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SOUHRN

Myelodysplasticky syndrom je heterogenni skupina onemocnéni, jejichz typickym projevem je neefektivni krvetvorba
a zavislost na krevnich transfuzich. Cheldtory Zeleza v soucasné dobé predstavuji ddlezitou Iécebnou modalitu u téch
pacientd s myelodysplastickym syndromem, u kterych v ddsledku pfitomnosti anémie a opakovanych krevnich
transfuzi dochazi k hromadéni toxického Zeleza v orgdnech. Bylo prokazano, ze chelata¢ni terapie u pacientl s mye-
lodysplastickym syndromem vyznamné prodluzuje celkové preziti a oddaluje leukemickou transformaci. Kromé
vlastni chelatace iontl Zeleza bylo u téchto chelatacnich latek prokadzano i vyrazné antiproliferac¢ni a proapoptotické
pUsobeni na nddorové bunky. Pfedpokladanymi mechanismy protinddorovych ucinkl chelatort zeleza jsou inhibice
progrese bunécného cyklu, vyvolani stresu endoplazmatického retikula, akumulace poskozené DNA specificky
u nadorovych bunék i modulace protinddorové imunitni odpovédi. Pfesny mechanismus putsobeni chelatac¢nich
latek na nddorové bunky vSak prozatim neni zcela objasnén a i nase vysledky naznacuji, Ze bude velmi komplexni.
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SUMMARY

Kfupkova L., Raskova Kafkova L., Somikova Z., Belickova M., Luzna P., Cermék J., Divoky V.

Antitumor effects of clinically used iron chelators - review of literature and our own experience
Myelodysplastic syndrome represents a heterogeneous group of diseases, typically characterised by ineffective
haematopoiesis and transfusion dependency. Iron chelators currently represent an important treatment modality
in patients with myelodysplastic syndrome (MDS), who given the presence of anaemia, are dependent on repeated
blood transfusions leading to the accumulation of toxic iron in organs. It has been shown that chelation therapy
significantly improves overall survival and leukaemia-free survival in patients with MDS. Besides iron chelation, iron
chelators also exhibit significant antiproliferative and pro-apoptotic effects on cancer cells. The suggested mecha-
nisms of antitumor effects of iron chelators include inhibition of cell cycle progression, induction of endoplasmic
reticulum stress, accumulation of DNA damage specifically in cancer cells and modulation of antitumor immune
response. The exact mechanism of action of chelating agents on cancer cells is not yet fully understood and even
our data suggest that it is likely to be very complex.
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Chelétory zeleza predstavuji v soucasné dobé dtileZi-
tou 1é¢ebnou modalitu u pacientd s myelodysplastickym
syndromem (MDS). Jako MDS oznacujeme heterogen-
ni skupinu onemocnéni, ktera jsou charakterizovana
hromadénim nezralych krevnich prekurzor v kostni
dreni a inefektivni hematopoézou projevujici se cy-
topenii v periferni krvi [1]. Klasifikace svétové zdra-
votnické organizace (WHO) z roku 2008 déli pacienty
s MDS do nékolika podskupin: refrakterni cytopenie
s dysplazii v jedné fadé (RCUD), refrakterni anémie
s prstencitymi sideroblasty (RARS), MDS s izolovanou
deleci 5q, refrakterni cytopenie s dysplazii ve vice fadach
(RCMD), refrakterni cytopenie s dysplazii ve vice fadach
s prstencitymi sideroblasty (RCMD-RS), refrakterni
anémie s nadbytkem blastil (RAEB) a neklasifikovany
MDS (MDS-U). Mezinarodni prognosticky skérovaci
systém IPSS (International Prognostic Scoring System)
posuzuje onemocnéni podle agresivity nemoci a pro-
gnoézy pacienta. Pacienti jsou podle néj rozdéleni do
Ctyt rizikovych skupin: nizce rizikova skupina, stfedné
rizikova skupina 1, stfedné rizikova skupina 2 a vysoce
rizikova skupina. Tento prognosticky systém byl roku
2012 revidovan na tzv. IPSS-R (IPSS-Revised; [1]) a rozdé-
luje nemocné do 5 rizikovych skupin podle délky preziti
arizika pfechodu do akutni myeloidni leukemie (AML).

MDS je oznacovan jako tzv. ,,preleukemicky stav*,
ktery u1/3 pacienttl vede k transformaci do akutni mye-
loidni leukemie (AML). UspéSnou 1é¢bu MDS kompli-
kuje zejména neznalost pfesnych mechanismd fidicich
iniciaci a progresi onemocnéni [2]. Vedle neefektivni
erytropoézy vedouci k pretiZzeni Zelezem je velka ¢ast
pacientd z divodu pritomnosti anémie zavisla na opa-
kovanych transfuzich, jejichz hlavnim nezadoucim
uc¢inkem je hromadéni toxického Zeleza v dilezitych
organech [3]. Toto pfetizeni Zelezem je pak v klinické
praxi eliminovano podavanim chelata¢nich pfiprav-
kil u pacientdl, ktefi vykazuji vjznamnou akumulaci
Zeleza (laboratorné pri hladiné feritinu v séru vice nez
1000 mg/1). Vedle zndmych u¢inkd na regulaci zasob
Zeleza a prevenci kardiotoxicity Zeleza G¢inkuji chelato-
ry také na metabolismus Zeleza v nddorovych burikich
a ovliviiuji jejich proliferaci a preziti; mechanismtm
tohoto tcinku je vénovan tento prehledovy ¢lanek.

PROTINADOROVE UCINKY
CHELATORU ZELEZA

Hlavnim cilem chelatacni terapie je snizit hladinu
tzv. labilni hotovosti Zeleza v burice (,,labile iron pool*,
LIP), a tim minimalizovat po§kozeni bunék a organt.
Kromeé vlastni eliminace LIP byl u chelata¢nich latek
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rovnéz prokazan antiproliferativni i¢inek na nadorové
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buriky [4, 5, 6], které maji diky své rychlé prolifera-
ci vy$si metabolické pozadavky na prisun zeleza [7].
Chelatory Zeleza se tak jevi jako latky se slibnym pro-
tinddorovym Gcinkem, nicméné pfesny mechanismus
jejich ptsobeni neni prozatim zcela objasnén a prav-
dépodobné bude velmi komplexni. Pfedpoklada se, ze
jejich hlavni mechanismus ptisobeni spo¢iva v inhibici
celularniho pfijmu Zeleza, ¢imz dochézi:

a) k inhibici ribonukleotidreduktazy (RR) jako obrat-1i-
mitujiciho (,rate limiting*) enzymu pro syntézu DNA
zavislého na Zeleze [8, 9];

b) k regulaci bunécného cyklu a jeho zastaveni;

c) ke zvysené produkci reaktivnich forem kysliku (,,re-
active oxygen species*, ROS) redox-aktivnimi chelatory
vedouci k peroxidaci lipidti, proteinti a poskozeni DNA
(paradoxné i ptes to, Ze zelezem indukovany oxidac¢ni
stres iniciuje tumorigenezi);

d) k indukci nadorovych supresortt (p53, NDRGI1 -
,N-myc downstream regulated gene-1, N-myc regulo-
vany gen-1) aj. [10] - obrazek 1.

c) Zastaveni
bunééného cyklu

d) Produkce
ROS

peroxidace lipidu, proteint,
poskozeni DNA

e) Exprese
tumorsupresor

Obr. 1. Nejvyznamnéjsi mechanismy protinddorového plsobeni

chelatort Zeleza

Plsobeni chelatord Zeleza v burce vede k nékolika zasadnim

efektlim:

a) k nedostatku zZeleza vlivem inhibice uvoliovani iont( zeleza
z transferinu;

b) k inhibici ribonukleotidreduktdzy (RR) vedouci ke snizeni hladiny
deoxyribonukleotidd, tim ke zpomaleni syntézy DNA a soucasné
ke vzniku chyb pfi replikaci DNA;

¢) k zastaveni prichodu buné¢nym cyklem vlivem inhibice exprese
cyklinu D1 a cyklin-dependentni kindzy-2 (CDK2);

d) ke zvysené produkci reaktivnich kyslikovych forem (ROS) vedouci
k peroxidaci lipidQ, proteint a poskozeni DNA;

e) k navozeni zvysené exprese Fe-dependentniho genu NDRGI
(,N-myc downstream regulated gene-1*) a tumorového supresoru
p53.

Upraveno podle Lane, 2014 [10].
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Obr. 2. Mechanismus plisobeni klinicky pouzivanych chelatord Zeleza

NTBI = non-transferrin bound iron, netransferinové zelezo;

LPI = labile plasma iron, nestabilni Zelezo v plazmé; LCI = labile

cell iron, labilni bunéc¢né zelezo; DFO = deferoxamin mesylat, TFR

= transferinovy receptor, ROS = reaktivni formy kysliku, DMT1 =

,divalent metal ion transporter-1, transportér dvojmocného Zeleza-1.
Upraveno podle Temraz, 2014 [3].

DFO

Chelatory zeleza mohou rovnéz meénit nadorovy
fenotyp prostfednictvim inhibice epitelidlné-mezen-
chymalniho pfechodu, ktery je kriticky pro metasta-
zovani (pravdépodobné prostfednictvim potlaceni
exprese transformujiciho rstového faktoru-g (TGE-B),
nebo regulaci stresu endoplazmatického retikula (ER)
(11, 12].

Chelatace Zeleza u pacienti s MDS ma pravdeé-
podobné vliv na prodlouzeni jejich celkového preziti
(,overall survival“, OS). Median preziti se zvysil ze 49
meésicl u skupiny nechelatovanych pacientti na 79 meé-
siciu pacientli chelatovanych [13]. Publikované studie
také ukazuji oddaleni doby do leukemické transfor-
mace (,leukemia-free survival“, LFS) u chelatovanych
pacientd. Po dobu trvani studie (median sledovani 41
meésicll), zahrnujici 146 pacientli na chelata¢ni 1é¢bé
a 117 bez chelataéni 1é¢by, doslo k leukemické trans-
formaci pouze u 4 sledovanych pacientd na chelata¢ni
1éCbé a u 14 bez chelatacni 1éCby [14]. Predpoklada se,
Ze chelatac¢ni terapie blokuje proliferaci leukemickych
kmenovych bunék [15]. U pacientl 1léenych chelato-
1y Zeleza bylo ddle pozorovano snizené riziko infekci
mikroorganismy zavislymi na ptfisunu volného Zeleza
z hostitelského organismu [16].

PROTINADOROVE UCINKY CHELATORU ZELEZA

KLINICKY POUZIVANE CHELATORY ZELEZA

V soucasnosti jsou v klinické praxi pouzivany tfi
chelatory Zeleza - deferoxamin mesylat (DFO), de-
ferasirox a deferipron (DFP), které se vyznamné 1isi
mechanismem plisobeni (obr. 2). Prvnim cheldtorem
pouzivanym u pacient s MDS byl DFO (Desferal®) [17],
ktery vaze volné Zelezo v plazmé (,,non-transferrin
bound iron“, netransferinové Zelezo, NTBI) a indukuje
degradaci feritinu v lysozomech. U DFO byla prokazana
vyrazna protinddorova aktivita s inhibi¢nim vlivem na
proliferaci nadorovych bunék invivoiinvitro. Studie u pa-
cientli s neuroblastomem ukazala, Ze DFO efektivné
potlacuje infiltraci kostni dfené nadorovymi bunkami
a zplsobuje zmensSeni nadoru [18]. U leukemickych
bunécénych linii K562 a Daudi byla po oSetfeni chela-
tory zeleza pozorovana akumulace bunék v G1 nebo G2
fazi - v zavislosti na pouzité koncentraci chelatoru [19].
Z dtivodu kratkého polocasu rozpadu DFO a nutnosti
jeho injekéniho podani byl postupné v klinické praxi
nahrazen ordlnimi chelatory deferasiroxem (Exjade®)
[20] a deferipronem (Ferriprox®) [21]. Deferasirox a de-
feripron jsou malé lipofilni molekuly, které snadno
prochézeji plazmatickou membranou, a proto chelatuji
ionty Zeleza pfitomné nejen v plazmé, ale i v burice,
véetné zeleza uvolniovaného z feritinu pred jeho lyso-
zomalni degradaci [3, 22, 23].

VLIV CHELATACE ZELEZA
NA BUNECNY CYKLUS

Zelezo je zcela nezbytné pro bunéénou proliferaci
a syntézu DNA a diky tomu jsou rychle proliferuji-
ci nadorové buriky vice citlivé na pfitomnost zeleza
nez zdravé somatické buriky. Aby nadorové bunky
pokryly zvySené naroky na mnozstvi Zeleza, dochazi
u nich ke zvySené expresi transferinového receptoru
(TFR1), ktery zabezpecuje import Zeleza do bunky [24].
Nadorové buriky maji také zvySenou expresi RR (viz
kapitola Protinadorové Uic¢inky chelatorti Zeleza), coz
jesté zvysuje jejich vnimavost na chelataci Zeleza ve
srovnani se zdravymi somatickymi burikami [25, 26].
RR je tetramerni enzym skladajici se ze 2 homodimer-
nich podjednotek R1a R2. R1 obsahuje aktivni misto pro
navazani a redukci ribonukleotidi, R2 pak pro navazani
Fe* iontdl. Zelezité ionty maji rozhodujici dlohu pfi
redukci substratu. Depleci Zeleza dochazi k inhibici
RR aktivity, ke snizeni syntézy vSech ¢tyf deoxyribo-
nukleotidl z ribonukleotiddl a tim k poruse syntézy
a reparace DNA. Odstranéni iontl Zeleza tedy vede ke
snizeni aktivity RR, tim dochazi ke snizeni hladiny
deoxyribonukleotidtrifosfat v butice, ke zpomaleni
a misty k zastaveni replikace DNA, coz v koneném
dtisledku vede k zastaveni bunééného cyklu a piipadné
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Obr. 3. Srovnani funkce a mechanismu degradace cyklinu D
a proteinu p21 za normalnich podminek a pfi nedostatku Zeleza

jsou CDK, jejich aktivacni partnerské molekuly cykliny a transkripéni
faktor p53. Protein p53 po poskozeni DNA nebo za stresovych
podminek aktivuje expresi inhibitoru buné¢ného cyklu p21
(inhibitor komplext CDK2/cyklin E a CDK4,6/cyklin D). Za
normalnich podminek je degradace cyklinu D a proteinu p21
fizena ubikvitinaci (Ub), procesem, kdy dochdazi k opakovanému
navazani molekuly ubikvitinu a k nasledné degradaci vzniklych
komplexl v proteazomu. Komplexy CDK2/cyklin E a CDK4,6/
cyklin D v cytoplazmé fosforyluji tumorsupresorovy protein pRB
(protein retinoblastomu). Fosforylovand forma pRB neni schopna
vazat transkripéni faktory E2F, které jsou translokovdny do jadra,
a tam indukuji expresi S-fazovych gend, a stimuluji tak progresi
bunécéného cyklu a proliferaci. Naopak pfi nedostatku Zeleza v burice
je Ub-dependentni zplsob degradace inhibovan a je stimulovéna
proteazomalni degradace cyklinu D a p21 nezdvisla na Ub. Vazba
cyklinu D a proteinu p21 na vazebné misto proteazomu ma
kompetitivni charakter, zvySena degradace cyklinu D tedy inhibuje
degradaci p21 a opacné. Pri nedostatku zeleza protein p21 inhibuje
komplexy CDK2/cyklin E a CDK4,6/cyklin D. Protein RB tedy neni
fosforylovan, vaze transkripéni faktory E2F, které tak nemohou byt
translokovany do jadra a dochéazi k zastaveni/zpomaleni progrese
bunééného cyklu a proliferace, pfipadné k indukci apoptdzy.
Upraveno podle Yu, 2007 [3]1].

k apoptodze [27, 28, 29]. Chelatory Zeleza inhibuji nejen
RR, ale nepfimo i mnoho molekul zodpovédnych za
regulaci prichodu bunky bunéénym cyklem [9, 30]
- obrazek 3.

VLIV CHELATACE ZELEZA NA INDUKCI
APOPTOZY VYVOLANE STRESEM
ENDOPLAZMATICKEHO RETIKULA

V nedavné dobé byly publikovany prace popisujici
vznik stresu endoplazmatického retikula (ER) v nado-
rovych burikach vystavenych chelatacnim latkam [12].
ERje organela podilejici se na celé fadé metabolickych
pochodii, mezi které patfi syntéza, modifikace, popft.
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degradace mnoha sekretovanych a membranovych
proteinfi. Probiha zde ¢ast syntézy cholesterolu, dale
fosfolipidii, acylkoenzymu A, oxidace a redukce steroid-
nich hormont, desaturace mastnych kyselin, nékteré
rozkladné kroky hemu, detoxifika¢ni mechanismy
(obsahuje skupinu cytochromi P450) pfirozenych nebo
cizorodych latek, v neposledni fadé regulace uvoliovani
Ca* iontd (vétsinou ve vazané formé na proteiny - kal-
retikulin, BiP (,,binding immunoglobulin protein*)
umoznujici spravnou funkci jinych organel (mitochon-
drie aj.). Bylo zjiSténo, Ze vlivem ER stresu dochazi
k zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi prostfednictvim
indukce p53, p21 a snizeni hladiny cyklinu D11 k za-
staveni v G2 fazi. Toto zastaveni je zprostfedkovano
kindzou CHKI, ktera je dlilezitou soucasti signalnich
drah aktivovanych poskozenou DNA [32, 33]. Obecné je
také znamo, Ze po zaregistrovani stresu senzory v ER
je indukovana signalni draha vedouci ke znovunasto-
leni rovnovahy a snaze buriky vymanit se z ER stresu.
V pifipadé dlouhotrvajiciho ER stresu miize dojit az
k apoptéze [34]. Jednou z pricin indukce apoptdzy je
poruseni vnitini metabolické rovnovahy ER z divodu
hypoxie, abnormalni koncentrace Ca* iontil, naru-
Seni redoxniho potencialu, acidézy a hypoglykemie
[35, 36]. Naruseni rovnovahy ER se projevuje zejména
hromadénim aberantné sbalenych proteint v bunl-
ce. Odpovédi buniky na hromadéni téchto proteina je
spusténi signalnich drah souhrnné oznacovanych jako
yunfolded protein response“ (UPR), které maji obno-
vit homeostazu a predejit bunécné smrti. Vysledkem
je zpomaleni translace mRNA, degradace aberantné
sbalenych proteini (,,ER associated degradation®, de-
gradace asociovand s ER, ERAD drdha), zvySena exprese
chaperonovych genti a udrzeni oxidativniho prostredi
ER. Soucasné ER stres zvysSuje expresi GADD34 (,,growth
arrest and DNA damage-inducible protein-34“, protein
indukovatelny zastavenim ristu a pos§kozenim DNA-34)
fosfatazy, ktera defosforylaci elF2a (eukaryoticky ini-
cia¢ni faktor 2a) obnovuje translaci proteindi, a snazi
se tak bunku vymanit z ER stresu [34] - obrazek 4.
Chelatory zeleza patifi mezi latky, které vyvolavaji
stres ER vedouci, stejné jako inhibice RR, k apoptdze
(34, 35, 36].

Chelatory Zeleza moduluji u lidskych nadorovych
bunék i drahu ridici autofagii. Autofagie miize mit
protinadorové i pronadorové Uc¢inky v zavislosti na
stadiu nddoru a tkariovém mikroprostfedi [37]. Uloha
Zeleza v regulaci autofagie za fyziologického i patofyzio-
logického stavu bunék je zfejma, avSak mechanis-
mus propojeni mezi ionty Zeleza (respektive chelataci
iontl Zeleza) a autofagii prozatim neni plné prostudo-
van. Mnoho fagocytovanych proteinti obsahuje Zelezo



ER \

GRP78
5
GRP78 =
& -

aberantné w‘ ALY — [. Chaperony
shalené Ao (GRP78, GRP94)
proteiny translace * Metabolizmus
XBP-I mRNA proteind aminokyselin
A~ * Redoxni reakce
M sestiih l *  Autofagie »
w mRNA or1 R : )[();ﬁ;adace proteind
N

GRP78

&

T

CYTOPLAZMA JADRO

translace
Exprese cilovych genti

__—" proteini
majicich funkci v ERAD

fosforylace H defosforylace e

b

* Proapoptoticky
protein CHOP

* p58 (inhibitor elF2a)

ATF6  — |+ Sekrece proteinti

aktivni

{GRP78 sestfizena

XBP-I mRNA

proteolytické
Stépeni

Obr. 4. Schematické zndzornéni UPR signalnich drah
Odpovéd na ER stres zahrnuje tfi hlavni drdhy, které jsou aktivovany
tfemi transmembranovymi senzory: PERK (,protein kinase RNA-
-like ER kinase"), IRE1 (,,inositol-requiring 1“) a ATF6 (aktivujici
transkripcni faktor 6). Stres ER vede k akumulaci aberantné
sbalenych proteint. PERK, IRE1, ATF6 domény i aberantné sbalené
proteiny jsou rozpoznavany chaperonovymi proteiny GRP78 (BiP).
Pfi vysoké koncentraci nesbalenych proteindi GRP78 interaguje
pfednostné s nesbalenymi proteiny nez s transmembranovymi
senzory - IRET a PERK se uvolni pro homodimerizaci
a autofosforylaci, ATF6 pro odvod do Golgiho aparatu. Aktivovany
PERK blokuje de novo syntézu proteinl fosforylaci elF2a. a stimuluje
expresi transkripéniho faktoru ATF4 (aktivujici transkripcni faktor 4).
Aktivace IRE1 vede k sestfihu mRNA a expresi transkripéniho faktoru
XBP1 (,,X-box-binding protein-1“). ATF6 je po uvolnéni z komplexu
s GRP78 stépen v Golgiho aparatu za vzniku aktivniho transkripéniho
faktoru. ATF4, XBP1i ATF6 jsou translokovany do jadra, kde stimuluji
expresi cilovych genl zapojenych v regulaci stresu ER. GADD34
(,,growth arrest and DNA damage-inducible protein-34“, protein
indukovatelny zastavenim rlistu a poskozenim DNA-34) je fosfatdza,
kterd se defosforylaci elF2a snazi bunku vymanit ze stresu ER.
Upraveno podle Schénthal, 2013 [36] a Lane, 2014 [10].

a autofagie proto hraje dtileZitou roli v udrZeni fyzio-
logické hladiny Zeleza v burice a v regulaci redoxniho
potencialu [38]. Byl popsan mechanismus stimulace
autofagie chelatory Zeleza prostfednictvim indukce
signalni drahy transkripcniho faktoru HIF-1« (,,hypoxia
inducible factor-la“, hypoxii inducibilni faktor-1a) [39]
a inhibice proliferacni signalni drdhy mTOR (,,mam-
malian target of rapamycin®; savci cil rapamycinu)
[40]. Vysledky na bunécénych liniich naznacuji, ze
chelatace Zeleza zvyS$uje tvorbu autofagozomt [41, 42].

VLIV CHEL/\TOR'IOJ ZELEZA
NA AKTIVACI ZANETOVE ODPOVEDI

Zelezo ma dtileZity vyznam i v regulaci zanétové
odpovédi. Koncentrace Zeleza ovliviiuje proliferaci,
aktivaci a diferenciaci lymfocytii, NK (,,natural killer*,
prirozeni zabijeci) bunék a monocyti/makrofagii. Bylo
prokadzano, Ze DFO vyznamné zvySuje expresi gent za-
pojenych v regulaci zanétové odpovédi véetné prozaneé-
tovych cytokint [43]. Popsanym plisobenim chelatort
Zeleza (konkrétné DFO) je aktivace zanétové odpoveé-
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di prostfednictvim signalni drahy p38/ERK1,2/NF-kB
(,extracellular-signal-regulated kinases-1,2/nuclear
factor-kB*; extracelularnim signalem regulované ki-
nazy-1,2/jaderny faktor kappa B) [44]. Prostfednictvim
NF-kB dochazi k indukci exprese chemokinu MIP-3a
(,macrophage inflammatory protein-3a“, zinétovy pro-
tein makrofagii-3«). Chelatory Zeleza ovliviiuji i expresi
prozanétového IL-1 (interleukin-1) a TNF-a (,,tumor
necrosis factor-a“, faktor nadorové nekrézy-a), které
se pak také podileji na regulaci exprese MIP-3« [44, 45].
DFO-aktivovana p38 a ERK1,2 pak u bunék stimuluje
expresi IL-8 (interleukin-8), ktery je klicovym chemo-
kinem regulujicim zanétovou odpovéd [43,46].

VLIV CHELATACE ZELEZA NA
PRELEUKEMICKE HEMATOPOETICKE
PROGENITORY U MYSIiHO MODELU

A NA CD34-POZITIVNIi BUNKY NEMOCNYCH
S MDS - VLASTNI ZKUSENOSTI

V nasich laboratotich se dlouhodobé zabyvame stu-
diem metabolismu iontd Zeleza na bunécné i systémové
arovni [47], studiem odpovédi nadorovych a kmeno-
vych bunék na poskozenou DNA [48] 2 mame i rozsdh-
1é klinické zkuSenosti tykajici se pouzivani a efektu
chelatacni terapie u MDS [49]. V poslednich nékolika
letech se zabyvame i vlivem chelatace Zeleza na proli-
feraci, apoptdzu a aktivaci vybranych signalnich drah
u somatickych a pluripotentnich kmenovych bunék
in vitro. Ovéfili jsme fadu vySe zminénych mechanis-
mu publikovanych jinymi autory a zjistili jsme, Ze
Klicovym faktorem ovliviiujicim osud bunék v kultute
s chelatac¢ni latkou je koncentrace chelatoru. Dokonce
zdanlivé malé rozdily v koncentraci (jako 5 uM nebo
10 pM DFO v bunécné kultute) ovliviuji zcela rozdilné
funkci nékterych enzym, které zajistuji spravnou ¢a-
sovou posloupnost jednotlivych fazi bunééného cyklu,
koordinaci prichodu bunécnym cyklem nebo pfipadné
spoustéji apoptézu. Vinvivo studii provadéné na mysim
modelu jsme se zaméfili na sledovani vlivu chelatoru
v koncentraci, kterd je dosahovana v krevni plazmé
pacientl podrobovanych chelata¢ni terapii.

V klinicky orientované studii jsme pomoci porov-
navani expresnich profilii a za pouziti kvantitativni
RT-PCR analyzovali CD34+ buriky kostni dfené 15 ne-
mocnych s nizce rizikovym MDS (podle IPSS), z nichz
6 bylo na chelata¢ni 1é¢bé (Ferriprox, popt. Exjade; na
chelata¢ni 16¢bé 4 mésice az 3 roky, medidn 15 mésicil)
a 9 bylo bez chelatac¢ni 1é¢by, a srovnali jsme expresni
profily téchto nemocnych se skupinou 5 zdravych kont-
rol. Zajimalo nas, jestli mezi diferencialné exprimova-
nymi geny téchto dvou skupin nemocnych a skupinou
zdravych darcti budou genové markery, které naznacuji
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aktivaci vySe zminénych predpokladanych mechanis-
mi protinddorovych ucinkd chelatorti Zeleza, ktery-
mi jsou inhibice progrese bunécného cyklu, vyvolani
stresu ER, akumulace poskozené DNA specificky u na-
dorovych bunék a modulace protinaddorové imunitni
odpovédi. Vzhledem k fadé omezeni, kterd jsou spojena
s analyzami vzorki nemocnych (heterogenita bunék,
existence subklonti atd.) jsme navic provedli kontrolni
experimentalni studii i na mysim modelu preleukemie.

) kontrola ., DFO
G1=13% 1 ©61=15%; aktivni S = 40%;
] S=68% i pasivni S =25%; G2/M=17%
= ¥ G2/M=9% o L
] S
10— Q'
: 5 3
10— 10—
_— & —_—
Propidium jodid Propidium jodid
DFO

kontrola
v

P&,
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Obr. 5. Analyza prichodu buné¢nym cyklem u hematopoetickych
progenitor( ovlivnénych DFO a akumulace markeru poskozeni DNA
v kostni dfeni u mysiho modelu preleukemie po podani DFO

A) Pomoci dudlniho znaceni propidium jodidem (PI)

a bromodeoxyuridinem (BrDU) miiZzeme za pouziti pritokové
cytometrie analyzovat pribéh buné¢ného cyklu a dynamiku
replikace DNA. Pl je interkalaéni fluorescencni barvivo, které
se stechiometricky vaze na dvousroubovici DNA a intenzita
fluorescencniho signalu tedy v pribéhu jednotlivych fazi
bunécéného cyklu osciluje v zdvislosti na obsahu DNA v bunce.
BrDU je nukleotidovy analog, ktery se béhem replikace
inkorporuje do nové vznikajiciho vidakna DNA misto thymidinu
a nasledné je mozné jej detekovat pomoci fluorescenéné
znacené anti-BrDU protilatky; intenzita fluorescenéniho signalu
tak odrazi dynamiku replikace DNA v S fazi. DFO indukuje

u hematopoetickych progenitort ¢aste¢né zastaveni replikace
DNA, které se projevi jako tzv. ,pasivni S faze“, a zaroven dochazi
k akumulaci bunék ve fazi G2/M.

B) Fosforylovany histon H2AX na serinu 139 je indikdtorem
pritomnosti poskozené DNA (dvouretézcovych zlom() v burice.
Jednou z moznosti detekce a kvantifikace fosforylovaného histonu
H2AX je jeho imunohistochemickd detekce specifickou protilatkou
s mikroskopickou vizualizaci. V kostni dfeni preleukemického
mysiho modelu indukuje DFO zvySenou akumulaci fosforylované
formy histonu H2AX (pravy panel, subceluldrni lokalizace hnédé
zbarvenych lozisek v bunécnych jadrech), svédcici pro akumulaci
dvoufetézcovych zlomd DNA v preleukemickych buikach
ve srovnani s burikami stejného mysiho modelu bez podani
chelatacni latky (levy panel).
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U tohoto modelu aberantné proliferujici myeloidni
burniky, které exprimuji definovany onkogen, aktivuji
signdlni drahy odpovédi na poskozenou DNA, coz ma
za nasledek postupnou aktivaci kontrolnich uzlt a po-
zastaveni progrese bunécného cyklu [50]. MySim jsme
podavali chelata¢ni latky (DFO, DFP) po dobu 6 tydnti,
v davkach odpovidajicich dosazenym plazmatickym
koncentracim u chelatovanych nemocnych (pro DFO
jsme pouzili davkovani 88,8 mg/kg intraperitonealné
2krat denné, pro deferipron 166 mg/kg na den oralnim
podanim).

Zjistili jsme, Ze chelatace iontd Zeleza ovliviiuje pri-
chod bunéénym cyklem u hematopoetickych progeni-
tort (obr. 5A). U chelatovanych nemocnych i u mysiho
modelu na chelata¢ni 1é¢bé jsme detekovali signifikant-
neé zvySené markery iniku (vyrovnani se) ze stresu ER,
ale nikoliv markery vlastniho permanentniho stresu ER
(jako je aktivace genti UPR). Zjistili jsme také ovlivnéni
metabolismu nukleotid@, aktivaci nékterych markerti
antioxida¢niho systému a nékterych prozanétovych
molekul, o kterych je zndmo, Ze u nadorovych bunék
prispivaji ke spousténi signalnich drah odpovédi na
poskozenou DNA. NejdtileZitéjsim poznatkem z nasich
in vivo experimentd je pozorovani zvySené akumulace
poskozené DNA (kterd neni kompatibilni s normalnim
prezitim bunky) specificky v nddorovych burnkach pii
chelatacni 16¢bé (obr. 5B). Tyto vysledky naznacuji, Ze
burtiky, které jsou vystaveny onkogennimu stresu, jsou
zv1asté citlivé na deprivaci iontd Zeleza chelata¢nimi
latkami, a mohou byt specificky eliminovany dlouho-
dobym plisobenim terapeutickych davek chelatord.

ZAVER

Z prozatimnich vysledkt a zkuSenosti (nasich i ji-
nych skupin) vyplyva, Ze klinicky pouzivané cheldtory
Zeleza kromé své hlavni funkce moduluji i mnoho
dalsich signalnich drah v burice zapojenych v regula-
ci bunécného cyklu, apoptdze a imunitni odpovédi.
Antiprolifera¢ni a proapoptotické ptisobeni cheldtorti
Zeleza na nadorové buriky je zfejmé, bude vsak potie-
ba jesté mnoho prace k jejich iplnému prostudovani.
Podrobna charakterizace signalnich drah indukova-
nych cheldtory Zeleza bude nezbytnd pro spravnou
a efektivni implikaci téchto nové ziskanych poznatki
do klinické praxe.

Seznam pouZitych zkratek

AML - akutni myeloidni leukemie

ATF4 - aktivujici transkripcni faktor 4
ATF6 - aktivujici transkripcni faktor 6
BiP - binding immunoglobulin protein
BrDU - bromodeoxyuridin



CDK - cyklin-dependentni kindza
CDK2  -cyklin-dependentni kindza 2
CDK4,6 -cyklin-dependentnikinéza 4,6

DFO - deferoxamin mesylat

DFP - deferipron

DMT1 -divalent metal transporter-1, transportér
dvojmocného Zeleza-1

el[FP2a - eukaryoticky inicia¢ni faktor 2o

ER - endoplazmatické retikulum

ERAD -ER associated degradation, degradace aso-

ciovana s ER

ERK1,2 -extracellular-signal-regulated kinases-1,2,
extracelularnim signalem regulované Kki-
nazy-1,2

GADD34 - growth arrest and DNA damage-inducible
protein 34, protein indukovatelny zastave-
nim rtstu a poSkozenim DNA-34

GRP78 -78 kDa glucose-regulated protein, 78 kDa
glukézou regulovany protein

HIF-la - hypoxia inducible factor-1a, hypoxii indu-
cibilni faktor-1«

IL-1 -interleukin1

IL-8 - interleukin 8

IPSS - International Prognostic Scoring System

IPSS-R - International Prognostic Scoring System-
-Revised

IRE1 -inositol-requiring 1

LCI - labile cell iron, labilni bunéc¢né Zelezo

LFS - leukemia-free survival, doba do leukemické
transformace

LIP - labile iron pool, labilni hotovost Zeleza

LPI -labile plasma iron, nestabilni Zelezo v plazmé

MDS - myelodysplasticky syndrom

MIP-3a - macrophage inflammatory protein-3«, za-
nétlivy protein makrofagi-3a
-mammalian target of rapamycin, savci cil
rapamycinu
NDRG1 - N-mycdownstream regulated gene-1, N-myc
regulovany gen-1

mTOR

NF-xB -nuclear factor-kB, jaderny faktor kappa B

NK - natural Killers, pfirozeni zabijeci

NTBI - non-transferrin bound iron, netransferinové
Zelezo

oS - overall survival, celkové preziti

PERK - protein kinase RNA-like ER kinase

PI - propidium iodide, propidium jodid

PRB - protein retinoblastomu

ROS -reactive oxygen species, reaktivni formy
kysliku

RR - ribonukleotidreduktaza

TFR1 - transferinovy receptor-1

TGF-B - transformujici ristovy faktor-f
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TNF-a - tumor necrosis factor-a, faktor nadorové
nekrézy-a

Ub -ubikvitin, ubikvitinace

UPR -unfolded protein response

XBP1 - X-box-binding protein-1
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vznikem a publikaci tohoto ¢lanku neni ve stfetu z4jmu
a vznik ani publikace ¢lanku nebyly podpoteny zadnou
farmaceutickou firmou. Toto prohlaseni se tykd i vSech
spoluautorti.

Doruceno do redakce: 12. 3. 2015
Prijato po recenzi: 27. 4. 2015

Mgr. Lenka Kfupkova, Ph.D.

Ustav biologie,

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hemato-onkologicka klinika

Lékarska fakulta Univerzity Palackého a FN Olomouc
Hnévotinska 3

77515 Olomouc

e-mail: lenka.krupkova@fnol.cz

Nemocnice Pisek, a. s.
pfijme
jiného odborného
vysokoskolského pracovnika

na hematologicko-transfuzni oddéleni

PozZadujeme:

«vysokoskolské vzdélani biologického zaméreni (Mgr.) < zafazeni
do specializatnfhoevzdélavaniv oboru klinickd hematologie a
transfuzni sluzba vitana « specializovana zpisobilost v daném oboru
vyhodouszdravotni zplisobilost a trestni bezlihonnosts samostatnost
a spolehlivost

Nabizime:
« nadstandardni finan¢ni ohodnoceni « moznost bezdplatného profesniho
rlistu » zaméstnanecké benefity « zajisténi ubytovani (1+1, garsonka) »
nastup mozny od 1.12. 2015

Prihldsky zasilejte na adresu:
Nemocnice Pisek, a. s., Karla Capka 589, 397 01 Pisek
tel. 382 772 001, e-mail: sekretariat@nemopisek.cz
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