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POPIS KRATICA

AML



akutna mijeloična leukemija

ATRA

all-trans retinoična kiselina

BSA



goveđi serumski albumin

CD



diferencijacijska skupina

DMSO



dimetilsulfoksid

DNA

deoksiribonukleinska kiselina

EDTA



etilen-diamin-tetracetat

ERK



kinaza regulirana izvanstaničnim signalima

FAB



francusko-američko-britanska

FITC



fluorescein izotiocijanat

GDP



gvanozin-difosfat

GTP



gvanozin-trifosfat

HL-60



humana leukemija-60

MEK



kinaza koja aktivira ERK

MFI



srednji intenzitet fluorescencije

mTOR



ciljna molekula rapamicina u sisavaca

PBS



puferirana otopina fosfatnih soli 

PI3K



fosfatidil-inozitol-3 kinaza

PIP2



fosfatidil-inozitol 4,5-difosfat
PIP3



fosfatidil-inozitol 3,4,5-trifosfat

PMA



forbol 12-miristat 13-acetat

PTEN



fosfataza i tenzin homologni gen

SDS



natrij-dodecil sulfat
TBS



puferirana otopina Tris-a
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1. UVOD


Akutna mijeloična leukemija (AML) je zloćudna bolest nastala zbog neoplastične klonalne proliferacije hematopoetičkih matičnih stanica leukocitne loze. Najčešća je akutna leukemija u odrasloj dobi. Incidencija AML iznosi 2,3 novih slučajeva na 100 000 stanovnika godišnje i raste sa životnom dobi. Najčešće korištena klasifikacijska shema za AML je klasifikacija FAB (prema engl. French American British), koja se temelji na morfološkom izgledu i citokemijskim analizama blasta. Prema FAB-klasifikaciji, AML se dijeli u 8 kategorija (od AML-M0 do AML-M7) (Planinc-Peraica-2004).

U leukemijama su česte mutacije pojedinih komponenti signalnih puteva koji prenose proliferacijski signal, kao što su signalni putevi Ras/Raf/MEK/ERK i PI3K/Akt/mTOR (slika 1) (McCubrey i sur.-2008).
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Slika 1. Signalni putevi Ras/Raf/MEK/ERK i PI3K/Akt/mTOR i ciljevi djelovanja pojedinih inhibitora.
G-protein Ras ima važnu ulogu u prijenosu mitogenog signala različitih receptora za čimbenike rasta. Aktivnost proteina Ras je kontrolirana vezanjem gvanozin-trifosfata (GTP) i gvanozin-difosfata (GDP) na način da se konformacija Ras-proteina izmjenjuje između aktivnog stanja koji veže GTP i inaktivnog koji veže GDP. Mutacije Ras-proteina, koje su česte u leukemija, imaju učinak da trajno zadržavaju Ras-proteine u aktivnom stanju, koje tada dovode do prekomjerne aktivnosti kinaze Raf, kinaze MEK (prema engl. MAP/ERK kinase) i kinaze ERK (prema engl. extracellular signal-regulated kinase). Posljedica je abnormalna stanična proliferacija. Trenutno se u liječenju rabe inhibitori farnezil-transferaze koji koče aktivnost proteina Ras. U pretkliničkim istraživanjima inhibitori kinaze MEK učinkovito koče aktivnost kinaze ERK i kontinuirani prijenos signala ovim putem (McCubrey i sur.-2008; Grant-2008).
Mutacija fosfataze PTEN (prema engl. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) je najčešći uzrok prekomjerne aktivnosti signalnog puta PI3K/Akt/mTOR koji doprinosi razvoju tumora. Fosfatidil-inozitol-3 kinaza (PI3K) fosforilira fosfatidil-inozitol 4,5-difosfat (PIP2) u fosfatidil-inozitol 3,4,5-trifosfat (PIP3) koji aktivira Akt, a obje komponente mogu djelovati kao onkogeni potičući staničnu proliferaciju. PTEN je supresor tumorskoga rasta koji defosforilira PIP3 te se tako suprotstavlja aktivnosti PI3K i Akt. U suzbijanju aktivnosti tog puta se zasada najviše koristi rapamicin koji koči kinazu mTOR (prema engl. mammalian target of rapamycin). Osim toga, rapamicin se već dugo rabi kao imunosupresivni lijek u kočenju transplantacijske reakcije (Altman i Platanias-2008).
U novije vrijeme, mala učinkovitost kliničke primjene pojedinog inhibitora u terapiji malignih bolesti pripisuje se istodobnoj aktivaciji drugih komponenti signalnih puteva. Primjerice, rapamicin učinkovito koči mTOR, ali uklanja povratnu spregu koja nadzire aktivnost uzvodnih signalnih molekula pa se povećava aktivnost kinaze Akt (Tamburini i sur.-2008) i kinaze ERK (Carracedo i sur.-2008). Stoga se preporuča istodobna primjena inhibitora različitih komponenti istih ili paralelnih signalnih puteva (Kharas i sur.-2008; Kinkade i sur.-2008). Nadalje, aktivacija signalnih puteva Ras/Raf/MEK/ERK i PI3K/Akt/mTOR, koji se smatraju ključnim za promicanje stanične proliferacije i preživljenja, opisana je i tijekom diferencijacije normalnih i leukemijskih stanica (Miranda i sur.-2002; Johnson-2008), pa postoji mogućnost da inhibicija signalnih puteva ometa diferencijaciju leukemijskih stanica.

Humane leukemijske linije HL-60 i NB4 izolirane su iz krvi oboljelih od AML te se već desetljećima rabe u istraživanju biokemijskih mehanizama koji su odgovorni za proliferaciju i diferencijaciju leukemijskih stanica (Collins-1987; Lanotte i sur.-1991). Prema klasifikaciji FAB, HL-60 se svrstava u AML-M2, a NB4 u promijelocitnu leukemiju AML-M3 koja sadrži tipičnu translokaciju t(15,17). Inkubacija stanica s forbolskim esterom (PMA, prema engl. phorbol miristate acetate) diferencira stanice u smjeru makrofaga, vitamin D3 i interferon- potiču izražaj monocitnih biljega, a inkubacija stanica s retinoičnom kiselinom (ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid) potiče diferencijaciju stanica u smjeru granulocita. Protutumorski i diferencirajući učinak ATRA-e, koji je po prvi puta opisan u stanicama HL-60, koristi se u liječenju leukemije AML-M3 (Degos i sur.-1995). Prijašnja istraživanja pokazala su da primjena komercijalnih inhibitora PI3K i Akt ima različite učinke na izražaj diferencijacijskog biljega u leukemijskim linijama HL-60 i NB4 koje su diferencirane s pomoću ATRA-e (Matković i sur.-2006). Aktivacija PI3K (Park i sur.-2002; Pivoriunas i sur.-2007) i kinaze ERK (Schultz i sur.-1997; Das i sur.-2000) opisana je i u stanicama HL-60 koje su potaknute forbolskim esterima, ali učinci istodobne primjene inhibitora na diferencijaciju i proliferaciju stanica koje su diferencirane s PMA nisu dosada istraženi. 
2. HIPOTEZA

Inhibitori Ras/Raf/MEK/ERK i PI3K/Akt/mTOR signalnih puteva predlažu se u liječenju AML zbog kočenja proliferacije. Međutim, aktivacija kinaze ERK i PI3K opisana je tijekom diferencijacije s PMA, pa očekujemo da će inhibitori i njihove kombinacije zakočiti željenu diferencijaciju leukemijskih stanica HL-60 i NB4 potaknutu s PMA.

3. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

Opći cilj rada je odrediti učinak inhibitora pojedinih komponenti signalnih puteva Ras/Raf/MEK/ERK i PI3K/Akt/mTOR i njihovih kombinacija na proliferaciju i diferencijaciju leukemijskih linija.

Specifični ciljevi:
1. Ispitati učinke PI3K-inhibitora LY 294002, MEK-inhibitora PD 98059, mTOR-inhibitora rapamicina te njihovih kombinacija na izražaj diferencijacijskog biljega CD11b na kontrolnim stanicama HL-60 i NB4 i na stanicama tretiranim s PMA.

2. Koristeći metodu obilježavanja stanica propidij-jodidom ispitati učinak inhibitora i njihovih kombinacija na udio kontrolnih i stanica potaknutih s PMA u pojedinoj fazi staničnog ciklusa. 

3. Odrediti inhibitore i/ili njihove kombinacije koje najviše koče proliferaciju, a ne ometaju diferencijaciju leukemijskih stanica izazvanu s PMA.
4. MATERIJALI I METODE

4.1 STANIČNA KULTURA I DIFERENCIJACIJA STANICA

Stanična linija HL-60 (ECCACC NO. 88112501) nabavljena je od European Collection of Animal Cell Cultures, PHLS, Porton, Salisbury, UK, a stanice NB4 su poklon dr. sc. M. Golemović, KBC Zagreb. Stanice su rasle u mediju RPMI-1640 koji sadrži 10%-tni fetusni goveđi serum, 100 U/mL penicilina i 100 (g/mL streptomicina (Gibco/Invitrogen, Grand Island, SAD) na temperaturi od 37(C uz 5%-tni CO2.
U pokusima, stanice su nakon centrifugiranja raspršene u svježem mediju, a broj stanica je određen brojanjem u hemocitometru pomoću tripanskog modrila. Stanice su zasađene u koncentraciji od 0,2-0,25(106 stanica/mL u pločice sa 6 bunarića (Nunc, Roskilde, Danska) u nazočnosti 500 nM PMA (Calbiochem, San Diego, SAD) ili otapala (DMSO 0,1%). U pokusima u kojima je ispitan učinak inhibitora, stanicama su dodani komercijalni (Calbiochem) inhibitori PI3K (LY 294002, 10 M), inhibitor MEK (PD 98059, 20 M) i inhibitor mTOR (rapamicin, 20 nM) 30 minuta prije dodatka PMA. Nakon 24 sata, stanice su prikupljene pomoću otopine EDTA (Versene, Gibco).

4.2 ODREĐIVANJE IZRAŽAJA POVRŠINSKOG BILJEGA


Izražaj površinskog biljega CD11b određen je pomoću protočne citometrije. Prikupljene stanice su centrifugirane, oprane PBS-om i obilježene monoklonskim protutijelom koje prepoznaje površinski biljeg CD11b (FITC anti-CD11b) ili pomoću odgovarajuće izotipske kontrole (mišji IgG1 konjugiran s FITC). U svakom uzorku analizirali smo 10 000 stanica pomoću protočnog citometra FACSCalibur (Becton Dickinson) te računalnog programa Cell Quest (Becton Dickinson). Rezultati su prikazani kao postotak stanica koje su pozitivne na CD11b ili kao prosječni intenzitet fluorescencije stanica u uzorku (MFI, prema engl. mean fluorescence intensity).
4.3 ANALIZA SADRŽAJA DNA

Udio stanica u pojedinoj fazi staničnog ciklusa određen je obilježavanjem stanične DNA propidij-jodidom i protočnom citometrijom. Prikupljene stanice su centrifugirane, oprane PBS-om i raspršene u Vindelovoj otopini koja sadrži propidij-jodid (0,01 M Tris, 10 mM NaCl, 50 (g/mL propidij-jodid i 70 U RNAza A, 0,1 % (vol/vol) NP-40, pH 8,0) tijekom 30 minuta. Intenzitet fluorescencije određen je u uzorku pomoću protočnog citometra FACSCalibur system (Becton Dickinson). U svakom uzorku prikupljeni su podatci o 15 000 stanica te obrađeni pomoću računalnih programa Cell Quest i ModFit (Becton Dickinson).

4.4 IZOLACIJA STANIČNOG LIZATA (TCL, prema engl. total cell lysate)


Nakon inkubacije, stanice su oprane dva puta u PBS-u, a zatim raspršene u puferu (20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM Na EDTA, 1 mM EGTA, 1 % Triton X-100, 2,5 mM natrijev pirofosfat, 1 mM PMSF i 1(M mikrocistin). Nakon inkubacije na ledu tijekom 10 minuta, stanice su homogenizirane proštrcavanjem uzorka kroz iglu promjera 23 G sedam puta. Stanice su inkubirane na ledu tijekom dodatnih 5 minuta, a potom centrifugirane tijekom 10 minuta na 14 000(g na 4 (C. Dobiveni nadtalog je pokupljen i pohranjen na -80(C.
4.5 ODREĐIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA


Koncentracija proteina u uzorcima određena je spektrofotometrijski metodom po Bradford-u. Metoda se temelji na mjerenju apsorbancije (pri valnoj duljini od 595 nm) proteinskog iscrpka i reagensa (Bradford, Sigma) čiji je osnovni sastojak boja Coomassie Brilliant Blue G-250. Intenzitet boje koja nastaje pri reakciji proteina u uzorku s Bradfordovim reagensom mjeri se pomoću spektrofotometra, a koncentracija proteina se očitava iz baždarne krivulje koja je dobivena mjerenjem apsorbancija niza otopina goveđeg serumskog albumina (BSA) poznatih koncentracija.
4.6 ANALIZA WESTERN BLOT


Denaturirajuća poliakrilamidna gel-elektroforeza je elektroforetska tehnika koja se najčešće koristi za analizu proteina. Proteini se obrađuju pomoću SDS-a (prema engl. sodium dodecyl sulfate), anionskog detergenta koji disocira i denaturira proteine u linearne polipeptidne lance. Jednake količine proteina u uzorcima staničnog lizata (75 (g) skuhane su u puferu (375 mM Tris, 4% SDS, 4% 2-merkaptoetanol, 40% glicerol i 0,1 mg/mL bromfenol modrilo) u vodenoj kupelji tijekom 5 minuta te razdvojene elektroforezom u 8%-tnom poliakrilamidnom gelu pomoću aparata Bio-Rad Minigel. Nakon elektroforeze, uzorci su preneseni na nitroceluloznu membranu pomoću Bio-Rad sustava za mokri prijenos. Nakon završenog prijenosa, nespecifično vezanje proteina za membranu zakočilo se inkubacijom u puferu TBS/Tween (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween, pH 8,0) koji sadrži 5%-tno nemasno mlijeko u prahu tijekom jednog sata na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u puferu TBS/Tween, membrana je inkubirana s primarnim protutijelom (1:1000) u puferu TBS/Tween koji sadrži 5%-tni BSA tijekom noći na 4(C. Nakon inkubacije, membrane su oprane te inkubirane sa sekundarnim protutijelom (1:2000) koje je konjugirano na peroksidazu iz hrena u puferu koji koči nespecifično vezanje (TBS/Tween, 5%-tno nemasno mlijeko u prahu) tijekom 2 sata na sobnoj temperaturi. Za prikazivanje proteina korištena je kemiluminescencija (Amersham Pharmacia, Uppsala, Švedska).

4.7 STASTIČKA OBRADA REZULTATA


Prilikom statističke obrade rezultata korištena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) i post-hoc Tukey test. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti ( standardne pogreške. Za sve testove uzeta je razina značajnosti p<0,05.

5. REZULTATI
Stanice HL-60 smo zasadili u koncentraciji od 0,25x106/mL u pločice sa šest bunarića. Kako bismo istražili učinak inhibitora na diferencijaciju stanica, MEK-inhibitor PD 98059 (20 M), PI3K-inhibitor LY 294002 (10M) i mTOR-inhibitor rapamicin (20 nM) dodali smo stanicama 30 minuta prije dodatka PMA (500 nM). Nakon 24 sata, promatrali smo stanice pod invertnim mikroskopom i zamijetili povećanu adherenciju stanica koje su inkubirane u prisustvu PMA, tako da smo stanice prikupili pomoću otopine (Versene) koja sadrži EDTA. Potom smo stanice obilježili s protutijelima koja prepoznaju CD11b ili s odgovarajućom izotipskom kontrolom te analizirali pomoću protočne citometrije i računalnog programa Cell Quest. Kao što se vidi na slici 1, inhibitori nisu imali statistički značajnog učinka na izražaj biljega CD11b u kontrolnim stanicama. PMA je statistički značajno povećao postotak (slika 1a) i prosječni intenzitet fluorescencije (slika 1b) stanica koje izražavaju CD11b, a MEK-inhibitor PD 98059 je zakočio forbolski učinak. Prethodna inkubacija stanica s PI3K-inhibitorom LY 294002 i inkubacija s rapamicinom nisu zakočili učinak PMA. Međutim, kombinacija LY 294002 i rapamicina je zakočila forbolski učinak, slično učinku kombinacije PD 98059 i rapamicina.
Potom smo na isti način ispitali učinak inhibitora na postotak (slika 2a) i prosječni intenzitet fluorescencije (slika 2b) stanica NB4 koje izražavaju CD11b nakon inkubacije s otapalom ili PMA. Stanice NB4 smo zasadili u koncentraciji od 0,2x106/mL u bunariće te dodali inhibitore u istim koncentracijama kao i stanicama 
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Slika 1. Učinak inhibitora na postotak (a) i MFI (b) stanica HL-60 koje izražavaju CD11b nakon inkubacije s PMA ili otapalom (kontrola) tijekom 24 sata. Zvjezdice označavaju statistički značajnu razliku (ANOVA i Tukey) u odnosu na kontrolu (*) ili PMA (**).
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Slika 2. Učinak inhibitora na postotak (a) i MFI (b) stanica NB4 koje izražavaju CD11b nakon inkubacije s PMA ili otapalom (kontrola) tijekom 24 sata. Zvjezdice označavaju statistički značajnu razliku (ANOVA i Tukey) u odnosu na kontrolu (*) ili PMA (**), a § u odnosu na PMA + Ly.
HL-60 30 minuta prije dodatka PMA. NB4 stanice smo prikupili pomoću Versene-a nakon 24 sata. Kao što se vidi na slici 2, osnovni izražaj biljega CD11b je veći na stanicama NB4 nego na stanicama HL-60, a PMA je značajno povećao postotak (slika 2a) i MFI (slika 2b) stanica NB4 koje izražavaju CD11b. Različito od stanica HL-60, PI3K-inhibitor LY 294002 je statistički značajno zakočio učinak PMA na izražaj CD11b, dok inhibitor MEK nije imao učinka na stanice tretirane forbolom. Kombinacija rapamicina i LY 294002 je zakočila forbolski učinak u obje stanične linije. Međutim, kombinacija rapamicina i inhibitora MEK, koja je učinkovito kočila forbolske učinke u stanicama HL-60, nije imala učinka na povećani izražaj biljega CD11b na stanicama NB4 koje su tretirane s PMA.

Poznato je da u stanicama HL-60 PMA aktivira ERK (Schultz i sur.-1997; Das i sur.-2000), a povećana aktivnost kinaze ERK opisana je i u solidnim tumorima u odgovoru na inhibitore PI3K i mTOR-a (Carracedo i sur.-2008). Kako bismo istražili moguću ulogu povećanja aktivnosti ERK u izostanku učinka LY 294002 i rapamicina na diferencijaciju stanica HL-60 potaknutu s PMA, odredili smo količinu fosforiliranog oblika ERK u lizatima stanica HL-60 koje su najprije tretirane s inhibitorima tijekom 30 minuta, a potom s otapalom (kontrola) ili PMA tijekom 60 minuta. Stanice su prikupljene, izolirani su ukupni stanični lizati te je jednaka količina (75 g) proteina iz svakog uzorka razdvojena pomoću SDS-PAGE, prenesena na nitroceluloznu membranu te inkubirana s odgovarajućim protutijelima. Kao što se vidi na slici 3, inkubacija stanica tijekom 90 minuta s inhibitorom LY 294002 i rapamicinom nije povećala količinu fosforiliranog oblika ERK u kontrolnim stanicama i stanicama tretiranim s PMA. PD 98059 (20 M) koči fosforilaciju ERK u kontrolnim stanicama i smanjuje količinu fosforilirane ERK u stanicama koje su potaknute s PMA.
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Slika 3. Primjerna analiza Western blot ukupnih staničnih lizata koji su izolirani iz stanica HL-60 nakon preinkubacije tijekom 30 minuta s otapalom (DMSO), PI3K-inhibitorom (LY 294002), MEK-inhibitorom (PD 98059) i rapamicinom te susljednim dodavanjem PMA tijekom 60 minuta. 
Potom smo ispitali učinke inhibitora na proliferaciju kontrolnih i stanica tretiranih forbolom. Stanice HL-60 koje smo tretirali tijekom 24 sata s inhibitorima i forbolom, kao što je opisano u pokusima određivanja izražaja CD11b, prikupili smo i obilježili propidij-jodidom koji se veže za staničnu DNA. Uzorke smo analizirali pomoću protočne citometrije i računalnog programa Cell Quest. Na slici 4 vide se primjerni histogrami kontrolnih stanica HL-60 i stanica tretiranih s PMA te inhibitorima. Udio stanica u pojedinim fazama staničnog ciklusa odredili smo pomoću programa ModFit. U tablici 1 prikazani su rezultati prikupljeni u četiri različita pokusa. Kao što je očekivano, svi inhibitori i njihove kombinacije povećali su udio kontrolnih stanica HL-60 u G0/G1-fazi staničnog ciklusa. PMA je u potpunosti zakočio proliferaciju jer je statistički značajno povećao udio stanica u G0/G1-fazi, a smanjio udio u S i G2/M-fazi staničnog ciklusa, a dodatak LY 294002, rapamicina i njihove kombinacije nije imao učinka na zastoj rasta potaknut forbolom. Međutim, MEK-inhibitor PD 98059
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Slika 4. Primjerni histogrami analize udjela stanica HL-60 u pojedinoj fazi staničnog ciklusa pomoću propidij-jodida i protočne citometrije. 

je statistički značajno zakočio učinak PMA te se udio stanica u pojedinim fazama staničnog ciklusa nakon dodatka PD 98059 i PMA nije razlikovao od udjela kontrolnih stanica. Kombinacija rapamicina i MEK-inhibitora je statistički značajno spriječila forbolski učinak, ali je udio stanica u G0/G1-fazi nakon tretmana kombinacijom inhibitora još uvijek bio značajno veći od udjela kontrolnih stanica. 

U tablici 2 prikazani su rezultati prikupljeni u četiri različita pokusa na stanicama NB4 koje su jednako tretirane i obilježene propidij-jodidom. Od svih testiranih inhibitora, samo su rapamicin i kombinacija rapamicina i LY 294002 statistički značajno povećali udio kontrolnih stanica u G0/G1-fazi staničnog ciklusa. PMA učinkovito koči proliferaciju u obje stanične linije. U obje stanične linije, MEK-inhibitor PD 98059 je spriječio forbolski učinak na kočenje proliferacije jer je značajno smanjio udio stanica u G0/G1-fazi, a povećao udio u S-fazi u odnosu na stanice tretirane forbolom bez inhibitora, a isti učinak imala je i kombinacija inhibitora PD 98059 i rapamicina. Inhibitori LY 294002, rapamicin i njihova kombinacija nisu utjecali na zastoj u rastu stanica NB4 koji je potaknut forbolom. 

Tablica 1. Učinak inhibitora na rapodjelu stanica HL-60 u pojedinim fazama staničnog ciklusa nakon inkubacije s PMA ili otapalom DMSO (kontrola). Zvjezdice označavaju statističku značajnu razliku (ANOVA i Tukey test, p<0,05) u odnosu na kontrolu (*), PMA (**) te PMA i kontrolu (***).

	
	G0 / G1
	S
	G2/M

	kontrola
	45,71 ± 1,83
	39,44 ± 1,33
	14,85 ± 1,33

	kontrola + LY 294002
	67,62 ± 2,03*
	24,23 ± 2,35*
	8,16 ± 1,35

	kontrola + PD 98059
	75,55 ± 1,80*
	16,41 ± 0,74*
	8,04 ± 1,59

	kontrola + Rapamicin
	60,56 ± 5,48*
	31,75 ± 5,20
	7,68 ± 1,01

	kontrola + Rapamicin + LY 294002
	85,0 ± 2,22*
	12,70 ± 1,23*
	2,39 ± 1,59*

	kontrola + Rapamicin + PD 98059
	76,91 ± 3,21*
	17,08 ± 2,28*
	6,0 ± 2,02*

	PMA
	89,95 ± 3,37*
	4,64 ± 0,77*
	5,41 ± 3,31*

	PMA + LY 294002
	88,15 ± 1,16*
	5,29 ± 0,63*
	6,55 ± 0,90*

	PMA + PD 98059
	49,13 ± 3,80**
	33,99 ± 4,51**
	16,95 ± 1,32**

	PMA + Rapamicin
	93,29 ± 0,63*
	3,86 ± 0,81*
	2,81 ± 0,92*

	PMA + Rapamicin + LY 294002
	92,65 ± 0,64*
	3,37 ± 0,49*
	3,98 ± 0,96*

	PMA + Rapamicin + PD 98059
	65,89 ± 2,67***
	23,91 ± 3,70***
	10,2 ± 1,15


Tablica 2. Učinak inhibitora na raspodjelu stanica NB4 u pojedinim fazama staničnog ciklusa nakon inkubacije s PMA ili otapalom DMSO (kontrola). Zvjezdice označavaju statističku značajnu razliku (ANOVA i Tukey test, p<0,05) u odnosu na kontrolu (*), te PMA i kontrolu (***).

	
	G0 / G1
	S
	G2/M

	kontrola
	51,36 ± 2,50
	38,31 ± 3,84
	10,32 ± 1,62

	kontrola + LY 294002
	62,66 ± 1,81
	29,63 ± 1,89
	7,20 ± 0,96

	kontrola + PD 98059
	58,46 ± 1,07
	34,27 ± 2,56
	8,94 ± 2,97

	kontrola + Rapamicin
	65,63 ± 6,27*
	29,57 ± 6,08
	4,79 ± 1,58

	kontrola + Rapamicin + LY 294002
	66,62 ± 2,27*
	26,1 ± 1,30
	7,28 ± 2,35

	kontrola + Rapamicin + PD 98059
	63,15 ± 1,32
	31,63 ± 2,43
	6,26 ± 1,17

	PMA
	86,92 ± 1,84*
	12,06 ± 1,93*
	2,40 ± 0,32

	PMA + LY 294002
	80,72 ± 2,51*
	12,92 ± 2,94*
	4,80 ± 1,30

	PMA + PD 98059
	68,68 ± 3,00***
	26,48 ± 3,03*
	8,76 ± 2,30

	PMA + Rapamicin
	83,65 ± 1,06*
	13,13 ± 1,42*
	1,74 ± 0,77

	PMA + Rapamicin + LY 294002
	73,58 ± 1,09*
	27,44 ± 3,91*
	6,16 ± 3,22

	PMA + Rapamicin + PD 98059
	73,88 ± 1,86***
	22,85 ± 1,75*
	7,44 ± 1,27


6. RASPRAVA

U našem istraživanju primijenili smo inhibitore u koncentracijama za koje je prethodno pokazano da učinkovito koče mTOR (Récher i sur.-2005; Kharas i sur.-2008), PI3K (Matković i sur.-2006) i MEK (Matković i sur.-2009) u leukemijskim stanicama. U tim koncentracijama, inhibitori ili njihove kombinacije nisu statistički značajno povećavali izražaj diferencijacijskog biljega CD11b u stanicama, iako je prosječno veći izražaj CD11b zamijećen u stanicama HL-60 i NB4 nakon tretmana s rapamicinom. Prijašnje istraživanje je pokazalo da rapamicin povećava izražaj CD11b, ali rapamicin je primjenjen u vrlo velikoj koncentraciji od 8 M, a stanice su analizirane nakon inkubacije tijekom 5 dana (Yamamoto-Yamaguchi i sur.-2001). Naši rezultati su u skladu s rezultatima istraživanja učinaka analoga rapamicina RAD001 (everolimus) koji u koncentraciji od 10 nM nije značajno povećao CD11b u stanicama HL-60 i NB4 (Nishioka i sur.-2008). Iako rapamicin u istraživanju Nishioke i sur. nije statistički značajno povećao izražaj CD11b, istodobna primjena rapamicina i inhibitora histonske deacetilaze (HDI) pospješila je učinke HDI na diferencijaciju obje leukemijske linije. Izostanak učinaka inhibitora MEK i PI3K na povećani izražaj biljega CD11b zamjećeno je i u prethodnom istraživanju (Matković i sur.-2006).
Svi inhibitori i njihove kombinacije su učinkovito kočili proliferaciju stanica HL-60 već nakon 24 sata, a samo su rapamicin i kombinacija rapamicina i LY 294002 značajno povećali udio NB4 stanica u G0/G1-fazi staničnog ciklusa. Antiproliferacijski učinci inhibitora signalnih puteva Ras/Raf/MEK/ERK i PI3K/Akt/mTOR su podrobno istraženi (McCubrey i sur.-2008). Prethodna istraživanja učinaka MEK-inhibitora PD 98059 na kočenje rasta leukemijskih stanica su pokazala snažni učinak na stanice HL-60 te nešto slabije izraženi učinak na stanice NB4 (Milella i sur.-2001), što je sukladno rezultatima našeg istraživanja. Budući da stanice HL-60 i NB4 rastu s prosječnim vremenom udvostručenja od 24 sata, izraženiji učinak inhibitora LY 294002 i PD 98059 na ukupni broj stanica zamjećuje se obično nakon 48 sati (Matković i sur.-2006). 
U našem istraživanju PMA je snažno potaknuo izražaj CD11b i adherenciju stanica HL-60, kao što je prethodno opisano (Matković i sur.-2006, Schultz i sur.-1997). Dosadašnja istraživanja pokazala su da LY 294002 u stanicama HL-60 koči adherenciju i fagocitnu aktivnost potaknutu s PMA, a da rapamicin nema učinka, ali učinak na izražaj diferencijacijskog biljega nije istražen (Park i sur.-2002). Gotovo sva prijašnja istraživanja pokazala su da MEK-inhibitori mogu zakočiti diferencijaciju stanica HL-60 potaknutu forbolom (Schultz i sur.-1997; Miranda i sur.-2002). Rezultati našeg istraživanja na stanicama HL-60 i NB4 pokazali su da jedino rapamicin nema značajnog učinka na povećani izražaj CD11b u obje stanične linije, a rezultati Western blot analize pokazuju da se izostanak učinka rapamicina ne može pripisati povećanoj aktivnosti ERK u stanicama tretiranim inhibitorom, kao što je to zamijećeno kod solidnih tumora nakon 24 sata inkubacije (Carracedo i sur.-2008). Linije su se bitno razlikovale u osjetljivosti na inhibitore MEK i PI3K; diferencijacija stanica HL-60 je statistički značajno zakočena s inhibitorom MEK, a linija NB4 s inhibitorom PI3K. Zamjećeni učinak mogao bi se pripisati većoj ulozi pojedinog signalnog puta u određenoj leukemijskoj liniji pri granulocitnoj diferencijaciji koja je potaknuta s PMA, što bi trebalo istražiti. Zanimljivo je da linija NB4 i u osnovnim uvjetima ima povećanu aktivnost kinaze Akt, koja je dio PI3K/Akt/mTOR signalnog puta (Matković i sur.-2006), a nešto veća količina fosforiliranog oblika kinaze ERK opisana je i u stanicama HL-60 u odnosu na zreliju liniju NB4 (Milella i sur.-2001). 
Rezultati našeg istraživanja pokazali su da primjena kombinacije inhibitora različitih komponenti istog ili paralelnog signalnog puta ne povećava značajno povoljni učinak pojedinog inhibitora na zastoj u rastu leukemijskih linija in vitro. Međutim, kombinacija inhibitora može pojačati negativni učinak na izražaj diferencijacijskog biljega, kao što kombinacija rapamicina i inhibitora PI3K snažnije koči izražaj CD11b u NB4 stanica nego PI3K-inhibitor zasebno Iako MEK-inhibitori koče proliferaciju leukemija (Champelovier i sur.-2008; Morgan i sur.-2001) primjena MEK-inhibitora, samog ili u kombinaciji s rapamicinom pokazala se izrazito lošom jer ne samo da je kočila izražaj diferencijacijskog biljega u stanicama HL-60 već je u potpunosti zakočila bitni učinak PMA na kočenje proliferacije u obje linije. Rapamicin je imao idealne učinke u obje stanične linije jer je kočio proliferaciju, a nije ometao učinak PMA na izražaj diferencijacijskog biljega. Dobri rezultati kliničkih istraživanja u kojima je rapamicin pobudio značajni klinički odgovor u 4 od 9 bolesnika oboljelih od AML (Récher i sur.-2005) mogli bi se pripisati i ovim učincima koje smo opisali u leukemijskim linijama in vitro.
8. ZAKLJUČCI
1. mTOR inhibitor rapamicin, MEK-inhibitor PD 98059, PI3K-inhibitor LY 294002 te kombinacije rapamicina s inhibitorima kinaze MEK ili PI3K nemaju statistički značajnog učinka na izražaj diferencijacijskih biljega u kontrolnim stanicama HL-60 i NB4.

2. PMA potiče izražaj biljega CD11b u obje stanične linije. U stanicama HL-60, ovaj forbolski učinak koče MEK-inhibitor te kombinacije rapamicina i inhibitora kinaze MEK ili PI3K. U stanicama NB4, forbolski učinak koči PI3K-inhibitor te kombinacija PI3K-inhibitora i rapamicina.

3. Svi inhibitori i njihove kombinacije značajno koče proliferaciju kontrolnih stanica HL-60. Proliferaciju kontrolnih stanica NB4 značajno koče rapamicin i kombinacija rapamicina i inhibitora PI3K. 

4. PMA snažno koči proliferaciju stanica HL-60 i NB4. MEK-inhibitor sprječava ovaj ključni forbolski učinak u obje stanične linije. 

5. Rapamicin ima najbolje učinke jer koči proliferaciju u obje stanične linije, a ne utječe na povećani izražaj diferencijacijskog biljega na stanicama koje su potaknute forbolom
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Joško Miše
Učinci inhibitora signalnih puteva Ras/Raf/MEK/ERK i PI3K/Akt/mTOR na diferencijaciju leukemijskih stanica potaknutu s PMA
9. SAŽETAK

Farmakološki inhibitori signalnih puteva Ras/Raf/MEK/ERK i PI3K/Akt/mTOR predloženi su u liječenju leukemija zbog kočenja proliferacije Međutim, nekoliko istraživanja je pokazalo da se ERK i PI3K aktiviraju u stanicama HL-60 tijekom diferencijacije potaknute s PMA, te stoga postoji mogućnost da inhibitori mogu kočiti diferencijaciju. Cilj ovog istraživanja je ispitati učinke PI3K-inhibitora LY 294002, MEK-inhibitora PD 98059 i mTOR-inhibitora rapamicina na diferencijaciju i zastoj u rastu koje potiče PMA. Inhibitori nisu imali učinaka na izražaj CD11b u kontrolnim stanicama. MEK-inhibitor zasebno i u kombinaciji s rapamicinom značajno smanjuje izražaj CD11b biljega u stanicama HL-60 tretiranim s PMA, a nema učinaka na stanice NB4. Nasuprot tome, PI3K-inhibitor, zasebno ili u kombinaciji s rapamicinom, smanjuje izražaj CD11b biljega na stanicama NB4. Svi inhibitori su zakočili proliferaciju kontrolnih stanica HL-60. Rapamicin zasebno i u kombinaciji s LY 294002 zakočio je stanice NB4. MEK-inhibtor spriječio je zastoj u rastu koji potiče PMA u obje stanične linije. Naši rezultati pokazuju da kombinacija inhibitora nema bolji učinak na kočenje proliferacije u odnosu na zasebnu primjenu inhibitora, ali ima izraženije učinke na kočenje diferencijacije. Rapamicin je jedini inhibitor koji koči proliferaciju, a da pritom ne ometa učinke PMA na diferencijaciju.
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Joško Miše
THE EFFECTS OF INHIBITORS OF RAS/RAF/MEK/ERK AND PI3K/AKT/mTOR SIGNALING PATHWAYS ON PMA-MEDIATED DIFFERENTIATION OF LEUKEMIA CELLS
10. SUMMARY
The pharmacological inhibitors of Ras/Raf/MEK/ERK and PI3K/Akt/mTOR signaling pathways have been proposed in the treatment of leukemia based on their inhibitory effects on proliferation. However, several studies demonstrated the activation of ERK and PI3K during PMA-mediated differentiation of leukemia HL-60 cells, raising the possibility that inhibitors may block differentiation. The aim of the present study was to test the effects of PI3K-inhibitors LY 294002, MEK-inhibitor PD 98059 and mTOR-inhibitor rapamycin on PMA-mediated differentiation and growth arrest. Inhibitors had no effects on CD11b expression in control cells. MEK-inhibitor alone or in combination with rapamycin, significantly decreased CD11b expression in PMA-stimulated HL-60 cells, while showing no effects in NB4 cells. In contrast, PI3K-inhibitor, either alone or in combination with rapamycin, decreased CD11b expression in NB4 cell line. All inhibitors arrested proliferation of control HL-60 cells. Rapamycin alone or in combination with LY 294002 arrested NB4 cells. MEK inhibitor prevented PMA-mediated growth arrest in both cell lines. Our results demonstrate that combination of inhibitors had no better inhibitory effects on proliferation than inhibitors alone, while having more effects on blocking differentiation. Rapamycin was the only antiproliferative agent that did not prevent PMA-mediated differentiation.
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