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ABSTRACT

Use of differentiation-inducing agents (all-trans retinoic acid and arsenic trioxide) that
degradate fusion PML-RARa receptor have revolutionized management of acute promye-
locytic (APL) leukemia in 2008. However, despite significant advances in the treatment of
APL, the cure rates of patients suffering with other acute myeloid leukemia (AML) subty-
pes are still not satisfying. Abnormal reactive oxygen species levels and constitutive
expression of ER stress marker proteins are characteristic of AML. AML patients with
activated unfolded protein response and increased ER chaperone levels showed suppres-
sed CEBPa protein expression. CEBPa is an essential transcription factor that regulates
multiple aspects of myelopoiesis. Understanding how the unfolded protein response trig-
ger down-regulation of CEBPa and lead to differentiation blockage opens new possibili-

ties for the design of anti-AML therapeutic strategies.
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Ostre biataczki szpikowe (acute myeloid leukemia; AML) to
heterogenna grupa nowotworéw, rdznigca sie wiekiem,
w ktérym rozpoczyna sie choroba, zmianami cytogenetycz-
nymi, morfologiag i immunofenotypem komérek biataczko-
wych, a co za tym idzie, takze rokowaniem. Mimo znaczg-
cego postepu w terapii innych nowotworéw hematologicz-
nych w ciggu ostatnich dwéch dekad, wyniki leczenia AML
sa nadal niezadowalajgce. Od 2008 roku pacjentom
z podtypem biataczki promielocytowej (acute promyelocytic
leukemia; APL) w kombinacji z klasyczng chemioterapia
podaje sie zwigzki majgce promowaé réznicowanie sie
komérek biataczkowych, co znacznie zwieksza odsetek pa-
cjentéw osiagajacych catkowita remisje [1].

W celu wyjasnienia patomechanizmu choroby oraz zja-
wisk doprowadzajgcych do transformacji blastycznej bada-
cze $ledzili zmiany cytogenetyczne, molekularne oraz trans-
kryptomiczne w AML. Uwaga naukowcéw dlugo skupiona
byta glownie na poznaniu onkogendéw i gendéw supresoro-
wych bialaczek. Wyréznienie waznych nieprawidlowosci
genetycznych w AML zaowocowalo wprowadzeniem przez
WHO w 2008 roku nowej systematyki i klasyfikacji tych
nowotworéw (jej aktualizacja planowana jest w 2016 roku).
Wydaje sie jednakze, ze dopiero zrozumienie przyczyn
zmian w tempie proliferacji i bloku réznicowania komoérek
biataczkowych moze przynies¢ nowe, bardziej skuteczne
propozycje terapeutyczne dla pacjentéw. Komorki ostrej
biataczki szpikowej, konstytutywnie wykazujg ekspresje
markeréw stresu siateczki $rédplazmatycznej. Pacjenci
o zwiekszonej ekspresji bialek opiekunczych siateczki, kté-
rych zadaniem jest przywracanie prawidlowej konformacji
biatkom, charakteryzujg sie niewielkg ekspresjg CEBPa |2, 3],
czynnika transkrypcyjnego kluczowego dla zachowania pra-
widlowej mielopoezy i przej$cia komoérek z etapu progenito-
réw komoérek mieloidalnych (common myeloid progenitor;
CMP), do bardziej zréznicowanej formy komoérek progenito-
rowych granulocytéw i monocytéw (granulocyte-monocyte
progenitor; GMP) [4, 5].

Zastosowanie lekéw promujacych réznicowanie
komérek biataczkowych w APL

Kwas retinowy (all-trans retinoic acid; ATRA) i tréjtlenek
arsenu (arsenic trioxide; ATO) w kombinacji z klasyczng
chemioterapig opartg na zastosowaniu antybiotykéw z grupy
antracyklin promuje réznicowanie sie komérek biataczko-
wych, hamujac aktywno$¢ produktu genu fuzyjnego PML-
RARA i prowadzi do zmiany fenotypu komoérek biataczko-
wych z typowego dla niedojrzalych promielocytéw, na
charakterystyczny dla krétko zyjacych, w pelni dojrzatych
neutrofiléw [6, 7]. Takie postepowanie terapeutyczne oka-
zalo sie niezwykle skuteczne i korzystne dla pacjentéw -
wydtuzylo ich calkowity czas przezycia oraz diugos$¢ okresu
bez wznowy choroby [8, 9]. Wedlug aktualnych zalecen
nalezy jak najszybciej wdrazac terapie z uzyciem ATRA i/lub
ATO nawet u pacjentéw bez potwierdzonej rearanzacji PML-
RARq, a jedynie zmianami w mielogramie sugerujagcymi APL,

w celu unikniecia powiklan zwigzanych z zaburzeniami
ukladu krzepniecia. Niejednoznaczne sg wyniki préb klinicz-
nych poréwnujgcych skuteczno$é kombinacji antracyklin
z ATRA ze schematem wilgczajgcym takze arabinozyd cyto-
zyny w leczeniu indukujacym oraz konsolidacyjnym [8, 10].
Nie ma natomiast watpliwosci co do korzysci z wigczenia
ATO do leczenia indukujgcego - dwa dodatkowe 25-dniowe
cykle leczenia ATO po standardowym protokole lgczacym
antracykliny z ATRA znacznie poprawiajg czas przezycia
wolny od zdarzen (event free survival, EFS) [8, 10]. Wyniki
obecnie trwajgcych préb klinicznych sugerujg takze prze-
wage zastosowania kombinacji kwasu retinowego z tréj-
tlenkiem arsenu wzgledem polgczenia kwasu retinowego
z klasyczng chemioterapia, szczegdélnie w zakresie okresu
wolnego od wznowy ustalonego jako punkt koncowy bada-
nia (disease free survival; DFS) [11].

»Stres siateczki Srédplazmatycznej” w komoérkach
ostrej biataczki szpikowej

Gwaltowna proliferacja komoérek nowotworowych, obnizone
wytwarzanie ATP (adenozyno-5’-trifosforanu) zwigzane
z efektem Warburga oraz warunki hipoksji prowadzg do
uposledzenia glikozylacji bialek i nagromadzenia w siateczce
$rédplazmatycznej nieprawidlowo sfaldowanych polipepty-
déw. Kiedy w komdrce gromadzy sie uszkodzone bialka,
dochodzi do stanu nazywanego stresem siateczki srédplaz-
matycznej charakteryzujgcego sie aktywacjg ukladéw enzy-
matycznych i czynnikéw transkrypcyjnych majacych przy-
wréci¢ komérkom homeostaze. W komérkach poddanych
stresowi dochodzi takze do zahamowania translacji oraz do
degradacji w proteasomach nagromadzonych, nieprawi-
dlowo sfaldowanych biatek (ER-associated degradation; ERAD).
Wszystkie te zjawiska nazwano zbiorczo odpowiedzig ko-
morek na nieprawidlowo sfaldowane biatka (unfolded protein
response; UPR) [12, 13].

W komorkach prawidlowych zjawisko stresu siateczki
srédplazmatycznej i aktywacja UPR moze spowodowaé
wejscie komoérek na szlak apoptozy, jednak konstytutywny,
tagodny stres, ktéremu poddawane sg komérki nowotworo-
we, moze prowadzi¢ do uruchomienia mechanizméw adap-
tacyjnych, umozliwiajgcych przezycie. W komérkach nowo-
tworowych mechanizm ten ma funkcje ochronne i umoz-
liwia przystosowanie do niekorzystnych warunkéw [14-17].
Stres siateczki $rédplazmatycznej oraz potencjalne korzysci
terapeutyczne z zastosowania zwigzkéw hamujgcych aktyw-
nos¢ bialek zwigzanych z UPR, ale takze indukujacych stres
ER i wprowadzajacych komérki na szlak apoptozy, zostaty
opisane dla wielu typéw komérek nowotworowych w tym
takze dla AML (2, 3, 18-21].

Rozpoczecie szlaku sygnalowego UPR zalezne jest od
trzech przezbtonowych biatek retikulum: enzymu IRE1 (inosi-
tol requiring enzyme 1), kinazy biatkowej PERK (pancreatic
endoplasmic reticulum elF2alpha kinase) oraz czynnika trans-
krypcyjnego ATF6 (activating transcription factor 6). Konce
aminowe - NH, tych bialek znajduja sie w $wietle siateczki,
a konce karboksylowe — COOH w cytozolu. W warunkach
homeostazy te trzy wspomniane biatka sg zwigzane
z biatkiem opiekuniczym - chaperonem BiP (binding protein),



ACTA HAEMATOLOGICA POLONICA 47 (2016) 197-204

199

znajdujgcym sie w $wietle siateczki. BIP zapobiega aktywacji
wyzej wymienionych enzyméw, gltéwnych przekaznikéw
sygnatu szlaku UPR poprzez niedopuszczenie do ich homo-
dimeryzacji [22, 23]. W warunkach stresu siateczki BiP jako
chaperon wigze sie z nieprawidtowo sfatdowanymi biatkami,
uwalniajgc IRE1, PERK i ATF6 (Ryc. 1).

Przyczyny aktywacji UPR w ostrej biataczce szpikowej sg
niejasne. Istniejg przestanki $wiadczace o udziale w tym
procesie biatka bedacego produktem genu fuzyjnego PML-
RARA u pacjentdéw z ostrg biataczkg promielocytows. Biatko
fuzyjne PML-RARa moze prowadzi¢ do nagromadzenia
w Swietle siateczki korepresora receptora jagdrowego N-CoR1
(nuclear hormone receptor corepressor) [24]. Biatko N-CoR1 jest
zaangazowane w kontrole procesu transkrypcji w wyniku
interakcji z ré6znymi biatkami zaangazowanymi w regulacje
epigentyczng [25]. Nieprawidlowe pofaldowanie biatka
N-CoR1 jest przyczyng nasilonej proliferacji komérek bia-
taczki podtypu M3 oraz M5 wg klasyfikacji FAB (French-
American-British classification) [26]. W przypadku komorek
biataczki typu M5 potranslacyjna utrata N-CoR1 wigze sie
z nasilong transkrypcja onkogennej kinazy tyrozynowej
3 zwigzanej z fms (fms-related tyrosine kinase 3; FLT3)

zar6wno w komorkach z mutacjg aktywujaca, jak i w
komérkach z prawidlowg kopig genu [26]. Flawonoid genis-
teina, stabilizujac N-CoR1, hamuje ekspresje kinazy FLT3
w komorkach linii bialaczkowych niezaleznie od statusu
mutacji w tym genie i réznicuje blasty bialaczkowe do
dojrzatych komérek uktadu ziarnistokrwinkowego [26]. Zna-
czace cytoprotekcyjne dzialanie UPR w grupie pacjentéw
z ostra bialaczka szpikowa o zlym rokowaniu, majacych
aktywujacg mutacje FLT3-ITD (internal tandem duplication),
moze wigza¢ sie m.n. ze zmniejszong ekspresjg genu
supresorowego nowotworéw — DAPK1 (death-associated pro-
tein kinase 1) odpowiedzialnego za indukcje apoptozy
w przebiegu stresu [27].

Aktywacja IRE1

Rozpoczecie szlaku sygnatowego dla UPR zalezne od auto-
fosforylacji enzymu IRE1 uruchamia jego aktywnos¢ jako
RNAzy, umozliwiajgc wyciecie 26-nukleotydowego intronu
z mRNA dla biatka XBP1 (X- box DNA binding protein) (Ryc. 1).
mRNA dla XBP1 koduje czynnik trankrypcyjny o budowie
zamka leucynowego, a jego pociecie przez IRE1 umozliwia
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Ryc. 1 - Aktywacja odpowiedzi na nieprawidlowo sfaldowane biatka
Fig. 1 - Activation response to misfolded proteins
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powstanie dojrzalego mRNA, a nastepnie translacje XBP1
[28]. Bialko XBP1 wigze sie z regionami ERSE (ER stress
element) w obrebie DNA [CCAAT(No)CCACG] obecnymi
w promotorach wielu gendéw szlaku UPR, aktywujgc m.in.
transkrypcje genéw dla rodziny bialek szoku cieplnego
i innych chaperonéw siateczkowych, a takze samego XBP1
[22, 28].

Pacjenci z AML wykazujg aktywacje szlaku odpowiedzi
na nieprawidlowo sfaldowane biatka zdefiniowang przez
obecno$¢ dojrzatego mRNA dla XBP1 [3, 18]. W tak okres-
lonej grupie chorych zaobserwowano zwiekszong ekspresje
mRNA dla biatek opiekunczych siateczki, np. kalretikuliny
i BiP oraz mRNA dla czynnika transkrypcyjnego indukowa-
nego przez stres i uszkodzenia DNA - CHOP (CEBP homolo-
gous protein) [3, 18]. Pacjenci ci charakteryzuja sie nizszg
leukocytozg oraz zmniejszeniem stezeniadehydrogenazy
mleczanowej we krwi, co wigze sie z lepszg prognoza
iz dluzszym czasem przezycia [3, 18].

Zwiekszona ekspresja biatka szoku cieplnego Hsp70
w komorkach ustalonej, monocytarnej linii AML - U937
nasila aktywno$¢ RNAzowg enzymu IRE1, ulatwiajgc blas-
tom bialaczkowym adaptacje do nasilonego stanu stresu
siateczki $rédplazmatycznej. Zahamowanie ekspresji Hsp70
poprzez interferencje RNA lub przez zastosowanie flawo-
noidu kwercetyny zmniejsza aktywacje IRE1, zmniejsza
ekspresje BiP, natomiast nie wplywa na poziom czynnika
transkrypcyjnego CHOP, tym samym uwrazliwia komorki
AML na apoptoze aktywowang nasilong odpowiedzig na
nieprawidtowo sfaldowane biatka [29].

Aktywacja UPR w wyniku zaburzen homeostazy wapnia
w komoérkach U937 inkubowanych z sorafenibem - inhibi-
torem licznych kinaz m.in. Raf (rapidly accelerated fibrosar-
coma), MAPK (mitogen-activated protein kinase), ERK (extra-
cellular signal regulated kinase) i FLT3 i zawigzana z od-
powiedzig na nieprawidlowo pofaldowane biatka nasilona
ekspresja IRE1 zmniejsza cytotoksycznos¢ inhibitora [21].
Wyciszenie ekspresji IRE1 lub XBP1 zwieksza wrazliwos¢
U937 na cytotoksyczne dzialanie sorafenibu, nie wplywa-
jac jednocze$nie na mechanizm, w ktérym doszlo do
indukcji stresu siateczki, czyli zaburzenia homeostazy
wapniowej [21].

Aktywacja ATF6

Czynnik transkrypcyjny ATF6, po odlgczeniu od biatka BIP,
przechodzi do aparatu Golgiego, gdzie jest aktywowany
poprzez ciecie przez proteazy S1P (site 1 protease; proteaza
jako pierwsza przecinajaca czynnik transkrypcyjny SREBP)
1 S2P (site 2 protease; proteaza jako druga przecinajgca SREBP)
[22, 23, 28] (Ryc. 1). Powstale biatko ma mase okoto 50 kDa
i strukture zamka leucynowego, ktéry podobnie jak XBP1
przytacza sie do regionéw ERSE w obrebie DNA, ale jedynie
w polaczeniu z czynnikiem transkrypcyjnym CBF (CCAAT
binding factor). ATF6 zwieksza transkrypcje XBP1, BIP, kalreti-
kuliny, izomerazy dwusiarczkowej bialek - PDI (protein
disulfide isomerase) oraz CHOP [22, 23, 28].

Pacjenci o nasilonej w wyniku aktywacji ATF6 ekspres;ji
biatek opiekunczych siateczki, takich jak kalretikulina lub
PDI, maja obnizong ekspresje waznego czynnika transkryp-

cyjnego kontrolujgcego proces mielopoezy — CEBPa, 0 czym
wiecej w rozdziale Chaperony siateczkowe |7, 8].

Aktywacja PERK

Kinaza biatkowa PERK po uwolnieniu z potgczenia z BIP
dimeryzuje i podobnie do IRE1l ulega trans-autofosforylacji
(Ryc. 1). Aktywny PERK fosforyluje podjednostke a drugiego
czynnika inicjujgcego translacje — elF2a (eukaryotic translation
intitiation factor 2) [23]. Ufosforylowana forma elF2a gorzej
rozpoznaje kodon inicjacji translacji AUG, co powoduje zaha-
mowanie syntezy biatka zaleznej od obecnosci czapeczki, czyli
7-metyloguanozyny [22]. Taka kontrola translacji pomaga
zredukowa¢ iloé¢ nieprawidlowo sfaldowanych bialek w ko-
moérce narazonej na stres siateczki $rédplazmatycznej
i umozliwia jej przezycie. Zatrzymanie translacji prowadzi do
zablokowania cyklu komérkowego w fazie G, z powodu braku
cykliny D1 [23]. Paradoksalnie translacja niektérych czasteczek
mRNA, majgcych obnizone wymagania co do dostepnosci
aktywnej formy czynnika inicjujacego translacje, zostaje
wzmozona. Czasteczki majace specjalne sekwencje regulato-
rowe nazwane IRES (internal ribosome entry site; wewnetrzne
miejsce wigzania rybosomu) mogg oming¢ zalezny od PERK
blok translacji. Przykladem takiej czgsteczki jest czynnik
transkrypcyjny ATF4 (activating trancription factor 4) [22, 23].
Wykazano, ze ATF4 moze wplywaé na przezycie komorek
poprzez indukowanie gendéw zwigzanych z metabolizmem
aminokwaséw czy zmiang potencjalu oksydoredukcyjnego
[30]. Z drugiej jednak strony, ATF4 jest uznawany za naj-
silniejszy sygnal do transkrypcji proapoptotycznego czynnika
CHOP [31]. ATF4 powoduje takze aktywacje transkrypcji biatka
GADD34 (growth arrest and DNA damage-inducible protein), ktore
reguluje aktywno$c¢ fosfatazy PP1 (protein phosphatase 1) moga-
cej odcigé reszte fosforanowg od czynnika elF2a [22, 23|.
Defosforylacja elF2a odblokowuje translacje biatek w komorce.

Aktywno$¢ PP1 nie ma udowodnionego udziatu w regulacji
procesu UPR w komédrkach biataczkowych, jednak wiadomo,
ze fosfataza ta ogranicza skuteczno$¢ terapii nowotwordéw
hematologicznych z wykorzystaniem wywolujgcych stres
retikulum inhibitoréw proteasomu. Jednoczesna inkubacja
komoérek linii ostrej bialaczki promielocytowej HL-60 z in-
hibitorem PP1 - salubrinalem wraz z bortezomibem lub
MG132 zwieksza toksycznos¢ tych ostatnich wzgledem komé-
rek AML [32].

Uruchomienie w komérkach biataczkowych szlaku zalez-
nego od PERK i fosforylacji elF2a w wyniku inkubacji ze
zwigzkami indukujgcymi stres siateczki moze odegra¢ dwo-
jaka role. Aktywacja tej Sciezki w komérkach linii monocy-
tarnej U937 inkubowanych z sorafenibem obniza cytoto-
ksycznos¢ tego drobnoczasteczkowego inhibitora kinaz.
Zastosowanie siRNA wyciszajgcego ekspresje PERK lub znie-
sienie aktywnosci tego enzymu w mechanizmie dominant
negative zwieksza wrazliwos¢ komoérek biataczkowych na
sorafenib [21]. Komérki wykazujgce ekspresje zmodyfikowa-
nego czynnika elF2« niepodatnego na fosforylacje rowniez sg
znaczgco wrazliwsze na cytotoksyczne dzialanie sorafenibu
[21]. Jednoczesnie zastosowanie siRNA wyciszajacego ekspre-
sje proapoptotycznego czynnika CHOP, ktérego ekspresja
zwieksza sie w wyniku aktywacji PERK po inkubacji



ACTA HAEMATOLOGICA POLONICA 47 (2016) 197-204 201

z sorafenibem, nie wplywa istotnie na przezywalnosé¢ koméo-
rek AML [21].

Z drugiej strony aktywno$¢ PERK wydaje sie niezbedna
dla efektywnego zabijania komoérek linii biataczki promielo-
cytowej - HL-60 w wyniku inkubacji z syntetycznym
retinoidem- fenretynidem (4-hydroxy(phenyl)retinamide;
4-HPR) [19]. Zhamowanie PERK lub elF2a w mechanizmie
dominant negative zmniejsza wrazliwos¢ komoérek na fenrety-
nid oraz blokuje aktywacje kaspazy 319 [19].

Chaperony siateczkowe: izomeraza mostkow
dwusiarczkowych i kalretikulina jako inhibitory
translacji CEBPa

Mutacje genu dla czynnika transkrypcyjnego CEBPa dotyczg
okolo 10-20% pacjentdw z AML [33-36]. Jednak w wielu
przypadkach ostrej biataczki szpikowej dochodzi do zaha-
mowania ekspresji CEBPa lub jego obnizonej aktywnosci,
mimo braku mutacji w obrebie genu CEBPA.

Transkrypcja CEBPa pozostaje pod kontrolg biatka RUNX1,
wiec jest obnizona u chorych, u ktérych dochodzi do mutacji
genu RUNXI lub u chorych z obecnoscig translokacji powo-
dujacych powstanie biatek fuzyjnych hamujgcych aktywnosé
tego czynnika transkrypcyjnego [9, 37]. U pacjentéw
z mutacjami typu FLT3-ITD dochodzi do fosforylacji przez
kinaze ERK seryny 21 biatka CEBPa, co zmniejsza jego
aktywnos¢ jako czynnika transkrypcyjnego. Metylacja promo-
tora CEBPA jest obecna niemal u polowy pacjentéw cierpia-
cych na ostrg biataczke szpikowg [38]. Receptor kwasu
retinowego a (retinoic acid receptor «; RARA) uczestniczy

mMRNA CEBPa

®-
X

CEBPa

Ryc. 2 - Zahamowanie translacji mRNA dla CEBP« przez
izomeraze mostkéw dwusiarczkowych bialek (PDI)

Fig. 2 - Inhibition of translation of mRNA by CEBP« protein
disulfide bridges isomerase (PDI)

w aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych rodziny CEBP. Upo-
§ledzenie procesu transkrypcji CEBPa w wyniku translokacji
t(15;17)(922,912) i powstania fuzyjnego biatka PML-RARq,
zwigzane jest z hamowaniem funkcji prawidtowego biatka
RARa dzialajgcego w mechanizmie dominant negative [39].

Izomeraza mostkéw dwusiarczkowych biatek jest enzy-
mem siateczki S§rédplazmatycznej katalizujgcym wytwarza-
nie oraz izomeryzacje mostkéw dwusiarczkowych pomiedzy
resztami cysteinowymi bialek. PDI pelni istotng role pomoc-
niczg podczas przyjmowania prawidlowej konformacji trze-
ciorzedowej wielu biatek. Enzym ten zaliczany jest do bialek
opiekunczych retikulum - tzw. chaperonéw, ktérych zada-
niem jest przywracanie biatkom prawidlowego ulozenia
przestrzennego. PDI pelni takze unikatowg role w regulacji
ekspresji genéw na poziomie potranskrypcyjnym. [zomeraza
mostkéw dwusiarczkowych bialek w kooperacji z kal-
retikuling, wigze sie z regionem stem loop’ mRNA dla CEBPa
i hamuje jego translacje, co prowadzi do blokady réznicowa-
nia komoérek w neutrofile (Ryc. 2). Wyciszenie ekspresji genu
P4HB (PDIA1) kodujgcego PDI przywraca w komérkach linii
ostrej biataczki promielocytowej HL-60 translacje mRNA dla
CEBPa [2, 3].

Blasty biataczkowe u okolo 25% pacjentéw z AML wyka-
zujg cechy aktywacji szlaku odpowiedzi na nieprawidlowo
sfaldowane biatka. U pacjentéw tych wykrywana jest zwigk-
szona ilo§¢ mRNA dla PDI, co jednocze$nie odwrotnie propor-
cjonalnie koreluje z nasileniem ekspresji biatka CEBPa (2, 3].

Stres oksydacyjny w komoérkach ostrej biataczki
szpikowej

Zwiekszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu (reactive
oxygen species; ROS) w blastach biataczkowych wynikajgce
z m.in. aktywnosci onkogenéw, z mutacji w obrebie genéw
mitochondrialnych, np. kodujacych biatka cytochromu P450,
oraz ze zmniejszenia ekspresji bialek o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, zaobserowane zostalo zaréwno w ustalo-
nych liniiach oraz w pierwotnych komérkach wyizolowa-
nych z krwi badz szpiku chorych na AML [40, 41].

Zaré6wno zachowanie prawidlowej hematopoezy, jak
1 utrzymanie proliferacji komoérek bialaczkowych wymaga
aktywacji czynnika indukowanego hipoksjg (hypoxia-inducible
factor; HIF). Wyciszenie ekspresji HIF-2a wigze sie ze zwiek-
szeniem wytwarzania ROS, a nastepnie, z kompensacyjnym
uruchomieniem odpowiedzi UPR i zwiekszonej podatnosci
na apoptoze w wyniku stresu siateczki srédplazmatycznej
[42]. Pierwotne komorki pochodzgce od pacjentéw z AML
o wyciszonej ekspresji HIF-2a tracily zdolno$é wywolania
biataczki u myszy z niedoborami odpornosci [42].

Onkogeny np. biatka Ras czy kinazy FLT3-ITD prowadzg
do aktywacji oksydaz NADPH, w szczegélnosci podjednostki
47phox [40, 41].

Zwiekszone wytwarzanie ROS w blastach biataczkowych
jest dos¢ czeste wsrdéd pacjentéw z mutacjami w genach
IDH1 i IDH2 (isocitrate dehydrogenase) kodujacych dehydroge-
naze izocytrynianowg - jeden z enzyméw cyklu Krebsa.
Powoduje to przemiane izocytrynianiu w 2-hydroksyglutaran
zamiast w a-ketoglutaran, co prowadzi do oksydatywnego
uszkodzenia DNA oraz onkogennego, kompetytywnego



202

ACTA HAEMATOLOGICA POLONICA 47 (2016) 197-204

Tabela I - Rola stresu siateczki i oksydacyjnego w ostrych bialaczkach szpikowych

Table I - The role of oxidative stress and mesh in acute myeloid leukemia

leukemogeneza

potencjalne strategie terapeutyczne

powstanie biatka fuzyjnego PML-RAR« i zwigzane z nim nagromadzenie

w Swietle siateczki nieprawidtowo sfaldowanego biatka N-CoR1
regulujgcego proliferacje blastow

zahamowanie translacji czynnika transkrypcyjnego CEBPa przez PDI
prowadzgce do zahamowania réznicowania

mutacje IDH1 i IDH2 prowadzace hydroksylacji DNA i stresu
oksydacyjnego

procesy adaptacyjne komérek biataczki

stabilizacja biatka N-CoR1 np. za pomocg genisteiny
(inhibitor bialek rodziny szoku cieplnego)

przywrécenie ekspresji CEBPa, zahamowanie funkcji
PDI

inhibitory enzymoéw bedacych produktami
zmutowanych genéw IDH1 i IDH2

potencjalne strategie terapeutyczne

zmniejszenie ekspresji kinazy DAPK1 odpowiedzialnej za
indukcje apoptozy w przebiegu stresu siateczki u pacjentéw
z mutacjg FLT3-ITD.

zwiekszona ekspresja Hsp70 powodujaca aktywacje
adaptacyjnego szlaku IRE1

aktywnos¢ fosfatazy PPlodcinajgcej reszte fosforanowa od
czynnika elF2a i przywracajgcej translacje biatek

represja TXNIP skutkujaca zwiekszong aktywnoscig
tioredoksyny, co umozliwia przezycie blastéw biataczkowych
narazonych na nasilony stres oksydacyjny

przywrécenie ekspresji kinazy DAPK1, zahamowanie
aktywnosci kinazowej FLT3-ITD.

zahamowanie ekspresji Hsp70, IRE1 lub XBP1

np. przez zastosowanie rutynozydu kwercetyny
zahamowanie aktywnosci PP1 np. poprzez
zastosowanie salubrinalu

odblokowanie transkrypcji TXNIP np.

poprzez zastosowanie inhibitora metylotransferaz
histonéw — DZNep

zahamowania dioksygenaz w komoérkach [43-45]. Trwajgce
obecnie préby kliniczne z wykorzystaniem inhibitoréw pro-
duktéw zmutowanych genéw IDH1 i IDH2 u chorych na AML
przynosza obiecujgce rezultaty [46, 47].

Wsréd przyczyn nasilenia stresu oksydacyjnego w AML
nalezy wymieni¢ epigenetyczne wyciszenie ekspresji
genéw dla bialek antyoksydacyjnych, np. peroksyredok-
syny IV w komoérkach ostrej biataczki promielocytowej lub
peroksyredoksyn I, II i V w pozostalych podtypach AML
[48]. Peroksyredoksyny sg bialkami o matej masie czas-
teczkowej katalizujgcymi redukcje nadtlenku wodoru.
W AML opisano réwniez czeste przypadki zwiekszonej
ekspresji biatka hamujgcego tioredoksyne — TXNIP (thiore-
doxin interacting protein) [40, 41]. System tioredoksyna/
reduktaza tioredoksyny nalezy do jednych z naj-
wazniejszych uktadéw chronigcych przed wplywem stresu
oksydacyjnego. Z drugiej jednak strony pojawiajg sie takze
doniesienia o represji TXNIP u pacjentéw z AML, bedacej
mechanizmem adaptacyjnym, pozwalajgcym na przezycie
blastéw biataczkowych narazonych na nasilony stres
oksydacyjny. Odblokowanie transkrypcji TXNIP poprzez
zastosowanie inhibitora metylotransferaz histonéw -
3-deazaneplanocyny A (DZNep) powoduje zwiekszone wy-
twarzanie ROS oraz apoptoze komoérek ustalonych linii
AML [49]. Do innych mechanizméw przystosowawczych
wobec stresu oksydacyjnego nalezg m.in.: nasilone wytwa-
rzanie glutationu, nadekpresja tioredoksyny, oksygenazy
hemowej i katalazy - enzymu z grupy oksydoreduktaz
katalizujacy proces rozktadu nadtlenku wodoru do wody
i tlenu [40, 41].

Terapia oparta na nasileniu stresu oksydacyjnego
i zniesieniu mechanizméw adaptacyjnych okazata sie bar-
dzo skuteczng strategia w ostrej biataczce promielocyto-
wej. Tréjtlenek arsenu wprowadzony do kliniki w 2008
roku znacznie poprawil rokowania pacjentéw z tym pod-
typem bialaczki. ATO indukuje stres oksydacyjny
w Dblastach biataczkowych poprzez aktywacje oksydazy

NADPH, zahamowanie tioredoksyny i deplecje peroksyre-
doksyny III [40, 41].

Podsumowanie

Stres siateczki $rédplazmatycznej oraz stres oksydacyjny
zaré6wno biorg udzial w procesie leukemogenezy, jak
i nasilajg mechanizmy adaptacyjne w blastach biataczko-
wych chronigce komérki przed apoptozg (Tab. I) Zahamowa-
nie aktywnosci bialek opiekunczych siateczki lub biatek
inaktywujacych reaktywne formy tlenu moze stanowié
wazny cel terapeutyczny w AML. W czesci przypadkéw AML
odpowiedz na nieprawidlowo sfaldowane biatka prawdopo-
dobnie zwigzana jest z patomechanizmem tej choroby -
charakterystycznym zahamowaniem réznicowania blastéw
w dojrzale neutrofile, co wynika z zablokowania translacji
czynnika transkrypcyjnego CEBPa po zwigzaniu jego mRNA
przez biatka opiekuncze siateczki. W obliczu pojedynczych
doniesien, ze pacjenci z AML wykazujacy aktywacje szlaku
UPR charakteryzuja sie odmiennym rokowaniem, istotne
jest poznanie zjawisk, ktére zapoczatkowujg stres siateczki
w réznych podtypach AML i jakie implikacje kliniczne ma
aktywacja szlaku odpowiedzi na nieprawidlowo pofatdo-
wane biatka w komérkach ostrej biataczki szpikowej.
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