
lena v prostiedi, kdy jsou butiky vystaveny piisobeni cytokind, ale nedochazi jesté k postiZeni viability buné¢né populace. Fos-
forylace kindzy p44 ERKI1 je velmi slab4, ale byva zesilena v piipadech, kdy dochazi k aktivaci ERK2. V na§em modelu doché-
zi k aktivaci této drdhy jiZ po 15 min inkubace, ale tato aktivace je i nadéle posilovdna v delSich Casovych intervalech (az 120
min) u bunék diferencujicich (MK-886 + TNF-alfa). K potlaceni aktivace této drahy vSak dochézi po pfidani TGF-betal k této
kombinaci, coZ odpovida zvySeni vyskytu zanikajicich bunék.

Jediny vyznamny rozdil mezi burikami, které diferencuji (ovlivnéné MK-886 + TNF-alfa) a nediferencuji (MK-886 + TNF-
alfa + TGF-betal) byl nalezen v signdlni draze kiniz p44/42 (ERK1/2), proto je mozZné, Ze cilové proteiny této kindzy aktivuji
nejen drahy podporujici preZiti, ale také samotny diferenciacni program.
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