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Wstep: L-asparaginaza jest hydrolaza,
enzymem katalizujacym rozszczepienie
L-asparaginy, endogennego aminokwa-
su niezbednego do funkcji niektérych
komoérek nowotworowych. Eliminacja
L-asparaginy z otoczenia komérek no-
wotworowych prowadzi do zahamowa-
nia cyklu komérkowego w fazie G1, za-
hamowania syntezy DNA i biatek, apop-
tozy komoérek i w efekcie do Smierci
komérki.

Cel pracy: Ocena cytotoksycznosci
trzech preparatéw L-asparaginazy oraz
ich wptywu na wybrane mechanizmy
wptywajace na indukcje apoptozy i na
cykl komérkowy w liniach komérko-
wych ludzkich ostrych biataczek mielo-
blastycznych i limfoblastycznych.
Materiat i metodyka: Badania cytotok-
sycznosci trzech preparatéw L-asparagi-
nazy wykonano przy zastosowaniu te-
stu MTT. Analize parametrow zwigza-
nych z indukcja apoptozy: wiazania
anneksyny V, syntezy tlenku azotu, eks-
presji kaspazy-3 oraz ocene pdznej
apoptozy i zmian faz cyklu komérko-
wym przeprowadzono metoda cytome-
trii przeptywowe;j.

Wyniki: Komarki linii ostrej biataczki
promielocytowej HL-60 wykazywaty
profil cytotoksycznosci i indukcji me-
chanizméw apoptozy w stopniu poréw-
nywalnym z wrazliwoscig komérek linii
ostrych biataczek limfoblastycznych,
niezaleznie od stosowanego preparatu
L-asparaginazy. Wielkos¢ syntezy tlen-
ku azotu silnie korelowata z nasileniem
wczesnej apoptozy, wyrazong wigza-
niem anneksyny V. Komérki linii K-562
o morfologii M6 wg klasyfikacji FAB, by-
ty oporne w tescie MTT oraz nie wyka-
zywaty cech indukcji apoptozy pod
wptywem wszystkich badanych prepa-
ratow L-asparaginazy.

Whioski: Przeprowadzone badania wy-
kazuja, ze w obrebie ostrych biataczek
mieloblastycznych istnieja 2 rodzaje od-
powiedzi na cytotoksyczne i proapop-
totyczne dziatanie L-asparaginazy.
W komérkach linii HL-60 wykazano pro-
fil indukcji apoptozy i wrazliwosci na
L-asparaginaze, porownywalny z profi-
lem odpowiedzi w liniach ostrych biata-
czek limfoblastycznych T-komérkowych.
Natomiast komérki linii K-562 wykazu-
ja znaczng opornosc na L-asparaginaze,
zwigzang z brakiem indukcji apoptozy.

Stowa kluczowe: L-asparaginaza, ostra
biataczka limfoblastyczna, ostra biatacz-
ka mieloblastyczna, cytotoksycznosc,
apoptoza, opornosé na cytostatyki.
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Wstep

L-asparagina (amid kwasu 2-aminobursztynowego) jest aminokwasem en-
dogennym, zostata wyodrebniona z soku asparagusa przez Vauquelina i Ro-
bigueta w 1806 r. jako pierwszy odkryty aminokwas wystepujacy w przyro-
dzie [1]. Poniewaz obecnos¢ tego aminokwasu jest niezbedna do funkcjono-
wania niektérym komaorkom nowotworowym, w szczegélnosci limfoblastom,
eliminacja L-asparaginy z otoczenia komdérek nowotworowych prowadzi do
zahamowania cyklu komérkowego w fazie G1, zahamowania syntezy DNA
i biatek, przerwania nici DNA i apoptozy, a w efekcie do $mierci komarki [2].

L-asparaginaza jest hydrolaza, enzymem katalizujacym rozszczepienie
L-asparaginy na kwas asparaginowy i amoniak (ryc. 1.), wystepuje w wielu or-
ganizmach bakteryjnych, roslinnych i zwierzecych, nie stwierdza sie natomiast
obecnosci tego enzymu u cztowieka. Jako lek stanowi istotng czes¢ poliche-
mioterapii stosowanej w przebiegu ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci

OH OH
0 H,0 NH; 0
NH, \_/ NH,
L-asparaginaza
0 0
H,N o
Asparagina Asparaginian

Ryc. 1. Schemat reakcji rozktadu asparaginy na kwas asparaginowy i amoniak
Fig. 1. Scheme of asparagine decay to asparagic acid and ammonium
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Background:  L-asparaginase is
a hydrolase, an enzyme catalyzing the
decay of L-asparagine, an endogenous
amino acid necessary for the survival
of some types of neoplastic cells, such
as lymphoblasts. The elimination of
L-asparagine from the environment of
cancer cells leads to the cell cycle arrest
in G1 phase, inhibition of DNA and
protein synthesis, induction of apoptosis
and eventually, cell necrosis.

Aim of the study: to analyze cytotoxicity
of 3 preparations of L-asparaginase and
their effect on induction of selected
mechanisms of apoptosis and cell cycle
in cell lines of human acute myeloblastic
and lymphoblastic leukemias.

Material and methods: Cytotoxicity was
assessed using the MTT assay of
cytotoxicity and viability end-point type.
Mechanisms of apoptosis induction, as
measured by annexin V binding,
synthesis of nitric oxide, changes in
expression of caspase-3 and changes in
the cell cycle after in vitro treatment
with L-asparaginase, were determined
by flow cytometry.

Results: Cells of acute promyelocytic
leukemia HL-60 showed a profile of
sensitivity and induction of apoptosis,
comparable to respective sensitivity and
response in acute lymphoblastic
leukemic cell lines, regardless of
preparations of L-asparaginase used. The
intensity of nitric oxide synthesis
correlated with the early phase of
apoptosis expressed by annexin V
binding. Erythroblastoid cell line K-562
with FAB morphology M6 presented high
resistance to all tested L-asparaginases
and showed no induction of apoptosis.

Conclusions: This study shows that there
are different patterns of response to
L-asparaginase among acute myeloblastic
leukemias with respect to cytotoxicity
and induction of apoptosis. The sensitivity
of promyelocytic cell line HL-60 to
L-asparaginase is similar to the sensitivity
of T-lineage acute lymphoblastic leukemia
cell lines, whereas K-562 cell line is
resistant to all tested preparations of
L-asparaginase.

Key words: L-asparaginase, acute
lymphoblastic leukemia, acute myeloid
leukemia, cytotoxicity, apoptosis, drug
resistance

i dorostych oraz nieziarniczych chtoniakéw ztosliwych i miesaka limfatyczne-
go [2]. Ze wzgledu na opornos¢ komaérkowa, nie jest to lek stosowany w le-
czeniu biataczek mieloblastycznych. W terapii wykorzystuje sie 2 naturalne
formy enzymu, produkowane przez bakterie Escherichia coli i Erwinia chrysan-
themi, a takze pochodna L-asparaginazy E. coli zwigzana z glikolem polietyle-
nowym (Peg-asparaginaze). Dostepnych jest kilka preparatow L-asparaginazy,
ktére roznia sie okresem poéttrwania, enzymatyczna aktywnoscia i wynika-
jacym z tego stopniem deplecji asparaginy.

Celem pracy byta ocena cytotoksycznosci trzech preparatéw L-asparagi-
nazy oraz ich wptywu na cykl komérkowy i wybrane mechanizmy, wptywa-
jace na indukcje apoptozy w liniach komérkowych ludzkich ostrych biataczek
mieloblastycznych i limfoblastycznych.

Materiat i metody

Badany materiat stanowity linie komérkowe: ostrej biataczki promielocy-
towej HL-60 (AML, typ M3 wg klasyfikacji FAB), kryzy erytroblastycznej prze-
wlektej biataczki mieloblastycznej K-562 (AML, typ M6) i ostrych biataczek
limfoblastycznych T-komorkowych CCRF-CEM i Jurkat. Oceniano wptyw trzech
preparatow L-asparaginazy: Asparaginase medac (E. coli-asparaginase, Me-
dac, Hamburg), Erwinase (Erwinia L-asparaginase, Berkshire, England) i Ki-
drolase (E. coli-asparaginase, Bellon, Montrouge) na badane komérki. Cyto-
toksycznosé oceniono testem MTT, natomiast badania cyklu komérkowego,
zmiany w ekspresji kaspazy-3, indukcje wczesnej apoptozy oraz synteze tlen-
ku azotu wykonano metoda cytometrii przeptywowej.

Na ptytce 96-dotkowej przygotowano panel z roztworami poszczegélnych
cytostatykéw o identycznych stezeniach i przechowywano je w temperatu-
rze -20°C. W trakcie badania do ptytek z lekami dodawano badane komérki,
po czym inkubowano je w srodowisku 5-proc. CO, w temp. 37°C przez 3 do-
by. Stezenia lekéw dla poszczegdlnych badan wynosity: 0,0032-10 IU/ml w te-
Scie MTT; 0,4 IU/ml w analizie faz cyklu komérkowego; 10 IU/ml przy ozna-
czaniu aktywnosci kaspazy-3 oraz 2 IU/ml przy badaniu syntezy tlenku azo-
tu. Poczatkowe stezenie badanych komérek w poszczegélnych liniach
komérkowych wynosito 0,49-0,65 x 10¢/ml.

Cytotoksycznosé. Opornosc in vitro badanych komérek na wybrane leki
oceniano przy pomocy testu cytotoksycznosci MTT wg metodyki wczesnie]
opisanej [3]. W skrdcie, zasada testu opiera sie na redukcji z6ttego rozpusz-
czalnego bromku 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
(MTT, Serva, Heidelberg) do btekitnego formazanu. Reakcja ta przebiega je-
dynie w zywych komérkach. Test przeprowadzano na 96-dotkowych ptytkach
mikrotitracyjnych, na ktére dodawano po 80 ml zawiesiny komaérkowej do
kazdego dotka, do ktérego wczesniej podano 20 ml roztworu badanych pre-
paratéw L-asparaginazy. Dla kazdego stezenia wykonywano po 2 badania (t].
przygotowano po 2 dotki). Niezaleznie od badanych cytostatykéw, na kazde;
ptytce oznaczano kontrole pozytywna (komérki w medium, bez lekéw) oraz
absorbancje stosowanych ptynéw (medium bez komérek i bez lekéw). Przy-
gotowane panele inkubowano 72 godz., a nastepnie do kazdego dotka do-
dawano po 10 ml roztworu MTT. Zywe komérki powodowaty powstanie bte-
kitnego formazanu, ktéry nastepnie rozpuszczano izopropanolem i mierzo-
no gestos¢ optyczna (OD — optical density) przy uzyciu czytnika mikroptytek
ELISA (Asys Hitech GmbH, Eugendorf, Austria). Gestos¢ optyczna odpowia-
da ilosci komérek, ktére przezyty inkubacje, czyli komérek kontrolnych oraz
opornych. We wszystkich badaniach w tescie MTT, skorygowana wartos¢ OD
wynosita >0,050. Za miare opornosci przyjeto stezenie leku, w ktérym ginie
50 proc. badanych komérek (LC50 — lethal concentration to 50% cells).

Analiza faz cyklu komérkowego. Komaorki barwiono jodkiem propidyny
(Sigma-Aldrich, P4170, o stezeniu 20 pg/ml rozpuszczonym w buforze cytry-
nianowym i 2-proc. Tritonie X-100), a nastepnie analizowano w cytometrze
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przeptywowym przy wykorzystaniu programu Multicycle
(Phoenix Flow Systems, San Diego, CA). W programie Mul-
ticycle, w cyklu komérkowym w pierwszej kolejnosci wy-
znaczany jest odsetek komorek znajdujgcych sie w fazie
apoptotycznej sub-Gl, a nastepnie pozostatych faz, stad od-
setek komadrek w fazach G1+ S + G2 = 100 proc. dla poje-
dynczego badania. Faza sub-G1 jest miernikiem poznej
apoptozy komérek, faza G1 stanem spoczynkowym komo-
rek, a fazy S i G2 wyrazajg odsetek komérek znajdujacych
sie w fazie proliferacji. Zwiekszenie odsetka komérek w do-
wolnej fazie cyklu komérkowego pod wptywem stosowa-
nego leku oznacza zahamowanie progresji cyklu w tej fa-
zie. Nastepstwem zaburzenia prawidtowego przebiegu cy-
klu komérkowego jest apoptoza komorek.

Kaspaza-3. Koncowa fazg apoptozy jest aktywacja ka-
skady proteaz zwanych kaspazami. Kaspaza-3 jest marke-
rem komorek ulegajacych apoptozie. Badanie ekspresji te-
go biatka przeprowadzano metoda cytometrii przeptywo-
wej przy uzyciu zestawu Active Caspase-3 PE Mab
Apoptosis Kit (Becton Dickinson Biosciences, Nr 550914).
Aktywnos¢ kaspazy-3 jest proporcjonalna do fluorescencji
ekspresji tego biatka [4]. Zmiany aktywnosci kaspazy-3 ko-
reluja ze soba w czasie, w zwigzku z czym wystarczajace sa
pomiary w jednym punkcie czasowym [4]. Kaspaza-3 jest
markerem zarowno wewnatrz-, jak i zewnatrzpochodnego
szlaku apoptotycznego, tj. drogi mitochondrialnej i recep-
torowej (cyt. wg Jia et al. [5]).

Ocena wczesnej apoptozy i syntezy tlenku azotu (NO).
Wczesng apoptoze wyrazong wigzaniem anneksyny V przez
fosfatydyloseryne oraz produkcje tlenku azotu oznaczano
metoda cytometrii przeptywowej przy uzyciu zestawu Apo-
Alert Nitric Oxide/Annexin V Dual Sensor Kit (Becton Dickin-
son Biosciences, Nr K2013-2). Tlenek azotu ma znaczenie
w indukcji apoptozy i zahamowania wzrostu komérek no-
wotworowych, w wyniku produkcji endogennych reaktyw-
nych zwigzkéw azotu. Tlenek azotu powoduje apoptoze w ko-
morkach Jurkat, mediowang uwalnianiem cytochromu C
z mitochondriéw oraz aktywacja kaspazy-3 i kaspazy-9 [6].

Ekspresje kaspazy-3 oraz ocene wigzania anneksyny-V
i syntezy tlenku azotu wyznaczano uzywajac parametru
Sredniej intensywnosci fluorescencji (MFI — mean inten-
sity of fluorescence), zgodnie z zaleceniami brytyjskiego
Imperial Cancer Research Fund FACS Laboratory
(http://lif.icnet.uk/axp/facs/davies/stats.html). Ocene
syntezy tlenku azotu i analize faz cyklu komérkowego wy-
konywano przed rozpoczeciem inkubacji oraz po 2 do-
bach, natomiast test MTT i ekspresje kaspazy-3 analizo-
wano po 3 dobach inkubacji badanych komoérek z lekami.

Statystyka. Kazde badanie wykonywano co najmnie;j
3-krotnie. Wyniki przedstawiono jako Srednia + odchylenie
standardowe. R6znice wartosci srednich poréwnano testem
t-Studenta. Zmiane wartosci badanych parametréw induk-
cji apoptozy po zastosowaniu leku, oceniono testem par
Wilcoxona. Korelacje oceniono testem Pearsona. Znamien-
nos¢ statystyczna przyjeto dla wartosci p<0,05.

Wyniki

Cytotoksycznoéé. Linie ostrej biataczki wykazywaty rela-
tywnie dobrg wrazliwos¢ na wszystkie badane preparaty

Tab. 1. Poréwnanie cytotoksycznosci trzech preparatéw L-aspara-

ginazy
Table 1. Comparison of cytotoxicity of three L-asparaginases

Cytotoksycznos¢ ~ CCRF-CEM  Jurkat K-562  HL-60

LC50 (Medac) 1,29+0,46 0,87+0,71 >10 1,10+0,19
LC50 (Erwinase) 0,12+0,08  0,28+0,29  >10 0,28+0,18
LC50 (Kidrolase) 1,22+0,58 1,13+0,79 >10 1,59+0,57

Wartos¢ LC50 podano w IU/ml. Kazdy wynik jest Srednig co najmniej
3 niezaleznych eksperymentow

L-asparaginazy. Linia K-562 byta oporna na wszystkie testo-
wane preparaty L-asparaginazy, aczkolwiek w najwyzszych
stezeniach L-asparaginaza powodowata cytotoksycznosé
ok. 34 proc. komérek tej linii. Natomiast linia HL-60 wyka-
zywata wrazliwos¢ na preparaty L-asparaginazy poréwny-
walng z wrazliwoscig linii limfoblastycznych (tab. 1.).

Analiza faz cyklu komérkowego i zawartosci DNA. Wszyst-
kie 3 preparaty L-asparaginazy powodowaty wzrost fazy apop-
totycznej sub-G1 po 2 dobach inkubacji w liniach limfoblastycz-
nych oraz w linii HL-60, natomiast nie wptywaty na wielkos¢
tej fazy w linii K-562. Preparaty L-asparaginazy nie wptywaty
istotnie na zahamowanie cyklu komérkowego we wszystkich
badanych liniach. Zwraca jednak uwage duza aktywnos¢ pro-
apoptotyczna preparatu Erwinase w linii HL-60 (tab. 2.).

Ekspresja kaspazy-3. W komérkach obydwu linii limfo-
blastycznych oraz linii HL-60 ekspresja kaspazy-3 zwieksza-
ta sie po inkubacji z kazdym z badanych preparatéw
L-asparaginaz we wszystkich przeprowadzonych ekspery-
mentach (p<0,001 w tescie par Wilcoxona), natomiast nie

stwierdzono takiego wzrostu w linii K-562 (tab. 3.).

Analiza syntezy tlenku azotu. We wszystkich badanych
liniach po inkubacji z preparatami L-asparaginaz obserwo-
wano wzrost syntezy tlenku azotu, przy czym w liniach
wrazliwych na asparaginaze wzrost syntezy byt wiekszy
(tab. 4.). Srednia warto$¢ MFI odnoszaca sie do syntezy tlen-
ku azotu, korelowata z wielkoscig wczesnej apoptozy, wy-
razong jako srednia wartos$¢ MFI dla wigzania anneksyny V,

wartosc testu Pearsona 0,889, p<0,01 (ryc. 2.).

Zaleznosci pomiedzy badanymi parametrami indukgji
apoptozy. Wyktadniki aktywacji proceséw apoptozy wyka-
zywaty korelacje pomiedzy soba (ryc. 2.1 3.), jak réwniez od-
wrotng korelacje z cytotoksycznosciag L-asparaginazy (wy-
razong jako wartos¢ LC50) w tescie MTT.

Omoéwienie wynikéw

Profil lekéw cytostatycznych aktywnych w ostre] biatacz-
ce limfoblastycznej i mieloblastycznej r6zni sie dos¢ istotnie.
Lekami o najwyzszej cytotoksycznosci wobec limfoblastow
sa glikokortykoidy, winkrystyna, L-asparaginaza, antracykli-
ny, cytarabina, metotreksat, cyklofosfamid, merkaptopuryna
i tioguanina [7]. Natomiast lekami najbardziej aktywnymi wo-
bec mieloblastéw s3 cytarabina, antracykliny, etopozyd i tio-
guanina [8]. Chociaz komorki ostrych biataczek mieloblastycz-
nych zasadniczo wykazujg brak wrazliwosci wobec glikokor-
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Tab. 2. Analiza faz cyklu komérkowego i zawartosci DNA w komérkach

Table 2. Analysis of cell cycle phases and cellular DNA contents

dzier O. sub-G1 2,9+1,0 7,9+8,7 2,2+1,0 3,2+2,2
Gl 48,7+0,3 40,6+6,2 45,6%6,2 41,6+6,9
S 45,3+0,0 36,1+4,8 52,9+4,9 49,9+4,4
G2 6,0+0,28 23,3+6,4 1,4+13 8,4+8,6

Medac sub-G1 6,6+2,4 9,7+9,0 3,323 9,4+7,8
Gl 56,7+2,3 47,6+5,8 46,316,2 44,8+8,3
S 37,6%3,1 30,5+1,8 50,6+7,2 49,3+4,1
G2 5,6+0,8 21,8+5,4 3,345,7 5,8+9,1

Kidrolase sub-G1 7,7+3,0 9,3+7,8 2,3+1,0 10,4+4,8
Gl 56,6+2,9 46,6457 43,4+4,3 453+7,4
S 37,6%3,0 32,0+3,3 54,8+3,9 50,2+4,0
G2 5,7+0,1 21,245,8 1,6+0,7 4,4+5,4

Wielkos¢ poszczegolnych faz cyklu komérkowego podano jako odsetek komérek znajdujgcych sie w danej fazie. Kazdy wynik jest srednig co najmniej
3 niezaleznych eksperymentéw. W programie Multicycle odsetek komdrek w pojedynczym badaniu w fazach jest wyznaczany wg reguty G1+5+G2=100 proc.,
po wczesniejszym wyznaczeniu odsetka komérek znajdujgcych sie w fazie sub-G1

tykoidow [8] i metotreksatu [9], to wykazano, Ze leki te mo-
g3 wywierac rowniez efekt cytotoksyczny wobec mielobla-
stow. W badaniach in vivo [10], stosujac wysokie dawki me-
tylprednizolonu, uzyskano efekt przeciwbiataczkowy (nie réz-
nicowano podtypu AML). Natomiast w badaniach ex vivo [11]
komaorki AML M5 poddane 21-godzinnej terapii z metotrek-

Tab. 3. Ekspresja kaspazy-3 wyznaczona w komérkach kontrolnych
oraz poddanych dziataniu réznych preparatéw L-asparaginazy pod-
czas 72-godzinnej inkubacji

Table 3. Expression of caspase-3 in control cells and in cells treated
with different preparations of L-asparaginase during 72 hours of
incubation

kontrola 3,8+1,7 11,2+4,1 6,743,3 4,9+1,3

Erwinase 6,1+4,9 16,2+5,2 7,6+4,9 6,6+1,8

Wartosc ekspresji kaspazy-3 podano w MFI. Kazdy wynik jest srednig
co najmniej 3 niezaleznych eksperymentow. (*) oznacza wartos¢ p<0,05
w stosunku do badania kontrolnego dla odpowiedniej linii

satem podlegaty efektowi cytotoksycznemu identycznemu
jak komorki ALL de novo i we wznowie. L-asparaginaza jest
lekiem, ktéry znalazt zastosowanie gtéwnie w terapii ostrych
rozrostow limfoblastycznych, jednakze byt réwniez stosowa-
ny w terapii AML zaréwno w pierwszej linii terapii, jak i we
wznowach [12, 13].

Tab. 4. Synteza tlenku azotu wyznaczona w komérkach kontrolnych
oraz poddanych dziataniu réznych preparatéw L-asparaginazy pod-
czas 48-godzinnej inkubacji

Table 4. Nitric oxide synthesis in control cells and in cells treated
with different preparations of L-asparaginase during 48 hours of
incubation

kontrola 7,7+2,3 12,7+4,2 12,2+1,2 8,6%3,7

Erwinase 13,5+4,5* 22,4+56* 14,629  22,7+10,1*

Wartosc syntezy tlenku azotu podano w MFI. Kazdy wynik jest srednig co najmniej
3 niezaleznych eksperymentow. (*) oznacza wartosé p<0,05 w stosunku do bada-
nia kontrolnego dla odpowiedniej linii
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Ryc. 2. Korelacja pomiedzy synteza tlenku azotu i wczesng apop-
toza wyrazong wigzaniem anneksyny V. Na wykresie wspélnie
umieszczono wyniki wszystkich wykonanych badan (po 3-4) dla
kazdej z czterech badanych linii komérkowych. Kazdy punkt wy-
raza wynik pojedynczego badania

Fig. 2. Correlation between nitric oxide synthesis and early apop-
tosis expressed as annexin V binding. The graph shows of all re-
sults of (3-4 separate) experiments performed for each of the te-
sted cell line

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach wykazano,
ze L-asparaginaza moze wykazywac aktywnos¢ rowniez wo-
bec mieloblastéw. W analizie uzyto 2 linii ostrych biataczek
mieloblastycznych, zaliczanych wg klasyfikacji FAB do pod-
typu M3 (linia HL-60, komorki ostrej biataczki promielocy-
towej) oraz do podtypu M6 (linia K-562, komorki przewle-
ktej biataczki szpikowe] w fazie kryzy erytroblastycznej). Ja-
ko linii poréwnawczych uzyto 2 linii ostrych biataczek
limfoblastycznych linii T-komérkowej. Badania eksperymen-
talne przeprowadzono z uzyciem trzech preparatéow L-aspa-
raginazy. Stwierdzono, ze badane preparaty L-asparaginazy
wywieraty podobne efekty we wszystkich badaniach w ob-
rebie poszczegdlnych linii.

W badaniach wykazano, ze badane 2 linie mieloidalne
wykazywaty odmienny profil wrazliwosci na preparaty L-
asparaginazy. Komaérki linii HL-60 wykazywaty wrazliwos¢
na L-asparaginaze oraz indukcje proceséw apoptotycznych
(indukcje fazy sub-G1 w cyklu komérkowym, aktywacje ka-
spazy-3, wigzanie anneksyny-V oraz synteze tlenku azotu)
poréwnywalna z chemiowrazliwoscig oraz indukcjg apop-
tozy w komérkach linii ostrych biataczek limfoblastycznych.
Natomiast komorki linii K-562 wykazywaty catkowita opor-
nos¢ na wszystkie preparaty L-asparaginazy potwierdzona
przez brak indukcji apoptozy we wszystkich badaniach.

Indukcja apoptozy w komérkach biataczkowych przez
L-asparaginaze jest waznym mechanizmem dziatania tego
leku [14]. W badaniach przeprowadzonych w ostatnich la-
tach stwierdzono, Zze L-asparaginaza powoduje aktywacje
kaspazy-3, hamowanie PARP, eksternalizacje fosfatydylo-
seryny i zaburzenie potencjatu przezmitochondrialnego [15]
oraz zahamowanie cyklu komdrkowego w fazie G1 [14], kt6-
re w efekcie prowadza do apoptozy. Procesowi temu sprzy-
ja réwniez produkcja tlenku azotu, ktéry moze wywieraé
dziatanie proapoptotyczne [16]. W przeprowadzonych ba-
daniach na liniach komaérkowych obserwowano aktywacje
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Ryc. 3. Wzgledna aktywacja proceséw apoptotycznych w komoér-
kach poddanych dziataniu asparaginazy (Medac) w stosunku do
komérek kontrolnych

Fig. 3. Ratio of activation of apoptotic processes in cells treated
with Asparaginase (Medac) in relation to untreated cells

proceséw apoptozy we wszystkich liniach wrazliwych na
L-asparaginaze w tescie MTT, tj. w liniach ostrych biataczek
limfoblastycznych oraz w linii HL-60. Poszczegélne parame-
try indukcji apoptozy korelowaty pomiedzy sobg, chociaz
w réznym stopniu. Stwierdzono silng korelacje pomiedzy
indukcjg wczesnej apoptozy, wyrazong wigzaniem annek-
syny Vi synteza tlenku azotu. Indukcja apoptozy korelowa-
ta z wrazliwoscig na lek w tescie MTT, chociaz w przypad-
ku linii Jurkat zjawiska te byty wyrazone stabiej niz w linii
CCRF-CEM. Sugeruje to wspétistnienie innych mechanizméw
zwigzanych z dziataniem L-asparaginazy, decydujacych
o efekcie cytotoksycznym w tej linii komorkowej.

Wydaje sie, ze wrazliwos¢ mieloblastéw wobec L-aspara-
ginazy jest zroznicowana, a zarazem niezalezna od rodza-
ju stosowanego preparatu L-asparaginazy. Komorki linii
HL-60 o morfologii M3 sg wzglednie wrazliwe na cytotok-
syczne dziatanie L-asparaginazy. Natomiast komorki linii
K-562 o0 morfologii M6, posiadajace 2 kopie chromosomu
Philadelphia, wykazujg znaczng opornos¢ i brak indukcji
apoptozy pod wptywem dziatania L-asparaginazy.

L-asparaginaza jest stosowana w programach chemio-
terapii wielolekowej ze wzgledu na odmienny, swoisty me-
chanizm dziatania cytotoksycznego. Lek ten wywiera row-
niez dziatanie ochronne (rescue) wobec toksycznych efek-
tow metotreksatu i cytarabiny. Sekwencyjne zastosowanie
kombinacji metotreksatu i L-asparaginazy lub cytarabiny
i L-asparaginazy wykazato dobry efekt w terapii dzieci ze
wznowa biataczki [17], chociaz nie wykazano wptywu tego
efektu na wyniki leczenia ALL w programie BFM-90 [18].
Efekt ochronny L-asparaginazy jest zwigzany z obnizeniem
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syntezy biatek w normalnej tkance. Natomiast w przypad-
ku podania tych lekéw w odwrotnej sekwencji (np. meto-
treksat podawany po L-asparaginazie), powoduje wystapie-
nie antagonizmu w dziataniu cytotoksycznym [17].

W zwigzku z niezadowalajacymi wynikami w terapii AML,
ciagle trwaja poszukiwania lekow skutecznych wobec tej
choroby. W ostatnich latach pojawity sie préby zastosowa-
nia nowych lekow w leczeniu AML Najwieksze zaintereso-
wanie budzg leki zaliczane do tzw. terapii celowanej,
a w szczegélnosci inhibitory receptora kinazy tyrozynowe;j
FLT-3/ITD, czyli CD135 (SU5416, SU11657) [19], inhibitory
biatka MDR1 [20], gemtuzumab ozogamicin (przeciwciata
monoklonalne anty-CD33) [21, 22] i inhibitory transferazy
farnezylowej (Zarnestra), ktore hamuja droge sygnatowa
biatka RAS [23].

Podziekowania

Autorzy dziekuja anonimowemu recenzentowi za uwa-
gi i sugestie, ktore przyczynity sie do podniesienia jakosci
tej pracy.
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