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Abstrakt

Heterogenni povaha akutni myeloidni leukémie (AML) zhorsuje vysledky pacientll Ié¢enych
standardni terapii. Porozuméni procesim leukemogeneze muze pfispét k lepsi stratifikaci
pacientl a tim i nastaveni vhodnéjsi personalizované lécby. Geny rodiny DLX (Distal-less
homeobox), patfici do skupiny homeoboxovych genu, jsou spojovany s malignimi
onemocnénimi krve i pevnych tkani. Pfi analyze expresnich dat byla nizka hladina genu DLX1
spojena s horsi progndzou pacientli s AML. V této préci jsme studovali fenotypové

zmény bunécénych linii s rozdilnou expresi genu DLX1. Pomoci vldsenkové shRNA jsme
umlceli gen DLX1 v burikdch AML linie (sh bunky) a srovndvali ji s parentalni linii s vyssi
expresi DLX1 (NSC buriky). Analyzou bunécného cyklu a stanovenim apoptdzy v in vitro a in
vivo podminkach jsme popsali zastavu v GO fazi a nizsi pocet apoptotickych bunék sh linie. P¥i
méreni absolutniho poctu bunék v ¢ase byly pozorovany rozdily, kdy v in vitro podminkach
bylo méné sh bunék, pricemz v in vivo prostfedi bylo pfihojenych signifikantné vice sh bunék
ve srovnani s NSC burikami. Dalsi vysledky ukdzali, Ze sh buriky maji nizsi hladinu pro-
apoptotickych proteind a vykazuji vyssi hladinu TGF-B cilového genu PAI-1, ktery aktivuje
replikativni senescenci. Z toho lze predpokladat, Ze bunky s nizsi expresi DLX1 perzistuji déle
v tkdnich imunitniho systému, ¢imz se zvysuje jejich celkovy pocet, ktery mize vést

k agresivnéjsimu typu leukémie.

Kli¢ova slova: myeloidni leukémie, homeoboxové geny, DLX1, genova exprese, bunéény
cyklus, mezenchymalni kmenové burnky, TGF-



Abstract

The heterogeneous nature of acute myeloid leukemia (AML) worsens the results of patients
treated with standard therapy. Understanding the processes of leukemogenesis can
contribute to identification of more appropriate treatment. Family of DLX genes (Distal-less
homeobox), belonging to the homeobox genes, are associated with haematological
malignancies and solid tumors. In the analysis of expression data, the low level of the DLX1
gene was associated with a worse prognosis of patients with AML. In this work we studied
phenotypic changes of cell lines with different expression of the DLX1 gene. We silenced the
DLX1 gene in AML cell line (sh cells) and compared it to the parental line with higher
expression of DLX1 (NSC cells). By cell cycle analysis and apoptosis assays in vitro and in vivo,
we have observed the arrest of sh cells in the GO phase and a lower number of apoptotic
cells. Differences were found when measuring the absolute number of cells in time. In in
vitro conditions there were less sh cells, in in vivo environment there was significantly higher
number of sh cells engrafted in comparison to NSC cells. Further results have shown that sh
cells have lower levels of pro-apoptotic proteins and exhibit a higher level of TGF- targeting
PAI-1 gene that activates replicative senescence. We assume that sh cells persist longer in
the tissues of the immune system thereby increase their total number, which may lead to
more aggressive type of leukemia.

Key Words: myeloid leukemia, homeobox genes, DLX1, gene expression, cell cycle,
mesenchymal stem cells, TGF-B
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Studium dysregulace proteinu DLX1 v leukemickych
myeloidnich burikach v in vitro a in vivo modelech

1 Uvop

Leukémie je maligni onemocnéni krvetvorby, které se podle plvodu malignich krevnich
bunék déli na lymfoidni a myeloidni typ. Dale se rozdéluje na zakladé rychlosti progrese na
akutni a chronickou formu. Akutni forma leukémie je charakteristicka rychlym délenim
nezralych leukemickych bunék, takzvanych leukemickych blastl. PFi chronické formé neni
déleni leukemickych bunék tak rapidni a zaroven se jedna zejména o vyzralejsi stadium
bunék. Leukémie je klasifikovana do 4 tfid, a to akutni myeloidni leukémie (AML), chronicka
myeloidni leukémie (CML), akutni lymfoidni leukémie (ALL) a chronicka lymfoidni leukémie
(CLL).

Leukemické buriky dfive nebo pozdéji prevlddnou nad zdravymi krevnimi bunkami, coz
zpUsobi zvySenou krvacivost, nedostatecné prokrveni tkani nebo vysokou citlivost
k infekcim.

Akutni myeloidni leukémie (AML) je zpUsobena maligni transformaci myeloidni linie
krevnich bunék. Jedna se o nejcastéjsi akutni formu leukémie u dospélych jedincl a
relativné ¢asté nadorové onemocnéni u déti. Pouze 35-40 % pacientll AML s vékem nizsim
nez 60 let je pIné vyléceno, u pacientl starsich 60 let je to dokonce jenom 5-15 % (Dohner,
Weisdorf, a Bloomfield 2015).

Prvni klasifikace AML vznikla jiZz v roce 1976, kdy bylo urc¢eno 8 subtyp(i (M0-M7) na zakladé
morfologie, cytologickych a chemickych vlastnosti bunék. V roce 2001 Svétova zdravotni
organizace WHO (World Health Organization) zverejnila novy systém klasifikace, do kterého
jsou zahrnuty recentni poznatky ziskané s rozvojem technologii. Posledni revize tohoto
sytému probéhla v roce 2016 (Arber et al. 2016). V této publikaci je AML rozdélena do
skupin podle c¢astych mutaci, chromozomalnich prestaveb a fuzi, zmén spojenych
s myelodysplazii, neoplazii spojenych s terapii a také dale nespecifikovanych abnormalit
(Arber et al. 2016).

Jak je jiz naznadeno v predchozim odstavci, v poslednich letech doslo k vyznamnému
pokroku ve studiu molekuldrni genetiky a epigentiky. Nové poznatky ovlivnily také vyzkum
v oblasti leukémii, ktery je zaméren predevsim na identifikaci molekularné genetickych
zmén podilejicich se na procesu leukemogeneze. Detailni porozuméni tohoto
komplikovaného procesu je nezbytné pro identifikaci novych prognostickych znak,
diagnostickych smér(i a naslednou cilenou Ié¢bu podtypt AML (Mayer, Stary 2002; Ding et
al. 2012; Déhner, Weisdorf, a Bloomfield 2015).

Jiz pred vice nez 15 lety byla popsana abnormalni exprese homeoboxovych (HOX) genl u
zavazné klasifikované akutni myeloidni leukémii (Drabkin et al. 2002). HOXA9 byl jednim



z genu, ktery signifikantné koreloval s celkovym prezivanim pacientl s AML (Golub et al.
1999; Tholouli et al. 2012). HOX geny se podileji na ontogenetickém vyvoji Zivocicht a jsou
evolucné velmi konzervované. Do skupiny HOX gen( patfi také rodina gent DLX (Distal-less
homeobox). Geny DLX maji znaény vliv na progresi fady tumor( jako gliomy, melanomy,
nadory plic, prsu, prostaty, tlustého stfeva nebo vajecnikl a také leukémii (Yilmaz et al.
2011; Hara et al. 2007; Ferrari et al. 2003; S. Y. Lee et al. 2011; Starkova et al. 2011).

Analyza dat expresniho profilovani AML pacientl prevzatych z databaze TCGA (The Cancer
Genome Atlas) ukdzala asociaci mezi expresi genu pro protein DLX1 a celkovym preZivanim
pacientd s AML. U 197 analyzovanych pacientl nizkd hladina exprese genu DLX1
signifikantné korelovala s kratsi dobou Zivota pacient(l. Tento vztah byl potvrzen také u
pacientd s FLT3 (FMS like tyrosin kinase 3) mutaci (n=46). Na zakladé téchto dat byla
vytvorena modelova bunécnd linie se snizenou expresi genu DLX1 v monocytdrni
leukemické linii MV4;11, které fenotyp jsme srovnavali s plivodni parentalni linii s vysokou
expresi DLX1 (Starkova el al., nepublikovana data).



2 CILE PRACE

Cilem diplomové prace je pokracovat v nékolikaletém vyzkumu vedouci projektu, RNDr.
Julie Starkové, PhD., kterd plivodné popsala regulaci transkripce genu DLX1 protein kindzou
FLT3. Tento protein je mutovdn u 30 % pacientl s AML a je asociovan s horsi progndézou.
Nasim cilem je studovat zdkladni fenotypové projevy leukemickych bunék pod vlivem
rozdilné exprese genu DLX1, ktera byla pozorovana u AML pacientu. VSechny experimenty
byly provedeny na geneticky modifikovanych AML bunéénych liniich, u kterych byla pomoci
lentivirdlni transdukce vloZena specificka vlasenkovd RNA (shRNA, short harpin RNA) a
permanentné umiéen gen DLX1 (dva klony - sh1 a sh2). Ddle byla vytvofena kontrolni linie
NSC (non silencing control; s lentivirdlné vnesenou shRNA proti sekvenci
nekomplementdrni k lidské RNA). U shl a sh2 modell byly pozorovany abnormality
v bunécném cyklu a proliferaci v porovnani s kontrolni linii NSC a rozdily v in vitro a in vivo
podminkach. Cilem této prace bylo:

e Objasnit rozdily mezi bunéénymi liniemi v in vitro podminkach

o Potvrzeni spravnosti modelu identifikaci hladiny mRNA a proteinu DLX1
bunécénych linii pomoci kvantitativni PCR (qPCR) a western blotu

o Analyza bunécného cyklu zna¢enim barvami Pyronin Y a Hoechst 33342 a
mérenim na pratokovém cytometru

o Uréeni mnoistvi proliferujicich bunék znacenim Ki-67 a méfenim na
pratokovém cytometru

o Zjistit vliv miry exprese genu DLX1 na signalni drdhu TGF-B pomoci western
blotu, RNA interference a qPCR

o Identifikace senescentnich bunék na zdkladé pritomnosti B-galaktoziddzy
asociované se senescenci (SA-BGal)

o In vitro kultivace bunécnych linii a porovnani ucinku cytostatika analyzou na
pratokovém cytometru

e Studium vlivu rozdilné exprese genu DLX1 v in vivo mySim modelu

o Detekce pfihojeni a poctu lidskych leukemickych bunék izolovanych z mysi
tkdné pomoci priitokového cytometru

o Lécba mysi po prihojeni lidskych leukemickych bunék a porovnani jeji ucinnosti
u studovanych model{

e Objasnéni pozorovanych rozdili v chovani bunék vin vitro a in vivo podminkdach
pomoci ko-kultivace leukemickych bunécnych linii spole¢né s mezenchymalnimi
kmenovymi burikami (MSCs)

o Stanoveni poctu a Zivotnosti leukemickych bunék péstovanych spolecné s MSCs
v porovnani s bunkami kultivovanymi ve stejnych podminkach bez MSCs

o Analyza bunééného cyklu a porovnani rozdilu mezi leukemickymi burikami ko-
kultivovanymi s MSCs a burnkami kultivovanymi ve stejnych podminkach bez
MSCs pomoci pratokové cytometrie



o Urceni poctu proliferujicich a apoptotickych leukemickych bunék ko-
kultivovanych s MSCs v porovnani s leukemickymi burikami kultivovanymi ve
stejnych podminkach bez MSCs pomoci pritokové cytometrie



3 PREHLED LITERATURY

3.1 AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

Akutni myeloidni leukémie je molekuldarné i klinicky heterogenni onemocnéni, které se
mUZe manifestovat do rGznych subtyp(l na zakladé cytogenetiky a morfologie (Ferrara a
Schiffer 2013). Pacienti s AML se odliSuji progndzou, kterd je ovlivnéna nékolika
prognostickymi faktory (predevsim karyotyp a vék pacienta) (Mayer, Stary 2002).

Béhem vzniku AML dochazi k rapidni proliferaci progenitorovych bunék myeloidni linie, u
kterych doslo k inhibici diferenciace v ruznych stadiich vyvoje. Tyto leukemické buriky
potlacuji normalni polyklonalni hematopoézu a postupné vytlaci buniky zdravé. Nasledkem
toho mohou pacienti trpét anémii (nedostatek ¢ervenych krvinek), neutropenii (nedostatek
bilych krvinek) nebo thrombobytopenii (nedostatek krevnich desti¢ek) (Ferrara a Schiffer
2013).

Vyvoj AML buriky je nékolikastupnovy. Burika béhem tohoto procesu ziskd fradu genetickych
aberaci, které zpUsobuji zdstavu diferenciace, ovliviiuji epigenetickou kontrolu nebo
indukuji proliferaci regulaci signalnich drah a transkripénich faktor( (Dohner, Weisdorf, a
Bloomfield 2015; Marcucci, Haferlach, a Dohner 2011). Recentni studie ukdzaly, Ze
k mutacim nedochazi nezavisle na sobé, ale kooperativhé béhem progresu onemocnéni
(Shih et al. 2015).

Lécbu AML znacné ztéZzuje mimo jiné také klonalni heterogenita leukemickych bunék.
ObtiZnosti uc¢inné terapie se zabyva hned nékolik studii (Ding et al. 2012; Walter et al.
2012). Ding et al. popisuji klonalni evoluci bunék AML. BEhem rozvoje onemocnéni se ustali
jeden dominantni klon, ktery produkuje dalsi subklony s adi¢nimi mutacemi. Alespon jeden
ze subklonli nebo sam zakladajici klon s dalsSimi vyhodnymi mutacemi prekona indukéni
terapii. Poté dochazi k hromadéni dalSich mutaci, ustanoveni nového dominantniho klonu
a relapsu onemocnéni (Ding et al. 2012). Relaps onemocnéni souvisi pravé s hromadénim
novych mutaci a klonalni evoluci bunék. Jejich DNA je poskozeno cytotoxickymi latkami
béhem chemoterapie, které mohou zvySovat mutacni rychlost bunék (Ding et al. 2012).

Podle studie publikované skupinou Eppert et al. (2011) ma pouze velmi malé mnozZstvi
leukemickych bunék potencidl zaloZit kolonie klonG in vitro a rozvinout leukémii
v imunodeficientnich mysich. Bunky s timto potencidlem sdili fadu vlastnosti s kmenovymi
burikami a také jsou vyrazné vice rezistentni k cytotoxické |écbé. Takové bunky byvaji
oznacované jako leukemické kmenové bunky (Eppert et al. 2011).



3.1.1 Genetické abnormality AML

Klondlni cytogenetické abnormality jsou pfitomny v burikdch vice neZ poloviny pacientt
s AML, jak opakované ukazaly studie (Saini et al. 2018; Grimwade et al. 2010; Patel et al.
2012; Walter et al. 2012). Nékteré z aberaci jsou identifikovany u vétsiny pacientd, mohou
byt dalezitym prediktivnim faktorem a pfispét k uréeni vhodné lécby pacienta.

Mutacni analyzy pacientl a jejich nasledné rozdéleni do skupin podle predpokladané
zavaznosti onemocnéni a jeho pribéhu jsou velmi uzitecné pfi navrhovani nalezité terapie.
Pokud jsou u pacienta nalezeny abnormality spojené se Spatnou progndzou a
nedostatecnou reakci na béznou terapii, mlize byt takovy pacient vhodnym kandidatem

pro allogenni transplantaci kmenovych bunék nebo pro ucast na klinickych studiich (Patel
etal 2012)

Grimwalde et. al (2010) se zaméfili na cytogenetické abnormality mladych dospélych
s AML. Vypracovali cytogenetickou analyzu 5876 pacient(l ve véku 16 aZ 59 let a zjistili, Ze
41 % procent z nich mélo bézny karyotyp bez abnormalit. Také zaznamenali vyznamné
rozdily karyotypovych abnormalit vzhledem k véku pacienta. Pro mladsi pacienty byly

typické balancované prestavby a pro starsi pacienty naopak nebalancované abnormality
vCetné monozomii a trizomii (Grimwade et al. 2010).

Alespon jedna chromozomalni abnormalita byla identifikovana u 97,3 % pacientl mladsich
60 let ve vzorku 398 pacientu pfi analyze 18 genl. Mezi nej¢astéjsi z nich patfily tandemové
duplikace genu pro FLT3 kindzu, ¢astec¢né tandemové duplikace genu MLL (mixed lineage

leukemia) nebo mutace genU ASXL1 (additional sex combs like 1) a PHF6 (plant
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Obrdzek 1 Graf zndzornujici genetické abnormality spojené predevsim s genem FLT3 u
cytogeneticky normdlni AML; Pfevzato z Déhner et al. 2010
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homeodomain (PHD)-like finger 6). Tyto aberace byly pfi analyze spojené s horsi progndzou
a krats$im prezitim pacientu (Patel et al. 2012).

3.2 HOMEOBOXOVE GENY

Homeoboxové geny koduji klicové transkripcni faktory, podilejici se na vyvoji, diferenciaci
a proliferaci bunék. HOX geny savcl jsou rozdéleny do dvou tfid, 1. tfida popisuje
klastrované HOX geny, umisténé v genomu pohromadé. U clovéka se nachazi 39
klastrovanych HOX gen(i umisténych na chromozomech 7p15 (HOXA), 17921 (HOXB),
12913 (HOXC) a 2931 (HOXD). Paralogy (HOXA9, B9, C9, D9) jsou pribuzné blizsi, nez geny
umisténé blizko sebe na stejném klastru (Scott 1992).

2.tfida zahrnuje HOX geny rozptylené po genomu, jedna se o geny neklastrované (Scott
1992). Produkty obou tfid HOX gen( ovliviiuji jak embryonalni vyvoj, tak vyvoj vSech tkani
vcetné krevnich bunék. Jejich spravna funkce pti regulaci bunééného vyvoje je nezbytnd pro
normalni vyvoj jedince. Aberantni exprese HOX genu byla detekovana u nékterych solidnich
nadoru i leukemickych onemocnéni (Argiropoulos a Humphries 2007).

3.2.1 HOX geny exprimované v AML burikach

Pro potvrzeni abnormalni exprese HOX genl u AML byla pouzita qPCR pro uréeni miry
exprese genl rodin HOX a TALE (transcription activator-like effector) u 34 pacient(i s AML.
Pro svou studii zvolili pacienty s karyotypem spojenym se Spatnou progndzou (Wheatley et
al. 1999) a s béZznym karyotypem bez chromozomalnich abnormalit. Zjistili, Ze pacienti
s horsi progndzou, uréenou na zdkladé chromozomalnich aberaci, exprimuji HOX geny ve
zvysené mire v porovnani s pacienty s béznym karyotypem, predevsim geny HOXA9 a
HOXA10. Naopak u pacientl s dobrou prognézou pozorovali velmi nizkou nebo vibec
zadnou expresi HOX gen( (Drabkin et al. 2002).

Korelace mezi vysokou mirou

exprese HOX genl a Spatnou 4.00-

progndzou AML byla potvrzena i

recentnimi studiemi ( Tholouli et 3.00 4

al. 2012; Gao et al. 2016).

Abnormalné vysoka exprese 200 _ T .

genu HOXA9 u pfipadl nesoucich

| 3884805

0.00 . Q

karyotypem, byla také popséna MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
studii zroku 2016 (Gao et al.

chromozomalni aberace, spojené
se Spatnou progndézou ve

srovnani s pripady s normalnim

Relativni exprese genu HOXA9

Obrdzek 2 Relativni exprese genu HOXA9 u typli AML M0-M7
2016). podle The French-American-British klasifikace; Pfevzato a
upraveno z Gao et al. 2016
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3.3 GENOVA RODINA DLX

Geny rodiny DLX (Distal-less homeobox) vykazuji sekven¢ni homologii s Drosophila distal-
less (DIl) geny (Ruddle 1994 podle Stock et al. 1996). DIl geny Drosophily melanogaster jsou
nezbytné béhem casnych stadii larvalniho vyvoje, kde zajistuji spravnou proximo-distalni
orientaci téla (Cohen a Jirgens 1989). DLX geny u savcl sdili velmi konzervovanou
vazebnou doménu s DIl geny a jejich produkty jsou transkripéni faktory (J. K. Liu et al. 1997;
H. Zhang et al. 1997), které se podili na vyvoji kraniofacidlnich struktur, mozku, smyslovych
organ(, koncetin, kosti a krve (Qiu et al. 1995; Anderson et al. 1997; Acampora et al. 1999;
Shimamoto et al. 1997). V riznych stadiich vyvoje téla se hladina jejich exprese méni.
Aberantni exprese téchto genl je spojovana s rlznymi typy tumorl (Hara et al. 2007
Yilmaz et al. 2011; Ferrari et al. 2003; S. Y. Lee et al. 2011; Starkova et al. 2011).

U clovéka nalezneme 6 DLX genl v klastrech po parech DLX1/DLX2, DLX3/DLX4 a
DLX5/DLX6 (Stock et al. 1996). Geny DLX jsou mimo jiné exprimovany v hematopoetickych
bunikdch a maji dllezitou funkci v kontrole spravného priabéhu krvetvorby (Chiba et al.
2003). Expresi genu DLX4 (nékdy také oznacCovan jako DLX7) v burikach kostni dfené popsal
Shimamoto et al. (1997), zejména vysokd exprese tohoto genu byla zaznamendna
v bunikdch erytroidni linie (Shimamoto et al. 1997). Pozdéji byl gen DLX1 identifikovan jako
negativni regulator erytropoézy (Chiba et al. 2003).

3.3.1 Abnormalni exprese gent DLX u rakovinnych onemocnéni

3.3.1.1 GenDLX4

Hara et al. (2007) popsali aberantni expresi genu DLX4 u rakoviny vaje¢nikd a spojeni
s agresivnéjsim prabéhem nemoci. Pomoci imunohistochemické analyzy klinickych vzork(
tkané zaznamenali zvySenou expresi genu DLX4 v burikach tumord(, ne vsak v tkani zdravych
vajecnikl. Tento objev byl nasledné potvrzen g-PCR. Podle studie DLX4 podporuje pro-
angiogenni vlastnosti tumoru. Jeho abnormalné vysoka exprese indukovala zvyseni hladiny
proteinu nékolika izoforem proteini FGF-2 (fibroblast growth factor-2) a VEGF (vascular
endothelial growth factor), coz mizZe podporovat progresi nador( (Hara et al. 2007).

Vroce 2012 byla odhalena pozitivni korelace mezi transkripci genu DLX4 a invazivitou
tumord rakoviny prsu. In vitro bunécné linie rakoviny prsu se zvySenou hladinou exprese
genu DLX4 vykazovali vyznamné vyssi migraéni aktivitu v porovnani s bufikami s normalni
expresi toho genu. Abnormalné vysoka exprese genu DLX4 tém padem prispiva k migracni
a invazivni aktivité nadorovych bunék rakoviny prsu (L. Zhang et al. 2012).

Jedna z izoforem proteinu DLX4, BP1, pravdépodobné pfimo vaze a reprimuje expresi genu
BRCA1 (breast cancer 1) u nedédi¢nych forem rakovin prsu (Kluk et al. 2010).

3.3.1.2 Geny DIX5/6
Zvysena exprese genu DLX5 byla popsana u pripadl rakovin plic (Kato et al. 2008; Xu a Testa
2009). Kato et. al v roce 2008 identifikovali pfitomnost proteinu DLX5 u vétSiny ptipadd



rakoviny plic (369 pacienti, non-small cell lung cancer) pomoci northern blotu a
imunohistochemické analyzy. Rovnéz popsali pozitivni korelaci mezi rozsahem detekce
tohoto proteinu a velikosti tumoru. Toto pozorovani se jim podafilo potvrdit i na in vitro
modelu, kdy sniZili expresi genu DLX5 pomoci shRNA vpravené do bunécnych linii SBC-5 a
NCIH1781 pomoci plazmidového vektoru. Tyto bunky rakoviny plic se sniZzenou expresi
genu DLX5 v kultufe rostly znatelné méné. Protein DLX5 skupina identifikovala prfedevsim
v jaderné proteinové frakci, coz by mohlo znamenat, Ze sdm aktivuje nebo se alespon podili
na aktivaci gen( typickych pro rozvoj rakoviny plic (Kato et al. 2008).

V dalsi studii (Xu a Testa 2009) byla popsdana pozitivni korelace mezi zvySenou expresi genu
DLX5 a vyssi hladinou mRNA a proteinu Myc v bunécné linii Jurkat. Bunky linie Jurkat
uspésné transfekovali plazmidem se zvySenou expresi genu DLX5, coz mélo za nasledek
zvysSeni transkriptu i proteinu onkogenu Myc. Skupina predpoklada, ze se protein DLX5
mUzZe primo vazat na promotor genu Myc. Jejich vysledky spolecné s daty z drivéjsi studie
(Kato et al. 2008) naznacuji, Ze protein DLX5 reguluje bunéénou proliferaci ¢astecné
regulaci exprese genu Myc (Xu a Testa 2009).

Morini et al. spojuje gen DLX5, spolecné s genem DLX6, se sekundarnimi tumory a
schopnosti tumorl metastazovat (Morini et al. 2010). Autofi publikace se zamérili na
stanoveni miry exprese genll DLX5/6 a DLX2 v bunééné linii rakoviny prsu MDA-MB-231.
Béhem experimentd in vitro sledovali hladinu exprese téchto genli a zaznamenali zvysené
mnozZstvi transkriptu genu DLX2, oviem ne genll DLX5/6. Toto pozorovani potvrdili in vivo
v primarnim tumoru u mysi (nude mice), kterym byly transplantovany MDA-MB-231 buriky.
V metastazich kosti a plic téchto mysi pomoci PCR zaznamenali naopak mRNA gent DLX5/6
a nikoliv genu DLX2 (Morini et al. 2010).

Podobny fenomén skupina pozorovala i u bunék rakoviny prsu ziskanych z tkané pacientt
s timto onemocnénim s tim rozdilem, Ze metastazy vykazovali zvySenou expresi pouze genu
DLX5 (Morini et al. 2010).

Morini et al. ze svych dat vyvodili, Ze jsou geny DLX2 a DLX5 dUlezitymi reguldtory rozvoje
rakoviny prsu a pro prechod téchto bunék do metastatického stadia je nutné castecné
umlceni exprese genu DLX2 a zvySeni exprese genu DLX5. Kombinace exprese téchto gend,
jak je popsana vySe, je spojena s horSi prognézou onemocnéni a povazovana za
prognosticky marker (Morini et al. 2010).

3.3.1.3 Gen DLX2
Gen DLX2 pravdépodobné hraje dllezitou roli pfi diferenciaci a proliferaci bunék a obdobné
reguluje neuronalni specifikaci. PUsobi v draze EGFR (epidermal growth factor receptor), a
i kdyZ neni jasné jak pfesné, mohl by timto zplsobem ovliviiovat proliferaci a homeostazu
bunék (Suh et al. 2009).

V roce 2011 byla provedena analyza hladiny exprese genu DLX2 u tkané rlGznych typl
solidnich tumor (S. Y. Lee et al. 2011). Hladina mRNA byla vyssi u tumor( prsu a vajecnik
v porovnani se vzorky zdravé tkané. (S. Y. Lee et al. 2011).
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Kromé toho skupina provedla in vitro testy, kdy transfekovali bunécnou linii MCF-7
(Michigan Cancer Foundation-7) vektorem nesoucim gen DLX2. To zp(isobilo morfologické
zmény bunék, které poukazuji na to, Ze zvySena exprese tohoto genu hrat roli pfi
vzniku metastazi tumor( (S. Y. Lee et al. 2011).

Aberantni exprese genu DLX2 byla identifikovana také u adenokarcinom( Zaludku (Tang
2013). Jeho exprese byla detekovana u 52,7 % pacient(l s touto chorobou a pouze u 23,3 %
kontrolnich vzork(l. Vyznamné zvysSend exprese genu DLX2 byla zaznamendna u 37,2 %
vzork( adenokarcinomu Zaludku a Zadného z kontrolnich vzorkd. Mimo to Tang et al. nalezli
souvislost mezi vysokou hladinou exprese DLX2 a kratSi dobou preZiti pacientl (Tang et al.
2013)

U linie jaternich bunék HepG2 (Hepatoma G2) byla zjiSténa pozitivni korelace mezi hladinou
exprese genu DLX2 a zvySenou proliferaci bunék pomoci pritokové cytometrie a western
blot analyzy. Zaroven byla u pacientl s hepatokarcinomem s kratSi dobou Zivota po
propuknuti onemocnéni popsana signifikantné zvySena exprese genu DLX2 (J. Liu et al.
2016). Autofi studie predpokladaji, Ze se jedna o reguldtor bunécné proliferace a
bunécného cyklu (J. Liu et al. 2016).

3.3.1.4 GenDLX1

Analyzou dat z Cancer genome database byla zjiSténa souvislost mezi horsi progndézou
pacientl s AML a zvySenou expresi genl DLX1/2, potvrzena jak na Grovni transkriptu, tak
na drovni proteinu. ZvySend exprese genU DLX1/2 muze byt nasledkem konstitutivni
aktivity kindzy FLT3 zplUsobené mutaci, kterd se nachazi u zhruba 30 % pripadi AML
pacientd. Vzajemnd korelace mezi témito dvéma faktory byla potvrzena i na AML
bunécénych liniich MV4;11 a RS4;11 (Starkova et al. 2011 a nepublikovana data). Signalni
draha kinazy FTL3 v leukemickych burikach by mohla pomoci zvysené exprese genli DLX1/2
obchazet inhibi¢ni ucinky TGF-B siignalni drahy a podporovat rlist nadorovych bunék.

Mutace genu pro FLT3 kinazu, ktera zpusobi jeji nadmérnou aktivitu, vede ke zvyseni
mnozZstvi transkriptu genl DLX1/2 a stejné tak ke zvySeni hladiny proteini DLX1/2 u
bunécnych linii. Stejny jev byl potvrzen na mRNA drovni pacientskych vzork(i s AML. Mimo
to Starkova et al. ukazali, Ze proteiny DLX1/2 ovlivriuji cilové geny drahy TGF-B a nasledné i
bunécény rast a proliferaci (Starkova et al. 2011, nepublikovana data).

In vitro experimenty na COS7, NIH 3T3, HepG2 a C2C12 bunécnych liniich popisuiji, Ze gen
DLX1 je exprimovan v lidskych krevnich burikdch a jeho produkt, protein DLX1, je
lokalizovdn predevsim v bunééném jadre, kde snizuje aktivitu nékolika cilovych elementt
TGF-B drahy (Chiba et al. 2003). In vivo i in vitro tumorogenni eseje naznacuji, Ze gen DLX1
pozitivné reguluje bunécny rdst, migraci a invazivni charakter bunék rakoviny vajecnik
v pokrocilém stadiu (Chan et al. 2017). Podle této studie produkt genu, protein DLX1,
ovliviiuje kanonickou drahu TGF-B (Chan et al. 2017).
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3.4 FLT3 (FMS-LIKE TYROSINE KINASE) KINAZA A AML

Gen pro FMS-like tyrosin kinazu (FLT3) kdduje receptor tyrosin kinazu, ktera je lokalizovana
v membrané a hraje zasadni roli v krvetvorbé.

FLT3 gen je exprimovan v placenté, mozku a nezralych krevnich bunkach (deLapeyriere
1995 podle Gilliland 2002). Ve zdravé kostni dieni je tento gen exprimovan pouze v ¢asnych
progenitorovych burikdch (Rosnet 1996 podle Gilliland 2002). VétsSina imortalizovanych
bunécénych linii hematopoetickych bunék exprimuje gen FTL3 (Brasel 1995 podle Stirewalt
a Radich 2003). Kindza FLT3 je aktivovand ligandem FLT3 a v in vitro podminkach podporuje
bunécny rast.

Prvni popsal mutace kinazy FLT3 pti poruchdch krvetvorby v roce 1996 Nakao et al. (podle
Stirewalt a Radich 2003). FLT3-ITD (internal tandem duplication) mutace zplsobi
konstitutivni aktivaci receptor tyrosin kindazy (RTK) a ndvazné signalni drahy, coz ma za
nasledek aberantni regulaci bunécné proliferace (Hayakawa et al. 2000). Pravé tento typ
mutace zpUsobuje dimerizaci tyrosin kindzové domény bez nutnosti interakce s ligandem.
Bunécny rust tedy probiha bez stimulace ligandem (Stirewalt a Radich 2003).

Mutace genu FLT3 kindzy byly popsany u
ALL (1-3 %), myelodisplazie (5-10 %) a

100

AML (15-35 %) (Stirewalt a Radich 5 76

2003). Kottaridis et al. (2002) popsali, e & -

27 % zkoumanych AML pacientd (ze §- 5u ;‘;:
vzorku 854 pacientll) neslo FLT3-ITD. 25 D+

Pti srovndni vzork( AML a zdravymi vyslo i Fe

najevo, ze mutace genu TET2 (Tet (ten- 0 1 z 3 4 3

eleven translocation) methylcytosine Roky od propuknuti nemoci

dioxygenase 2) mohou byt nezbytné pro Obrazek 3 Kaplan Meierova krivka pacienti s FTL-ITD a

. L, . B B bez; pievzato a upraveno z Kottaridis et al. 2002
vznik pre-leukemické bunky a naslednému

rozvoji onemocnéni (Genovese et al. 2014; Shih et al. 2015).

Mutace TET2 genu praveé spolu s FLT3-ITD daji spoleéné vznik AML buikdm s unikatnimi
epigenetickymi a transkripénimi aberacemi. In vivo studie na mysSim modelu, kde byla
abnormalné zvysSena exprese obou genl, potvrdila oekdvani autor( studie — u mysi se
béhem Zivota rozvinuly poruchu krvetvorby (Shih et al. 2015).

Pacienti s AML majici FLT3-ITD mutace sdili nékolik klinickych charakteristik, jako je zvySeny
pocet bilych krvinek a také vys$si mnozstvi leukemickych myeloblast( v kosti dfeni a krvi
(Frohling et al. 2002; Thiede et al. 2002). FLT3-ITD mutace kinazy se objevuji u pacient jak
s normalnimi karyotypy, tak u karyotypl s chromozomalnimi translokacemi, a také jsou
spojované s horsi progndzou pacientd (Frohling et al. 2002, Thiede et al. 2002).

Hayakawa et. al v roce 2000 porovnavali linie bunék s mutovanou (ITD) a nemutovanou
FLT3 kindzou u dvou IL-3 (interleukin 3) dependentnich linii bunék — 32D a BA/F3, aby
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dokazali konstitutivni aktivaci drahy pfi mutaci genu pro kinazu (konktrétné pro jeji
receptorovou doménu). Ddle také sledovali MAP (mitogen-activated protein) kindzovou
drahu a STAT (signal transducers and activators of transcription) drahu. V obou liniich
s mutaci doslo k autonomnimu rdstu bunék a aktivaci MAP kindzové drahy a proteinu
STATS. U bunék s nemutovanou kinazou byla pozorovana pouze aktivace MAP kinazové
drahy po stimulaci FLT3 ligandem a bunécny rast byl minimalni. Mimo to tyto bunécné linie
s mutovanou kindzou proliferovali a byly z90 % viabilni i v nepfitomnosti IL-3. Zatimco
nemutované linie snizili svoji proliferaci zhruba na tfetinu a jejich viabilita se sniZila az o
70 %. Navic byla tato konstitutivni aktivace dvou vySe zminénych drah detekovana i u vSech
leukemickych myeloblastl pacientld s AML se zjisténou mutaci FLT3-ITD (Hayakawa et al.
2000).

Analyza zamérenad na rozdil vlivu mutaci FLT3 kindzy na rGizné typy karyotyp u 481 pacient(
s AML byla provedena v roce 2011 (Santos et al. 2011). Autofi této publikace nalezli korelaci
mezi mutaci FLT3-ITD a kratSi dobou preZiti po propuknuti onemocnéni pacientd
s normalnim karyotypem. Pacienti s normalnim karyotypem a mutaci v FTL3-ITD také méli
vice bilych krvinek a vice leukemickych myeloblastl v porovndni s pacienty s nemutovanou
FTL3 kindzou (Santos et al. 2011).

3.5 DRAHA TGF-B (TRANSFORMING GROWTH FACTOR B)

TGF-B je povaZovan za pleiotropni faktor. Hraje roli v mnoha regulacnich procesech,
predevsim reguluje obnovu tkané a vyvoj somatickych bunék (Sporn 1991 podle Fortunel
et al. 2000). Ligand drahy TGF-B, TGF-BL, aktivuje dva typy receptorl. Nejprve se vaze na
TGF-B receptor druhého typu (TBRII), coZ je konstitutivné aktivni serin/threonin kinaza.
TGF-B receptor prvniho typu (TBRI) je ndsledné rozpoznan a priveden ke komplexu
receptoru Il a TGF-BL, kde dochazi k jeho fosforylaci pomoci TBRII. Fosforylovany TRRI dale
preda signal dalsim elementlm signalni drahy uvnitf bunky, a to proteindm SMAD2/3. Po
aktivaci SMAD2/3 proteiny tvofi komplex s proteinem SMAD4 a putuji do jadra, kde funguji
jako transkrip¢ni faktory (Fortunel et al. 2000; Wrana et al. 1992).

TGF-B udrZuje homeostazu tim, Ze zastavuje bunécny rlst a zplsobuje apoptdzu (Massagué
2008). Dudlni povaha funkce tohoto faktoru ale vyznamné ovliviiuje také iniciaci a progresi
tumord. Tumor supresivni funkce TGF-B signalni drahy spocivda ve SMAD dependentni
kanonické draze. Nadorové buriky mohou pfekonat tumor supresorové Gcinky TGF-f drahy
inaktivaci transkripénich faktord a naslednym umléenim exprese cilovych gend nebo
zablokovanim vstupnich komponent drahy, TGF-B receptora.

Mutace v TBRIl a TBRI byvaji ¢asté u nadord. Casta disfunkce nékterého z komponentt
TGF-B drahy u rGznych typl nador( vypovida o dulezitosti tumor supresorové funkci této
drahy (Massagué 2008).
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3.5.1 Vztah TGF-B a gent DLX
Protein DLX2 byl identifikovan jako transkripcni represor genu pro TBRII (Yilmaz et al.,
2011). Mnozstvi proteinu TBRII bylo sniZzeno v burikach se zvySenou expresi genu DLX2.

Po vystaveni bunék B16 melanomu TGF-BL byla detekovana vysoka hladina transkriptu i
proteinu DLX2. ZvySend exprese genu DLX2 byla detekovana predevsim v jadre. V burikdch
s vyfazenym genem pro SMAD4 ke zvyseni exprese genu nedoslo (Yilmaz et al. 2011). Na
zakladé téchto pozorovani lze vyvodit, Ze protein DLX2 reguluje kanonickou SMAD
dependentni signdlni cestu TGF-B drahy. Zaroven sniZuje expresi inhibitoru bunécného
cyklu p21CIP1 a zvySuje expresi mitogenniho transkripéniho faktoru c-Myc. Tato data podle
autoru publikace naznacuji, Ze ma DLX2 kritickou roli v potlaceni tumor supresorové funkce
TGF-B drahy a rozvoji jeji role v progresi tumoru (Yilmaz et al. 2011).

Chiba et. al v roce 2003 popsali tezi, Ze protein DLX1 pfimo vazZe protein SMAD4 a blokuje
fadu vystupnich signdld drahy TGF-B. Béhem experimentl provadénych na bunécnych
liniich COS7, NIH 3T3, HepG2 a C2C12 zjistili, Ze protein DLX1 s nejvétsi pravdépodobnosti
pfimo vaze jak SMAD4, tak SMAD2/3 a blokuje aktivitu drahy TGF-B. Také predpokladaji, Zze
je tento protein lokalizovan predevsim v jadfe bunék (Chiba et al. 2003).

V jadrech bunék rakoviny vaje¢nikl byla popsana interakce proteini DLX1 a SMAD4 za
stimulace TGF-B drahy (Chan et al. 2017). Nasledné se studie zaméfila na to, jak tato
interakce ovliviuje dalSi regulatory bunééného cyklu (napf. p15Ink4B, p18Iink4c a p27Kip1l).
Zmény byly pozorovany u dvou z nich. Hladiny p21 WAP1/Cip1 a p15Ink4B byly snizeny.
Vysledky studie naznacuji, Ze DLX1 podporuje rakovinné bujeni u rakoviny vajec¢nikud supresi
TGF-B drahy a ji indukovaného p21 WAP1/Cip1 a také ¢astecnou inhibici p15Ink4B (Chan et
al. 2017).

Na druhou stranu, exprese genu PAI-1 (plasminogen aktivator inhibitor 1), byla
signifikantné zvySena v bunkach se zvysenou expresi genu DLX1 v porovnani s kontrolnimi
burikami. Tento gen je jednim z cilG drahy TGF-B a je spojovan s migraci a invazi nddorovych
bunék. Tento fakt by mohl znamenat, Ze gen PAI-1 je pfimym cilem proteinu DLX1 a jeho
transkripce mUZe byt aktivovana proteinem DLX1 v interakci s proteinem SMAD4 (Chan et
al. 2017).

V roce 2016 byla publikovana dalsi studie zaméfend na drahu TGF-B a ¢lena genové rodiny
DLX. Chan et al. sledovali roli genu DLX2 v TGF-B draze po radiaci bunék. Skupina pouzila
buriky linii A549 a MDA-MB-231, ve kterych po ozareni sledovala nar(st exprese genu DLX2.
Nasledkem této zvySené exprese doslo k radiorezistenci, indukci invaze a migraci bunék.

Pomoci klonogenni eseje skupina pozorovala vyznamné snizené prezivani ozarenych bunék
pfi snizeni exprese genu DLX2. Také byla zaznamenana zvySena fosforylace proteinu
SMAD2/3 u bunék pro ozareni. Po umlcéeni SMAD2/3 pomoci siRNA doslo k pferuseni
zvysené exprese genu DLX2 po ozareni bunék, coz naznacuje, Ze je takto vysoka exprese
indukovana ozarenim zavislda na SMAD2/3 signalizaci a gen DLX2 je cilovym genem
fosforylovanych SMAD2/3 (Choi et al. 2016).
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3.6 MEZENCHYMALNI KMENOVE BUNKY

Zasadni roli pfi progresu onemocnéni a odpovédi na terapii hraje také mikroprostredi
leukemickych bunék a jejich vzajemné plsobeni's okolnimi burikami. Nékteré studie popsali
interakci leukemickych bunék AML a mezenchymalnich kmenovych bunék (MSCs —
mesenchymal stem cells), nicméné tato problematika neni zcela objasnéna.

Panayiotidis et. al jiz v roce 1996 publikovali studii zamérenou na interakci MSCs s burikami
chronické lymfoidni leukémie. MSCs podle nich podporuji pfezivani CLL bunék in vitro,
chrani je pred apoptdézou a méni jejich citlivost na chemikdlie. Pravé takovato regulace
mUZe mit vyznamny vliv na heterogenni odpovéd pacient(l na terapii (Panayiotidis et al.
1996).

Tent fenomén byl popsan i u HL-60 linie bunék AML béhem in vitro studie (Konopleva et al.
2002), kdy byly buriky péstované spolecné s mysimi MSCs (MS-5 bunééna linie). Skupina
méfila mnozstvi apoptickych bunék na pritokovém cytometru. Pfi porovnani leukemickych
bunék péstovanych spolecné s MSCs a bez MSCs zjistili, Ze mnoZstvi apoptickych bunék se
liSilo aZ 0 33 % ve prospéch bunék péstovanych s MSCs. Podobné se liSilo mnoZstvi
apoptickych bunék i pfi pfidani cytarabinu pro indukci apoptdzy. Zaroven ale pozorovali
snizeny rlst a mnozstvi proliferujicich leukemickych bunék v G1/MS fazi bunééného cyklu
v pfitomnosti MSCs v porovnani s burikami péstovanymi bez MSCs (Konopleva et al. 2002).

Zajimava muze byt i druha strana této interakce, a to jaky vliv maji leukemické buriky na
mesenchymalni kmenové buriky. Dle skupiny Frisch et al. (2012) buriky AML ovliviuji funkci
osteoblast(, naruSuji homeostazu mikroprostredi kostni difené a krvetvorbu v in vivo mysSim
modelu (Frisch et al. 2012). Pozdéji byly publikovany dalsi studie potvrzujici vliv AML bunék
na MSCs u lidi. Sorokina et al. (2016) izolovali MSCs pacientli s AML, ALL a CML a srovnavali
je s kontrolnimi burikami ze zdravych jedincl. Pacienti s AML a ALL vykazovali snizenou
produkci MSCs a abnormalné snizenou expresi nékterych gent (FGF2, VEGF, SX9), zatimco
u pacientll s CML tyto abnormality nebyly pozorovany (Sorokina et al. 2016). Podle Boyd et
al. (2017) bunky AML ovliviiuji funkce a diferenciaci MSCs v kostni dieni a narusuji normalni
krvetvorbu (Boyd et al. 2017). Snizena proliferace MSCs péstovanych spole¢né s AML
bunkami byla popsana znovu, zaroven s metyla¢nimi zménami v promotorech gentit HOXA5
a HOXA3 a zvysenou expresi téchto dvou genl (Geyh et al. 2016).

Tato data vypovidaji o dulezitosti interakce leukemickych bunék s okolnim
mikroprostfedim a jejich vlivu na alterace krvetvorby, mimo jiné, i AML.
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3.7 SOUCASNA LECBA AML

3.7.1 Standartni terapie
Pacienti s AML nejprve podstoupi indukéni terapii, dokud neni nedosazeno kompletni
remise, Uplného vymizeni leukemickych krevnich bunék a zndmek nemoci. Bohuzel je
béiné, ze ke kompletnimu vylééeni nedojde a pfi preruseni |écby se onemocnéni vrati
(relaps onemocnéni). Ztoho dlvodu Uspésnd indukéni terapie pokracuje konsolidacni
terapii (Kayser a Levis 2014).

Standardni indukéni terapie se sklada z 3denniho podavani idarubicinu (12 mg/m? denné)
nebo daunorubicinu (60 mg/m? denné) a naslednym 7dennim poddvanim cytarabinu.
Standartni davka cytarabinu je 100-200 mg/m? denné. Vétsinou je tato terapie nabidnuta
pacientdm s lepsi progndzou (Estey 2014).

Optimalni terapie pro starsi pacienty nebyla dosud ustanovena. Pacienti nad 65 let jsou
Castéji razeni do skupiny karyotypu s horsi prognézou a s vétsi pravdépodobnosti u nich
nebude béind terapie Ucinnd. Mimo to jsou citlivéjSi na cytotoxicitu zplsobenou
chemoterapii (Kayser a Levis 2014).

3.7.2 Nové terapeutické moznosti
Recentné jsou testovany nové terapeutické pfristupy, jako napfiklad inhibitory RTK,
nukleosidové analogy, monoklondlni protilatky nebo CART (chimeric antigen receptor-T
cells) terapie (Kayser a Levis 2014).

Inhibitory RTK jsou vhodné pro terapii pacientl s FLT3-ITD. Mezi tyto inhibitory patfi
Sorafenib, jehoZ pouZiti vede k signifikantni redukci poc¢tu leukemickych bunék v periferni
krvi i kostni dfeni u AML pacient(. Borthakur et al. (2011) popisuji snizeni leukemickych
myeloblastl v krvi a kostni dieni u 34 % pacientl a Uplné vymizeni malignich bunék u 10 %
pacientd s FLT3-ITD mutaci (Borthakur et al. 2011). Nicméné ma tento lék vedlejsi ucinky a
dochazi k relapsu onemocnéni.

V uvahu pripada i kombinace Sorafenibu s nékterym béziné pouzivanym cytostatikem.
ZlepsSeni prubéhu terapie u starSich pacientl s touto kombinaci |éCiv popsala dalsi studie
(Uy et al. 2017), opét zamérend na pacienty s mutaci FLT3-ITD. Pacientim ve studii bylo
poddavdno 400 mg Sofarenibu kazdych 12 hodin v kombinaci se standartni davkou
Daunorubicinu nebo Cytarabinu po dobu 7 dni s naslednou konsolidacni terapii (Uy et al.
2017). Mezi dalsi inhibitory FLT3 kindzy patfi napf. Midostaurin nebo Quizartinib.

Dalsi mozZnosti jsou inhibitory STAT3, malé molekuly, jako napfiklad [atka OPB-31121. Pod
vlivem této latky byla fosforylace STAT3 in vitro vyrazné snizend a také byl inhibovan ruast
nékolika typd malignich krevnich bunék (Hayakawa et al. 2013). Jina studie (D. Lee et al.
2016) nalezla pozitivni korelaci mezi a nizkou expresi genu pro dalsi inhibitor STAT3, UT2, a
dobou preziti pacientll s mnohocetnym myelomem (MM - multiple myeloma, maligni
onemocnéni krvetvorby) (D. Lee et al. 2016).
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Clofarabine je analog purinového nukleosidu, je to léCivo druhé generace a je schvalen
v lécbé relapsu onemocnéni détskych ALL (Kayser a Levis 2014). Vroce 2012 byla
provedena studie porovnavajici ucinky cytarabinu a kombinace cytarabinu s clofarabinem
(40 mg/m?) u pacientl starSich 55 let s relapsem AML. Skupina, u které byla pouZita
kombinace 1ék( byla zvySena doba preziti (Faderl et al. 2012). | novéjsi studie (Jabbour et
al. 2017) predpoklada mozné zlepSeni vysledk( terapie pouzitim (indukéné i konsolidaéné)
nukleotidovych analogt clofarabinu nebo fludarabinu (15 mg/m?a 30 mg/m? denné, 5 dni)
v kombinaci s cytarabinem a idarubicinem (1 g/m?a 10 mg/m? denné, 5 a 3 dny), pfedevsim
u mladsich pacientt (Jabbour et al. 2017).

Monoklonalni protilatky cilené na povrchové proteiny malignich bunék jsou konjugovany
s cytotoxickymi angens, napf. calicheamicinem, ktery l[dme DNA. Stouto latkou je
konjugovan Gemtuzumab Ozogamicin (GO), humanizovand protilatka cilend na receptor
CD33, vyskytujicim se na povrchu bunék myeloidni linie. Podle nékterych studii byl tento
Iék shledan pfilis toxickym bez zlepSeni ucinnosti terapie (Petersdorf et al. 2013). Amadori
et al. (2016) popsali zlepseni u starSich pacientl (61 let a vice), ktefi nejsou vhodnymi
kandiddty pro intenzivni terapii béZzné pouzivanymi cytostatiky (Amadori et al. 2016).

CAR-T (chimeric antigen receptor-T cells) terapie je zaloZzend na syntetickych receptorech
T-bunék, bohuzel ale nici jak maligni, tak zdravé buriky, coz zplsobuje znacné komplikace.
Terapie se tedy pokousi zaméfit na specifické markery malignich krevnich bunék, jako
naptiklad FR-B (folate receptor family beta) (Ross et al. 1999). In vitro studie (Lynn et al.
2015) potvrdila lytickou aktivitu FR-B specifického CAR-T proti AML burikdm a zaroven
nebyla pozorovana toxicita na lidské kmenové buriky (Lynn et al. 2015).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 BUNECNE LINIE

4.1.1 Pouzité bunécné linie
MV4;11, pochazejici z bunék akutni myeloidni leukémie. Linie pochazi z desetiletého
pacienta s akutni myeloidni leukémii (typ AML M5). Tyto burky nesou translokaci t(4;11) a
FLT3-ITD.

Do lentivirdlniho vektoru byl zaklonovan plazmid pGhU6 s reportérovym genem pro GFP
(green fluorescent protein) a pomoci tohoto vektoru nesouciho shRNA byl v linii MV4;11
umlcen gen DLX1, s nejvys$si Ucinnosti u dvou linii — sh1l a sh2. Tyto dvé linie, spolecné
s kontrolni linii NSC, byly pouzity pfi dale popsanych metodach.

MSCs (mesenchymal stem cells), imortalizované lidské mezenchymalni kmenové buriky
kostni dfené hTERT (abm®), byly vytvoreny infekci primarnich mezenchymalnich bunék
retrovirem nesoucim geny pro hTERT (telomerase reverse transcriptase) a GFP (abm®).

4.1.2 Uchovavani bunécnych linii

Béhem zamrazovani bunék byla nejprve vytvorena peleta s5-10 miliony (M) bunék
centrifugaci (5 min, 200xg), kterd byla nasledné resuspendovdna v 1 ml média s 10% FBS
(Fetal Bovine Serum, Life Technologies™) a 10% DMSO (dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich®)
a prenesena do zamrazovaci zkumavky (NUNC™ CryoTube™ Vials, Thermo Scientific).
Zkumavky byly vloZzeny do nadoby Mr. Frosty™ (Thermo Scientific™) a na nejméné 24 hodin
ulozeny do mrazdku s teplotou -80 °C. Poté byly zkumavky s burikami preneseny do nadob
s tekutym dusikem, kde jsou dlouhodobé skladovany vsechny bunééné linie.

Rozmrazovani bunék probihalo v 37 °C vodni Iazni. Pfi manipulaci bylo nutné dbat na
zachovani sterility a sniZeni rizika kontaminace. Po rozmrznuti suspenze byly zkumavky
rychle ptreneseny do sterilniho prostiedi lamindrniho boxu. Do pfedem ptipravenych falkon
s médiem byla pipetou pfekapdna suspenze bunék a nasledné centrifugovana (5 min,
200xg). Po odliti supernatantu byla peleta resuspendovdna v 1 ml média a burniky nasazeny
do odpovidajiciho mnoZstvi média pfi koncentraci pfiblizné 0,5 M/ml (zavislé na konkrétni
bunécné linii). Po 24 hodinach byly bunky zkontrolovany a dle potieby upravena jejich
koncentrace v médiu.

4.1.3 Kultivace bunécnych linii
Vsechny bunécné linie byly kultivovany v inkubatoru v37 °C a 5 % CO», bézné péstované
v 15 ml média v 75cm? kultivaénich lahvich (Techno Plastic Products™).

Linie NSC, sh1 a sh2 byly péstovany v RPMI (Roswell Park Memorial Institut) 1640 médiu
(GlutaMAX™ Life Technologies™) s 10% FBS a 1% antibiotiky (Antibiotic-Antimycotic, 100x
koncentrované, Life Technologies™). MSCs byly péstovany v PriGrow IV mediu (abm®)
s 10% FBS a 1% antibiotiky.
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4.1.3.1 Ko-kultivace leukemickych linii a MSCs
Spolecna kultivace leukemickych linii a MSCs byla provadéna ve specidlnich 24jamkovych
destickach sinzerty (Transwell® permeable supports, Costar™). MSCs byly pfipravovany
nékolik dni pfedem, aby byl dostatek ¢asu pro pfisednuti na povrch inzertu, kam byly
nasazeny v koncentraci 30 tis/100 pl. Do jamky samotné byly nasazeny leukemické linie
v koncentraci 200 tis/700 ul a do jamky byl nasledné vloZen predpfipraveny inzert s MSCs
ve 100 pul média. Obé bunécné linie byly v tomto pfipadé péstovany v médiu RPMI 1640.

4.1.4 Pasazovani bunécnych linii
Prvnim krokem bylo odebrani suspenze bunék z kultivaénich lahvi a jeji preneseni do 50 ml
falkony v lamindrnim boxu. Nasledné byla suspenze centrifugovana (5 min, 200xg) a
prenesena zpét do boxu, kde byl odlit supernatant a ponechdna pouze peleta. Ta byla
resuspendovana v1 ml média a potfebné mnozstvi bunék bylo nasazeno do cerstvého
média.

4.1.4.1 Leukemické linie
Linie NSC, sh1 a sh2 byly pasaZovany dvakrat tydné ve sterilnim prosttedi lamindrniho boxu
a nasazovany v koncentraci 0,5 M/ml.

4.1.4.2 Mezenchymdlni kmenové buriky

MSCs byly pasazovany jednou tydné. Nejprve bylo odebrano médium, poté byla kultivacni
lahev promyta v PBS (Phosphate Buffered Saline) a nakonec byl pfiddn trypsin
(0,5% Trypsin-EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd), 10x koncentrovand, Life
Technologies™) pro oddéleni bunék od povrchu (3 ml, max. 5 min v inkubatoru). Poté bylo
pfiddno 10 ml média a bunky centrifugovany (5 min, 200xg). Vidy byla pouZita nova
kultivacni lahev pfedem pokryta kolagenem (nejméné 20 min v inkubatoru, Coating Matrix
Kit Protein, Life Technologies™) a buriky byly nasazeny v koncentraci 0,3 M/ml.

4.1.5 Pocitani a méreni Zivotnosti bunék
Bunky byly pocéitany po kaidé centrifugaci na automatickém pfistroji Countess™
(Countess™ automated cell counter, Invitrogen™) a také na novém pfistroji NucleoCounter®
NC-3000™ (ChemoMetec™).

Pfistroj Countess: Po centrifugaci a resuspendovani bunék v 1 ml média bylo odebrano
10 ul bunécné suspenze do 96jamkové desticky, v pripadé nutnosti byly buriky nafedény
(pfidano 90 ul média, z nafedéné suspenze odebrano 10 pul), pfidano 10 pl trypanové modfi
(Invitrogen™) a promichano pipetou. Z desticky bylo odebrdano 10 pl mixu bunék a barvy,
ktery byl nasledné prenesen do dvoukomorového sklicka (Invitrogen Countess™). Sklicko
bylo vloZeno do pfistroje, ktery vypocital mnozstvi bunék/ml a stanovil procento Zivych
bunék.

Pfistroj NucleoCounter® NC-3000™: Po resuspendovani bunék v 1 ml média bylo odebréno
10 ul suspenze do 96jamkové desticky a buriky byly nafedény (pfidano 90 ul média),
z naredéné suspenze odebrano 19 ul a pfidan 1 ul komeréniho roztoku od stejné firmy
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(obsahujici DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol), dle protokolu mix bunék s roztokem
v poméru 19:1). Z pfipraveného mixu bylo pfeneseno zhruba 10 pul do osmikomorového
sklicka od stejné firmy, které bylo nasledné vloZzeno do pfistroje. Ten stanovil mnozstvi
bunék/ml a procento Zivych bunék.

4.1.6 Bunéclné pelety
PoZzadované mnozstvi bunék bylo centrifugovano (5 min, 400xg). Poté byl odlit supernatant
a pridadno pfiblizné 1,5 ml PBS, ve kterém byly bunky resuspendovany a pipetou pfeneseny
do mikrozkumavek (EPPENDORF®, 1,5 ml). Mikrozkumavky s bunécnou suspenzi byly
centrifugovany v mikrocentrifuze (5 min, 400xg), poté byl pipetou opatrné odebran
supernatant a peleta byla znovu promyta PBS stejnym zpUsobem. Nakonec byla peleta
zbavena veskerého supernatantu a skladovana v mrazaku (-80 °C) do pouziti.

4.2 IN VITRO LECBA

Bunécné linie byly vystaveny cytostatikim Ara-C (cytosin arabinoside, Cytarabin) a Doxo
(Doxorubicin) ve dvou raznych koncentracich a porovnany s kontrolou. Prace s burikami
byla provedena sterilné v laminarnim boxu.

4.2.1 Cytosin arabinose (Ara-C)

VSechny bunécné linie byly nasazeny v triplikdtu pro kazdou koncentraci cytarabinu,
kontrolu a ¢asovy bod do 24jamkové desticky v koncentraci 50 tis/ml. Po 24 h od nasazeni
byly buriky vystaveny cytarabinu o koncentraci 0,25uM nebo 0,5uM. Kontrolni vzorky
bunék byly ponechany bez léc¢iva. Byly uréeny 3 casové body po pridani cytostatika, a to
24 h, 48 h a 72 h. Vtéchto ¢asech byla bunécnd suspenze odebrdna, presunuta do
cytometrickych zkumavek a na pritokovém cytometru LSRII byly méreny absolutni pocty
zZivych bunék po osetreni v porovnani s kontrolnimi vzorky.

4.2.2 Doxorubicin (Doxo)

Jednotlivé bunécéné linie byly nasazeny v duplikdtu do 24jamkové desticky pro kazdou
z koncentraci doxorubicinu, kontrolu a ¢asovy bod v koncentraci 200 tis/ml (koncentrace
50 tis/ml z prfedchoziho experimentu nebyla pro méfeni na cytometru LSRIl optimalni).
Jeden den po nasazeni do desti¢ky byly buriky vystaveny doxorubicinu v koncentraci
0,03uM nebo 0,3uM. Kontrolni vzorky bunék byly ponechany bez |éciva. Ve dvou ¢asovych
bodech, 24 h a 48 h po osetfeni, byly bunky odebrany a presunuty do cytometrickych
zkumavek. Na pratokovém cytometru LSRII byly méreny absolutni pocty bunék vystavenych
cytostatiku v porovnani s kontrolou.
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4.3 WESTERN BLOT

4.3.1 Izolace proteinu

7.

Pro izolaci proteinu byl pouzit kit NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents
(Thermo Fischer™). Béhem procesu byla oddélené izolovdna cytoplazmatickd a jadernd
proteinova frakce. Prvni kroky zpUsobily rozruseni bunééné membrany a uvolnéni obsahu
cytoplazmy. Centrifugaci byla oddélena neporusena jaderna frakce ve formé pelety, ze
které byly pomoci dalSiho Cinidla extrahovany jaderné proteiny.

Nejprve byla izolovana peleta 3-10 M bunék a k ni do mikrozkumavky pfidano 200 pl
prvniho vychlazeného cinidla pro extrakci cytoplazmatickych protein(i, smés po dobu 15 s
michana na vortexu a ndsledné pfenesena na led na 10 min

Poté byl pfidan druhy vychlazeny roztok pro extrakci cytoplazmatickych proteinli v objemu
11 ul, smés michdna na vortexu po dobu 5 s a inkubovana na ledu 1 min

Nasledovalo dalsi michani na vortexu po dobu 5 s a centrifugace (5 min, 14100xg)
Supernatant byl okamzité prenesen do predem vychlazené mikrozkumavky, kterd byla
umisténa na ledu

Ke vzniklé peleté bylo pridano 100 pl vychlazeného cinidla pro izolaci jadernych proteind,
smés michdna na vortexu po dobu 15 s nasledné pfenesena na led na 10 min celkem
Ctyrikrat po dobu 40 min.

Nakonec byla smés centrifugovana (10 min, 14100xg) a supernatant okamZité prenesen do
prfedem vychlazené zkumavky.

Izolované proteinové frakce byly skladované v mrazaku (-80 °C)

4.3.2 Priprava protein(

Mikrozkumavky s izolovanymi cytoplazmatickymi a jadernymi proteiny byly po celou dobu
prace drzeny na ledu.

4.3.2.1 Proteinova esej

Koncentrace jednotlivych proteinovych vzork(i byla stanovena na zakladé
spektrofotometrického méreni za pouziti modifikované Lowryho metody. Tato metoda je
zalozena na reakci protein( sionty médi v alkalickém prostfedi (Lowry et al. 1951). Po
pfidani Folinova cinidla dojde k redukci a zméné barvy smési ze Zluté na modrou.
Koncentrace proteind je ndasledné analyzovana na spektrofotometru pfi vinové délce
750 nm.

Proteinova esej byla pfipravovdna do 96jamkové destic¢ky. Jako prvni byla smichdna Cinidla
obsahujici méd'a povrchové aktivni latky (DC™, Bio-Rad) v poméru 48:1 do mikrozkumavky.
Poté je do jamek ptidano 5 ul predpfipravené redici fady rlznych koncentraci protein(
v duplikatu (BSA, bovinni sérum albumin, Tabulka 1) pro kalibraci. Dalsim krokem bylo
pridani celkového objemu 5 pl vlastnich vzork( v triplikatu (cytoplazma rfedéna 5x s
injekéni vodou, jadro redéné 2x s injekéni vodou). Ke vSem vzorklm proteind véetné fedici
fady byla nasledné priddna smés Cinidel s médi a povrchové aktivnimi latkami a Folinovo
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¢inidlo v poméru 1:8. Desticka byla poté ponechana 15 min na tfepacce. Po uplynuti doby
byla koncentrace protein( analyzovéna na spektrofotometrickém pfistroji.

standard 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
¢ (mg/ml) 0 0,125 0,25 0,75 1 1,125 1,25 1,5 2 2,8

Tabulka 1 Redici Fada proteindi

4.3.2.2 Vypocet koncentrace
Pro srovnani mnozstvi proteinli mezi testovanymi vzorky na western blotu je nutné pouzit
vzorky o stejné koncentraci proteinu. Z udajl ziskanych pfi proteinové eseji byl vypocitan
objem vzork(, nutny pro poZzadovanou koncentraci proteind*. Tento objem byl smichdn
s Cinidly Red a LDS od firmy Bolt™ (Sample reducing agent (10x fedény) a LDS Sample buffer
(4x fedény), NOVEX®) v poméru 1:2,5 a vodou do mikrozkumavky, tak aby bylo docileno
vysledného objemu roztoku 50 ul. Mix byl nakonec vloZen do suchého tepelného bloku na
10 min a 70 °C. Takto ptipravené vzorky byly skladovany v mrazaku (-20 °C).

Vr-c

*Vp — ?

Vp = objem vzorku proteinu

Vr = vysledny objem roztoku

¢ = pozadovana koncentrace vysledného roztoku

cp = koncentrace proteinu ziskana proteinovou eseji

4.3.3 Elektroforéza

Pro elektroforézu byly pouZity komeréné vyrobené polyakrylamidové gely (NuPAGE™
Bis-Tris gels, 4-12%) a MOPS (kyselina 3-[N-morpholino] propanesulfonova) /MES (kyselina
2-[N-morpholino] etansulfonova) pufry (SDS running buffer BOLT™ NOVEX®, Life
Technologies™). Gely byly vyndany z obald, oplachnuty MOPS/MES pufrem a vloZzeny do
aparatury (Mini Gel Tank, Life Technologies™). Aparatura byla z ¢asti naplnéna pufrem a
jako prvni bylo ptidano 5 ul Zebficku (PAGEruler plus™, Prestained protein ladder, Thermo
Fischer™). Nasledovalo pridani 1-2 pg/ul jednotlivych vzorkd, poté bylo dolito potfebné
mnozZstvi pufru a aparatura byla uzaviena. Aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti
(Bio-Rad™) po dobu zhruba 60 min a napéti 100 V.

Po uplynuti doby byla aparatura odpojena od zdroje napéti. Gel byl vyjmut z aparatury a
byl odstranén plastovy nosic gelu.

4.3.4 Prenos proteinl na membranu
Proteiny z gelu byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (Bio-Rad™, 0,45 pm
nitrocelulézovd membrana). Nejprve byl sestaven blottingovy sendvi¢ ve vaniéce s pufrem
(transferovy pufr; 1M TRIS [pH 8,8] 2,5 % [v/v], metanol 20 % [v/v], glycin 1,1 % [w/V],
destilovand voda) z plastové kazety, hrubého papiru, jemného papiru, gelu a membrany,
v tomto poradi. Hotovy sendvic byl vioZzen do aparatury (Mini Protean® tetra cell, Bio-Rad™)
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spolecné s odpovidajicim mnozstvim pufru a drzakem s ledem. Aparatura byla uzaviena a
pfipojena ke zdroji napéti o 70 V po dobu 60 min.

Po uplynuti doby byla membrdna pinzetou vyjmuta ze sendvi¢e a umisténa do vanicky
s promyvacim pufrem (10 % PBS [v/v], 1 % Tween [v/v; polyoxyethylen sorbiton
monolaurat, 10%; Bio-Rad™]), destilovana voda) a promyvana 3x 10 min. Pfed promytim
byla pfitomnost protein( ovéfena Ponceau S (Serva; 0,5% v 10% kyseliné octové [P-Lab
a.s.]).

4.3.5 Vazba protilatek na membranu

Vytvoieno velikost

Protein Typ protilatky Vyrobce pufr fedéni  skladovani
v (kDa)
o . Cell 5% mléko mrazak -
Smad2 Monoklonalni Mys 1gG1 . . 60 1:1000 .
Signalling bez tuku 20°C
Phospho- L . Cell 5% mléko mrazak -
Polyklonalni Kralik . . 60 1:1000
Smad2 Signalling bez tuku 20°C
L . 5% mléko mrazak -
DLX1 Polyklonalni Mys Gene Tex 27 1:200
bez tuku 20°C
L . . 5% mléko mrazak -
GAPDH Monoklonalni Mys Invitrogen 37 1:10000
bez tuku 20°C
L . 5% mléko mrazak -
TPB Polyklonalni Kralik abcam 38 1:1000
bez tuku 20°C

Tabulka 2 PouZzité primdrni protilatky

Pfed vazbou primarni protilatky na membranu byla membrana blokovana pomoci mléka
bez tuku. Praskové mléko (non-fat dry milk, Blotting Grade Blocker, Bio-Rad™) bylo
rozpusténo v promyvacim pufru. Membrana byla inkubovana v 10 ml 5% mléka ve vanicce
na tfepacce 1 h.

Nasledné byla pridana primarni protildtka cilend na protein zajmu (Tabulka 2). Primarni
protildtka byla nafedénd v 5% mléce v promyvacim roztoku a pfislusné koncentraci.
Membrdana byla v 10 ml protilatky inkubovana pfes noc, umisténa v lednici na rotatoru.

Po uplynuti doby inkubace v primarni protilatce byla membrana presunuta do vanicky a 3x
promyta v promyvacim roztoku kazdych 10 min na tfepacce. Poté byla pridana sekundarni
protilatka. Podle pouzité primarni protilatky byla uréena protilatka sekundarni (Goat Anti-
Mouse IgG [H+L]-HRP Conjugate, Bio-Rad™, fedéni 1:3000; Goat Anti-Rabbit IgG [H+L]-HRP
Conjugate, Bio-Rad™, redéni 1:4000). Membréna byla inkubovana v 10 ml sekundarni
protilatky v 1% mléce v promyvacim roztoku po dobu 1 h.

Nasledovalo promyti v promyvacim roztoku kazdych 10 min celkem 3x na tfepacce. Po
promyti byla membrdna vyjmuta z vanicky a premisténa na desku vyvolavaciho pfistroje,
kde byl vysusena bunicinou. Na membranu bylo pridano 1,4 ml smési roztok( (1:1) Thermo
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Scientific™ SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate, pfipadné byla pridana
smés roztok( (1:1) SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (v koncentraci
10:1 Pico:Femto) pro zesileni signdlu. Smés téchto roztokl umozni detekci antigenu pomoci
oxidace luminolu v pfitomnosti peroxidu a kifenové peroxiddzy. Deska byla pfemisténa do
vyvoldvaciho pfistroje, ktery detekoval mnoZstvi proteinu pomoci imunohistochemické
analyzy.

4.3.6 Opétovné uziti membrany
Pro kontrolu shodné koncentrace proteinli nanesenych vzork(i a uUspésnost oddéleni
cytoplazmatické a jaderné frakce byly pouzity protilatky vaZici se na proteiny specifické pro
cytoplasmatickou a jaderni frakci. Jako znak cytoplasmatické frakce byl zvolen protein
GAPDH (glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza), jaderné pak TBP (TATA binding protein).

Membrana byla nejdfive zbavena pouzitych protildtek pomoci pufru (Restore™ Plus
Western Blott Stripping Buffer, Thermo Scientific™, 7 min na tfepacce). Nasledné byla
oplachnuta promyvacim roztokem a ddle prosla stejnym procesem jako predtim nepouzitd
membrana (blokovani, primarni protilatka, promyvani, sekunddarni protilatka, promyvani).
Nakonec bylo detekovano mnozstvi kontrolnich proteind.

4.4 DETEKCE PROTEINU SPOJENYCH S APOPTOZOU

Pro identifikaci apoptickych proteinl byl pouzit Proteome Profiler ™ Array Human
Apoptosis Array Kit (R&D Systems, Inc.). Kit obsahoval nitocelulozové membrany
s navazanymi protildtkami 35 protein( asociovanych s apoptdzou a kontrolnich protein(.

1. Nejprve byla vytvorena peleta z 10 M bunék

2. Kbunééné peleté bylo pridano 250 pl lyzacniho pufru poskytnutého v kitu, v ném byla
peleta resuspendovana pipetou a nasledné byl roztok ponechdn inkubovat 30 min
v lednici (2-8 °C) na rotatoru

3. Do plastové nadoby byla vlozena membrana s 2 ml blokaéniho pufru a ponechdana 1l h
na tfepacce v pokojové teploté

4. Z4dané mnoistvi proteinového vzorku (vypoctené na zékladé proteinové eseje) bylo
smichano s bloka¢nimu pufrem do celkového objemu 1,5 ml/vzorek

5. Po uplynuti 1 hodiny blokace byl blokacni pufr odlit a na membrany pfidany jednotlivé
proteinové vzorky

6. Membrany se vzorky byly inkubovany pres noc v lednici (2-8 °C) na tfepacce

7. Po uplynuti doby inkubace byly membrany promyty v promyvacim roztoku
(poskytnuty v kitu) 3x po dobu 10 min

8. Nasledné byla membrana inkubovana v 1,5 ml smési detekéniho koktejlu a array pufru
(poskytnuté v kitu, pomér 1:100) 1 h na tfepacce v pokojové teploté

9. Dalsim krokem bylo opétovné promyti po dobu 10 min celkem 3x

10. Poté byl pridan Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase; konjugovany s kienovou
peroxiddzou) naredény v poméru 1:2000 ve 2 ml array pufru k membrdané a ta byla
ponechdna inkubovat 30 min na tfepacce v pokojové teploté

11. Nasledovalo promyti promyvacim roztokem 3x po dobu 10 min
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12. Nakonec byl pfidan 1 ml Chemi Reagent mixu (1:1) pro detekci antigenu na kazdou
membranu a membrana byla vyvolana pomoci vyvoldvaciho pfistroje

4.5 MALA INTERFERUJICI RNA (SIRNA)

Pro transfekci bunéénych linii byla pouZita elektroporace, pomoci které byla do bunék
vpravena siRNA s antisense sekvenci genu PAI-1 (plasminogen activator 1) a kontrolni
necilena siRNA (non-target siRNA) v koncentraci 20Mm (Dharmacon Inc.). Manipulace
s burikami a siRNA probihala ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu.

Nejprve bylo odebrano mnozstvi bunék potiebné pro experimenty. Buriky byly nasledné
preneseny do kyvet (Gene Pulser® Cuvette, Bio-Rad™) v maximalni koncentraci 5 M/ml a
objemu 500 pl spolu s odpovidajicim mnoZstvim siRNA a uzavieny. Uzaviené kyvety byly
presunuty z lamindrniho boxu do elektroporacéniho pfistroje. Elektroporace probihala pfi
350 V po dobu 10 ms a poté byly kyvety pfesunuty zpét do boxu. Po uplynuti 15 minut, kdy
byly bunky ponechany v kyvetach, byla bunéénd suspenze presunuta do kultivacnich
lahvi/desticek s prfedem pripravenym kultivacnim médiem o pokojové teploté,
v koncentraci 0,5 M/ml. Buniky byly kultivovany po dobu 24, 48, 72 a 96 hodin, kdy byla
Uspésnost ucinku siRNA ovérena pomoci gPCR a western blotu.

4.6 QPCR

gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) umoznuje kvantifikovat mnozstvi mRNA

v realném case. K amplifikaci studovaného genu dochazi pomoci specifickych primer( a
mira amplifikace genu je vyhodnocena na zakladé hladiny fluorescence. Fluorescen¢ni
¢inidlo, v tomto pripadé SYBR™Green (Thermo Fischer™), se interkaluje do dvouvldknové
DNA ve tfetim kroku procesu (elongace). Podle poctu cyklt, ve kterych doslo

k exponencialnimu rdstu fluorescence studovaného genu v porovnani s kontrolnim genem
(napf. GAPDH), je mozné urcit relativni miru exprese studovaného genu.

4.6.1 l|zolace RNA

1.

Pro izolaci RNA byl pouzit RNeasy® Mini Kit (Qiagen™). Peleta o maximalnim poctu 10 M
bunék je lyzovand a nejprve je odstranéna DNA. RNA je poté navdzana na kolonu
s vazebnou kapacitou 100 pug RNA.

Jako prvni bylo pfiddno 350 pl mixu lyza¢niho pufru s merkaptoetanolem (v poméru 1:10)
k peleté bunék.

Smés byla promichana, prenesena do mikrozumavky s prvni kolonou s membranou pro
vazbu DNA a centrifugovana v mikrocentrifuze (60 s, 6700xg)

Prvni kolona s navazanou DNA byla odstranéna a k lyzatu bylo pridano 350 pl 70% ethanolu,
smés promichana pipetou pro precipitaci RNA, supernatant byl prenesen do 2 ml
mikrozkumavky s druhou kolonou s membranou pro vazbu RNA a centrifugovdna (15 s,
8000xg)
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10.

Na membranu bylo pfidano 700 ul promyvaciho pufru a smés centrifugovdna (15 s,
11000xg)

Poté bylo dvakrat pfiddno 500 ul promyvaciho pufru na membrdnu a smés dvakrat
centrifugovana (15 s, 1000xg; 2 min 14100xg)

Po promyti membrdany byla kolona s membranou vyjmuta z mikrozkumavky, umisténa do
nové a znovu centrifugovana pro odstranéni veskeré tekutiny (1 min, 14100xg)

Nasledné byla membrana opét vyjmuta a vloZzena do konecné mikrozkumavky, kdy bylo na
membranu pfidano 30 ul vody bez RNaz za ucelem eluce RNA z kolony

Mikrozkumavky byla ponechdna 1 minutu odstat a po uplynuti doby centrifugovédna (1 min,
11000xg)

Nakonec byla kolona s membranou vyjmuta a mikrozkumavka s vyslednym objemem 30 pl
vody s RNA prenesena na led

Koncentrace RNA byla zméfena na pfistroji Nanodrop na zakladé vinové délky (ND-1000
Spectrophotometer)

4.6.2 Reverzni transkripce

Izolovana RNA byla pfepsana na cDNA (cirkularni DNA) pomoci kitu iScript cDNA synthesis
(Bio-Rad™). Do reakce bylo ptidano 0,5-1 pg izolované RNA spolu s vodou, enzymem pro
reverzni transkriptazu (iScript, Bio-Rad™) a roztoku iScript reaction mix (Tabulka 3). Smés
byla namichdna do mikrozkumavek, které byly nasledné umistény do suchych tepelnych
blokd (Tabulka 4).

Roztok Mnoistvi
5x iScript reakéni mix 2 ul teplota cas
iScript reverzni transkriptaza 0,5 ul 25°C > min
RNA 18 42 °C 30 min
85 °C 5 min
dH20 5ul

Tabulka 3 Smés pro reverzni transkripci (10ul reakce) Tabulka 4 Tepelnd pfiprava vzorki

4.6.3 Protokol qPCR

PCR protokol byl pfipraven dle vzorové tabulky (Tabulka 6) pro potfebné mnozstvi reakci.

Nejprve byly namichany smési forward a reverse primerQ pro cileny gen a kontrolni gen,
SYBR™green mixu (Power SYBR® Green PCR master mix, Thermo Scientific™) a vody do
mikrozkumavek. Nasledné bylo preneseno 9 ul reakce do bilé 96jamkové desti¢ky
(LightCycler® 480 multiwell plate, Roche™) a nakonec byl pfidan 1 pl cDNA (v technickych
duplikatech). Desticka byla uzaviena félii (MicroAmp™ optical adhesive film,
AppliedBiosystems™), kratce centrifugovana a vloZzena do pfistroje LightCycler® 480 Il
(Roche™) s nasledujicim protokolem (Tabulka 5):
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Inicidlni denaturace = 95°C = 10 min 1 cyklus

denaturace 95 °C 15s 50 cykld
Hybridizace primerd, 60 °C €0's 50 cykld
elongace
Tabulka 5 Protokol gPCR
vV (ul)
Sybr green mix 5
primer fwd (10 uM) 0,1
primer rev (10 uM) 0,1
cDNA 1
dH20 3,8

Tabulka 6 Vzor PCR protokolu

Vysledky byly analyzovany v programu Microsoft Excel, kde byla hodnota exprese cilového
genu vztazena k hodnoté exprese kontrolniho genu.

Ct, — Ct, = ACt

Ct. = pocet cykll cilového genu

Ctyx = pocCet cykld kontrolniho genu

ACt = rozdil poctu cyklG

Relativni exprese cilového genu byla vypoctena z priméru ziskanych hodnot.

27ACt %100

4.7 DETEKCE SENESCENCE

Pro detekci senescentnich bunék byl pouzit kit Senescence cells histochemical staining
(Sigma Aldrich™), kdy byla vyuZita metoda zaloZena na histochemické detekci specifického
markeru senescentnich bunék, B-galaktosidazy spojené se senescenci (SA-BGal), pfi pH 6.
PFi tomto pH je SA-BGal snadno detekovatelna u senescentnich bunék, nikoliv vSak u bunék
ve vratné GO fazi (quiescent cells), imortalizovanych nebo rakovinnych bunék.

Nejprve bylo nutné zahrat X-Gal roztok (poskytnuty v kitu firmou) nejméné po dobu 1 h
v 37 °C a 10x naredit fixacni roztok a PBS (poskytnuté v kitu firmou) ultracistou filtrovanou
vodou.

Poté bylo odebrano pozadované mnozstvi bunék (0,3 nebo 0,5 M) do mikrozkumavky. Toto
mnoiZstvi bunék bylo rovnomérné rozprostieno pipetou na mikroskopické sklicko a
centrifugovano v aparatuie na cytospin

Sklicko s burikami na svém povrchu bylo 2x promyto 1 ml PBS

Nasledné bylo sklicko vyjmuto z aparatury a na oblast bunék bylo pfidano 500 ul fixaéniho
roztoku, ktery byl ponechan 6-7 min
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5. Béhem doby fixace byl pfipraven barvici roztok z ¢inidel kitu
Po uplynuti doby fixace bylo sklicko 3x oplachnuto PBS

7. Sklicko bylo nasledné umisténo do plastové barvici aparatury, kam byly pfidany 3 ml
pfipraveného barviciho mixu

8. Aparatura byla zafixovdna parafilmem (Parafilm M, P-LAB a.s.), aby nedoslo k odpareni
barvici smési, a umisténa do inkubatoru s 37 °C bez CO; po dobu 2-17 hodin.

9. Po inkubaci bylo sklicko s obarvenymi burikami opét oplachnuto PBS (2x-3x) a na oblast
bunék byla nanesena kapicka Glycergelu (Dako Mounting media, Aligent™) pro fixaci
kryciho sklicka

10. Takto zafixované buriky byly pozorovany inverznim mikroskopem

4.8 MEREN{ NA PRUTOKOVEM CYTOMETRU
Pro méreni byl vyuzit pfistroj LSRII (software FACS Diva).

Pritokova cytometrie je metoda zaloZena na detekci fluorescence, jejiz emise je vyvolana
laserem, nebo rozptylem svétla kolem detekovanych bunék. PouZivaji se fluorescencné
znacené protilatky, které se vaiou se specifické povrchové proteiny bunék (napf. CD33)
nebo ligandy dalSich bunécnych molekul (nap¥. DAPI).

4.8.1 Méreni absolutnich poctl bunék

Pro zméreni presného poctu bunék bylo nutné prepocitat relativni pocet zaznamenanych
eventl na absolutni pocet bunék méreného vzorku. K bunéc¢né suspenzi o konstantnim
objemu bylo pfidano 25 pl fluorescentnich castic (SPHERO™ Accucount Fluorescent
particles, Spherotech, 1M/ml) a 1 pl DAPI (50 pg/ml), které vaze DNA a odlisuje Zivé a mrtvé
buriky. Spolu s mnoZstvim bunék detekovanych pomoci DAPI bylo softwarem spoditano i
mnozstvi kuliéek ve vzorku. Na zakladé zname koncentrace téchto fluorescentnich ¢astic
jsme snadno vypocetli absolutni mnozstvi bunék ve vzorku. Pro odliseni lidskych bunék od
mysich pfi in vivo pokusech byla pouzita protilatka pro povrchovy receptor myeloidnich
krevnich bunék CD33, ktery je specificky pro ¢lovéka.

4.8.2 Meéreni bunécného cyklu
Bunécny cyklus byl méren na zakladé znaceni barvami Pyronin Y (590-650 nm), ktery se
integruje do RNA a DNA a Hoechst 33342 (430-470 nm), ktery se inkorporuje vylu¢né do
DNA. Pomér DNA/RNA pak odlisi jednotlivé faze bunécného cyklu a zfetelné odlisi G1 a GO
fazi. Vysledky ziskané mérenim na pritokovém cytometru byly analyzovany v programu
FlowJo™.

1. Nejprve bylo odebrano nejméné 0,5 M bunék do cytometrickych zkumavek, centrifugaci (5
min, 400xg) z nich byla vytvorena peleta
Ta byla nasledné promyta 2 ml PBS (centrifugace 5 min, 400xg)
Peleta byla resuspendovdna v 0,5 ml fosfat-citrat pufru (pH 7,2) a ponechana 20 min
inkubovat ve tmé v pokojové teploté
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7.

Po uplynuti doby byly buriky centrifugovany (5 min, 200xg) a promyty 2 ml PBS (5 min,
200xg)

Poté byla peleta resuspendovéna v 1 ml barviciho roztoku (1,5ug/ml Pyronin Y, 2ug/ml
Hoechst 33342, 100x nafedéna v PBS) a centrifugovana (5 min, 200xg)

Nakonec byly buriky resuspendované ve 200 ul barviciho roztoku a ponechany na ledu 10
min

Po 10 min byly buriky pfipraveny k méfeni na LSRII

4.8.3 Méreni Ki-67

9.

Znak Ki-67 (byl pouZit Ki-67 konjugovany s PE, phycoerythrin) oznaci pouze délici se buriky.
Tato metoda byla pouZita spolecné s bunécnym cyklem pro porovnani mnozstvi bunék v GO
fazi bunécného cyklu (tyto buriky jsou Ki-67 negativni). Tento znak se také pouziva na
odliseni senescentnich bunék. Vysledky ziskané méfenim na pritokovém cytometru byly
analyzovany v programu FlowJo™.

Bylo odebrdno nejméné 0,5 M bunék do cytometrické zkumavky

Centrifugaci byly buriky promyty 2 ml PBS (5 min, 400xg)

Supernatant byl odlit a bunky resuspendovany v 1 mllyzaéniho roztoku (BIOFACS, 10x
nafedény), suspenze byla promichana na vortexu a ponechana 10 min ve tmé v pokojové
teploté

Po uplynuti doby byly buriky centrifugovany (5 min, 400xg)

Poté byl k peleté pfidan 1 ml permeabilizacniho roztoku (BIOFACS, 10x nafedény), smés
byla promichana na vortexu a ponechdna 10 min ve tmé v pokojové teploté

Nasledné byla zkumavka s burikami centrifugovana (5 min, 400xg)

Peleta byla promyta 1 ml roztoku PBS/BSA (5 min, 400xg)

K peleté bylo pfiddno 5 pl Ki-67-PE (EXBI antibodies™) a po dobu 30 min byly bunky
inkubovany ve tmé v pokojové teploté

Nakonec byla peleta opét promyta roztokem PBS/BSA (5 min, 400xg)

10. Buniky byly pfipraveny k méreni na LSRII

4.8.4 Méreni apoptickych bunék

Pro méreni apoptotickych a nekrotickych bunék bylo pouZito znaceni Annexinem V a
propidium jodidem (PI). Annexin V se vaZze na povrchovy fosfatidylserin, jehoz pfitomnost na
povrchu bunék je jednim z prvnich znak( apoptdzy. Pl vaze DNA pouze apoptickych a
nekrotickych bunék, protoze neni schopen projit membranou Zivych bunék. Sou¢asné pouziti
téchto dvou znaceni umozni odlisit asnou a pozdni apoptdzu, nekrdzu a vitalni buriky.

1.
2.
3.

Nejméné 0,5 M bunék bylo odebrano z bunééné suspenze do cytometrické zkumavky
Centrifugaci byly buriky promyty s 2 ml PBS (5 min, 400xg)

Po odliti supernatantu bylo pfidano 50 pl Annexin V pufru (Annexin V binding buffer, EXBI
antibodies™), 5 ul Annexinu V (EXBI antibodies™) a 2 pl PI (100 pg/ml, MACS™) a smés byla
kratce promichana na vortexu

Nasledovala 30 min inkubace na ledu

Po uplynuti doby byly bunky pripraveny k méreni na cytometru LSRII
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4.9 |IN VIVO EXPERIMENTY

Pro in vivo experimenty byl pouzit modelovy organismus Mus musculus, imunodeficientni
kmen mysi NSG™ (NOD scid gamma). Tomuto kmenu chybi zralé lymfocyty, sérové
imunogulobuliny a cytotoxicita NK bunék (natural killer) je velmi nizka. NSG mysi jsou
vhodné pro xenotransplantaci lidskych krevnich kmenovych bunék (The Jackson
Laboratory)

Veskerd prace s modelovym organismem byla provedena ve spolupraci s Ustavem
molekularni genetiky (UMG), AV CR v.v.i. vjejich prostorach. Vétsina manipulace
s modelovym organismem byla provedena s kolegyni, ktera drzi Osvédceni o odborné
zpUsobilosti k navrhovani pokust a projektl pokust podle § 15d odst. 3 zakona ¢. 246/1992
Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich predpis(i, za mé asistence.

Jiz v roce 2016 byla provedena optimalizace in vivo modelu s Uspésnym prihojenim bunék
akutni myeloidni leukémie. Subletalné ozarenym NSG mysim byl do ocasni cévy injikovan
1 M bunék (NSC, sh1 a sh2). Po 14 aZ 21 dnech byly izolovany krevni buriky kostni dfené,
periferni krve a sleziny. Buriky izolované v laboratofich UMG byly pfevezeny do laboratofi
CLIP, kde byly méfeny jejich absolutni pocty a bunécny cyklus na pritokovém cytometru
LSRII.

4.9.1 Ozarovani mysi

Mysi byly ozafeny rentgenem (Precision X-Ray Inc.) subletdlni davkou 1 Gy nebo 0,8 Gy
zhruba 6 hodin pred injekci leukemickych bunék.

4.9.2 Injekce leukemickych bunék mysim

V laboratotich CLIP byl vypocitan potrebny pocet bunék kazdé linie. Buriky byly nasazeny
do kultivaénich lahvi s odpovidajicim objemem média a prevezeny do laboratofi UMG. Tam
byly burniky znovu spocitany pro kontrolu, promyty v1 ml PBS s 2% FBS a rozdéleny do
mikrozkumavek umisténych na ledu. Béhem nékolika prvnich in vivo experiment( byly
pouzity vSechny tfi bunécné linie, NSC, sh1 a sh2. Pro dalsi experimenty byly pouZity pouze
linie NSC a sh2 vzhledem k narocnosti in vivo experimentl a poctu mysi vjednom
experimentu.

Pro kazdy experiment bylo ptipraveno nékolik skupin mysi podle mnozstvi podminek
(leukemické linie, pocet cytostatik, davka cytostatika) (vzor in vivo experimentu Tabulka 7,
prehled in vivo experimentd Tabulka 13).

Mysi byly odebrany z chovné nddoby ve sterilnim laminarnim boxu, znovu zvazeny a
umistény do fixacni komurky. Poté, co byla mys bezpecné znehybnéna v komlrce, do
ocasni cévy ji byl injikovan 1 M bunék prislusné linie v 150 pl PBS s 2% FBS.

4.9.3 Injekce cytostatik mysim

Byl vypocitan objem cytostatika v PBS s 2% FBS s Zadanou koncentraci (Tabulka 13). Injekce
cytostatika mysSim probihala stejné jako vySe popsand injekce leukemickych bunék
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v pripadé intravendzniho (i.v.) podani nebo intraperitonedlné (i.p.) injekci do bfisni
dutiny (objemech od 100 ul do 140 pl).

4.9.4 Sbér bunécnych vzorku

Mysi byly zvazeny a usmrceny prerusenim michy kolegyni z UMG. Nasledné jim byla
odebrana krev (100 pl) z infraorbitalniho plexu do mikrozkumavky umisténé na ledu. Poté
byla oddélena zadni koncetina, stehenni a holenni kost byla ociSténa a pfenesena do
16jamkové desticky s PBS umisténé na ledu. Nakonec byla oteviena bfisni dutina mysi,
izolovana slezina a umisténa do 24jamkové desticky s PBS na ledu.

Jednotlivé sleziny byly zvazeny a jejich vaha byla zaznamenana.
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Kod

mysi

20M-
44690

20M-
44691

20M-
44692

20M-
44693

20M-
44694

20M-
44695

20M-
44696

20M-
44697

20M-
44698

20M-
44699

20M-
44700

20M-
44701

20M-
44702

20M-
44703

20M-
44704

20M-
44705

pohlavi ozareni
f 0,8Gy
¢ 0,8Gy
¢ 0,8Gy
¢ 0,8Gy
¢ 0,8Gy
; 0,8Gy
; 0,8Gy
; 0,8Gy
; 0,8Gy
; 0,8Gy
; 0,8Gy
; 0,8Gy
¢ 0,8Gy
¢ 0,8Gy
¢ 0,8Gy
; 0,8Gy

datum
narozeni

9.12.2017

12.12.2017

3.12.2017

3.12.2017

12.12.2017

12.12.2017

9.12.2017

9.12.2017

23.11.2017

23.11.2017

19.11.2017

19.11.2017

5.12.2017

5.12.2017

19.11.2017

19.11.2017

Tabulka 7 Vzorova tabulka in vivo experimentu

staFi
(tydny)

11

11

11

11

11

11
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bunécna
linie

NSC

NSC

NSC

NSC

NSC

NSC

NSC

NSC

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

écbha

PBS

PBS

ARA-C

ARA-C

1D11

1D11

ARA-C
+1D11

ARA-C
+1D11

PBS

PBS

ARA-C

ARA-C

1D11

1D11
ARA-C
+1D11

ARA-C
+1D11

vaha
my3i(g)

22,4

22,3

21,3

22,3

24,6

25,5

22,2

22,2

25,9

24,7

23,7

22,9

23,2

219

20,6

20,4

vaha
sleziny(g)

0,04

0,035

0,037

0,033

0,049

0,061

0,046

0,047

0,102

0,103

0,061

0,06

0,056

0,056

0,062

0,041



Odebrana krev v objemu 80 ul byla pfesunuta to 15 ml falkony. Nasledné byly bunky
lyzovany ACK (Ammonium-Chloride-Potassium; Erythrocytes lysing buffer; 1,5 M NH4Cl;
100 mM KHCO3; 1 mM EDTA-2Na; pH 7,2 [docileno pfidanim NaOH]) po dobu 5 min
v pokojové teploté. Po uplynuti doby bylo pfiddno 10 ml PBS s2% FBS a bunky
centrifugovany (5 min, 400xg). Nasledovalo druhé kolo lyzy, tentokrat v1 ml ACK a po 5
min byly znovu centrifugovany (5 min, 400xg). Poté byly buriky promyty v 1 ml PBS s 2%
FBS (centrifugace 5 min, 400xg) a nakonec byly resuspendovany ve 200 pl.

Kostem byly nGzkami odstranény klouby a injekci s PBS (5 ml na 1 koncetinu) byla z kosti
vyplachnuta kostni dfen do 15 ml zkumavky. Suspenze byla nasledné centrifugovana (5 min,
400xg). Dalsim krokem byla lyza pomoci 1 ml ACK, které pUsobilo 5 min. BEhem této doby
byla bunécna suspenze ziskana z tkané prefiltrovana pres filtr do nové 15 ml falkony a po
uplynuti 5 min bylo pfiddno 10 ml PBS s 2% FBS. Filtrat byl centrifugovdn a jednou promyt
v 1 ml PBS s 2% FBS (centrifugace 5 min, 400xg).

Slezina byla nejdfive mechanicky homogenizovana a nasledné lyzovana 2 ml ACK po dobu
5 min. BEhem této doby byla smés prefiltrovdna do 15 ml zkumavky. Poté bylo ke smési
pfidano 10 ml PBS s 2% FBS a zkumavka byla centrifugovana (5 min, 400xg). Ndsledovalo
promyti v 1 ml PBS s2% FBS (centrifugace 5 min, 400xg). Nakonec byla peleta
resuspendovana v 1 ml PBS s 2% FBS.

Takto pripravené vzorky byly prepraveny na ledu do laboratofi CLIP, kde byly oznaceny
protilatkou povrchového proteinu lidskych bunék CD33 (inkubace 30 min) a analyzovany na
pratokovém cytometru LSRII.

4.10 STATISTICKA ANALYZA

Pro statistickou analyzu byl pouZit neparametricky Mann-Whitney U test v programu
GraphPad Prism. Pomoci tohoto testu byla uréena signifikance rozdilu jednotlivych méreni
(napf. srovnani skupin lé¢enych a neléCenych mysi pfi in vivo experimentu).

V grafech je hodnota P, vypoctend programem, vyjadiena nasledujicim zplsobem:

ns P >0,05
* P <0,05
*x P<0,01

kR P <0,001
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5 VYSLEDKY

5.1 POTVRZENI SNIZENE EXPRESE GENU DLX1

Jak je jiz zminéno v Uvodu, bunécnym liniim sh1 a sh2 byla trvale sniZzena hladina exprese
genu DLX1 pomoci lentiviralniho vektoru.

Pro potvrzeni snizené exprese genu DXL1 u linii shl a sh2 byla provedena qPCR. Hladina
exprese tohoto genu byla mérena také u kontrolni linie NSC a porovnana s liniemi sh1 a sh2
(Obr. 4). Mira exprese je relativni a vztazend ke kontrolnimu genu GAPDH.

DLX1
0.44 =
———
?
o 0.3
=
o
o
© 0.2'
=
1S
0.14
0.0 T T
&o S &

bunécna linie

Obrazek 4 Graf relativni miry exprese genu DLX1

o mira exprese Pomér
bunécna linie SEM
genu DLX1 k NSC
NSC 0,354 0,024196 1
shl 0,251 0,040824 @ 0,709
sh2 0,208 0,04354 0,587

Tabulka 8 Porovnani relativni miry exprese genu DLX1 mezi jednotlivymi liniemi

SniZzend exprese genu DLX1 byla potvrzena také na proteinové Urovni pomoci metody
wester blot. Dle bioinformatickych zdroja (ncbi.nml.nih.gov) se protein DLX1 nachazi ve
dvou izoformach. Zda se, Ze u linie NSC jsou v jadfe detekovany obé dvé varianty proteinu
DLX1 a v cytoplazmé prevlada kratsi izoforma (Obr. 5).

cytoplazma jadro
NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11

30kDa I:I
25kDa

50kDa cytoplazma jadro
NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11

GAPDHe-——----- &<TBP

Obrazek 5 Detekce proteinu DLX1 (v ramecku); Pro kontrolu byly pouZity proteiny TBP a GAPDH
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Pfi péstovani téchto linii spolecné s kontrolni linii NSC s nezménénou hladinou exprese
genu DLX1 in vitro byl pozorovan snizeny bunéény rlst shl a sh2 linie v porovnani s NSC
linii (Obr. 6).

80 9
- NSC
a0
s mm sh
o Bl sh2
c -
5 40
o]
'S
)
N 204
(@]
C
S
D-
1] 1 2 3 4 5 G T 8

Cislo pasaze

Obrdzek 6 Graf in vitro ristu bunécnych linii (vytvorila dr. Starkova)

Vin vitro prostifedi byly také identifikovany rozdily v bunééném cyklu mezi jednotlivymi
liniemi. U linii sh bylo pozorovana vyssi procento bunék v GO fazi bunééného cyklu (Obr. 7).

1004 . " ns NSC

Shi

Sh2

Procento bunék (%)

GO G1 SIG2-M

Faze bunécného cyklu
Obradzek 7 Graf bunécného cyklus in vitro (vytvorila dr. Starkovd)

5.2 DETEKCE SENESCENTNICH BUNEK

Tato metoda byla provedena za Uéelem objasnit rozdilnou miru proliferace bunécnych linii
se snizenou expresi genu DLX1 (shl a sh2) v porovnani s kontrolni linii (NSC) v in vitro
podminkach a lépe popsat fenotyp bunék v GO fazi. Pfredpokladem byla identifikace vétsiho
mnozstvi senescentnich bunék u linii sh1 a sh2. Tato metoda byla opakovéna celkem 6x.

Po obarveni sklicka s bufikami mély byt senescentni buriky detekovany diky modrému
zbarveni (Obr. 8 nebarvené buriky, Obr. 9-11 obarvené buriky NSC, sh1 a sh2).
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Obrdzek 8 nebarvené buriky (NSC, zvétseni 40x) Obrdzek 9 buriky barvené pies noc (NSC, zvétseni 40x)

Obrdzek 10 buriky barvené pies noc (sh1, zvétseni 10x) Obrdzek 11 buriky barvené pres noc (sh2, zvétseni 40x)

Mnozstvi pozitivnich bunék ovsem dosahovalo témér 80 % u vSech testovanych linii a
jednotlivé linie se od sebe liSily pouze 0,5 % (napf. NSC 76,12 % vs. sh2 76,65 %).

S velkou pravdépodobnosti se jednalo o faleSnou pozitivitu, proto byla dalsi série pokusu
provedena v raznych ¢asovych bodech (2 h, 6 h, pfes noc) barveni pro optimalizaci.

Intenzita barveni byla v ¢asovych bodech 2 h a 6 h vyrazné sniZzena, nicméné po dikladném
prohlédnuti obrazk( bylo patrné velmi slabé barveni vétsiny bunék (Obr. 12-14).

Obrazek 12 buriky barvené 2 h (NSC, zvétseni 40x)

Obrazek 13 buriky barvené 6 h (NSC, zvétseni 40x)
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Dalsim krokem bylo rozmrazeni novych
bunécnych linii NSC a sh2 s nizS§im poctem
provedenych pasdzi a jejich porovnani
s dalSimi leukemickymi liniemi, a to
MOLM13 a MV4;11, opét ve 3 casovych
bodech (2 h, 6 h, pfes noc).

Mezi jednotlivymi liniemi nebyly
pozorovany rozdily, opét byla detekovdna

faleSna pozitivita velkého mnozstvi bunék
Obradzek 14 buriky barvené pres noc (MOLM13, vy

zvétseni 40x)
6 h (Obr. 14 bunécnd linie MOLM13).

V poslednim kroku ve snaze odstranit faleSnou pozitivitu senescentnich bunék byly NSC

bunky vystaveny inhibitoru lyzozomu (Bafilomycin). Cilem tohoto kroku bylo zamezit

zméné pH ¢innosti bunéénych lyzozom, kterd mohla ovlivnit vysledky pokusu zavislého na

pH (Obr. 15 a 16).

Obrdazek 15 bez bafilomycinu (NSC, zvétseni 40x) Obrdzek 16 + bafilomycin (NSC, zvétseni 40x)

Bohuzel ani tento pokus nebyl Uspésny. Metoda byla opusténa jako pro nase bunky
nevhodna a nebyly z ni ziskdny Zadné validni vysledky.

5.3 APOPTICKA ARRAY

V navaznosti na méreni apoptickych bunék pomoci Annexinu V byla provedena detekce
apoptickych proteint u linii NSC, sh1 a sh2. Byly pouzity buriky péstované bézny zplsobem,
ne burky ko-kultivované s MSCs.

Po normalizaci vysledkl na zakladé detekce signdlu referencnich proteinG u kazdé bunécéné
linie bylo detekovano vétsi mnozstvi nékolika pro-apoptickych proteint u linie NSC.

Nékolik proteind, u kterych byl detekovan nejvétsi rozdil v sile signalu mezi linii NSC a
liniemi sh, predevsim linie sh2, je zobrazeno v Tabulce 9 a na Obrazcich 17-23.
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Detekovany protein Typ proteinu Pomér sh1/NSC Pomé¥ sh2/NSC
Bad pro-apopticky 0,87 0,62
TRAIL R1/DR4 pro-apopticky 1,00 0,71
TRAIL R1/DR5 pro-apopticky 1,58 0,80
Diablo pro-apopticky 0,80 0,50
Phospho-p53 (S46) pro-apopticky 0,48 0,46
HSP27 anti-apopticky 0,72 0,74
Bcl-2 anti-apopticky 1,16 1,04

Tabulka 9 Seznam proteini spojenych s apoptézou detekovanych u bunécnych linii

6000+ 1 NSC
1 sh1 i
B sh2 I
3 4000
N T ™
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2
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8
N
c
8
£ 2000-
o-ﬂﬂE T T T HE

O S 2} o N\
00 \\QQ. N\OQ‘ i @0\ @b
& & - &
v v o0
& & L
Q&
protein

Obrdzek 17 Graf zndzorfiujici intenzitu signdlu detekovanych proteinti u bunécnych linii

NSC

. . NSC
referencni protein
Y Bel-2 HSP27
L X J
Bad 1 L - .1,
Trail R1/DR4 — .
A 1 t

Trail R1/DR5 Fosfo-p53 (s46) Diablo

Obrdzky 18 a 19 Membrdna s detekovanymi proteiny linie NSC
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shl

referenéni protein shl
}.. Bel-2 HSP27
1 TR T
Bad — !
Trail R1/DR4 —
X t t
Trail R1/DR5 Fosfo-p53 (S46) Diablo
Obrdzky 20 a 21 Membrdna s detekovanymi proteiny linie sh1
sh2
referenéni protein sh2
\.‘ T ' Hsiz7
Bad — ! o0 o8
Trail R1/DR4 ~ "
\ t
_ Trail R1/DRS Fosfo-p53 (546) Diablo

Obrazky 22 a 23 Membrdna s detekovanymi proteiny linie sh2

5.4 KO-KULTIVACE LEUKEMICKYCH BUNEK S MSCs

Ve snaze vysvétlit rozdily mezi bunéénymi liniemi v in vivo a in vitro podminkach byly buriky
péstovany spole¢né s mezenchymalnimi kmenovymi burikami (MSCs), kdy byly leukemické
bunky 2x tydné béhem pasazovani pocitany. Jejich mnozstvi bylo zaznamenavano a na jeho
zakladé byl vypocten kumulativni pocet bunék béhem nékolika tydenniho experimentu.
Tento pokus byl opakovan 3x. V pravidelnych intervalechbyly odebrany bunky a méren
bunécny cyklus (zaméren predevsim na GO fazi), bunécnd proliferace a pfi poslednim z

experimentl také apoptdza.

5.4.1 Kumulativni pocitani bunék

) objem
mrtve () Fivych
N celkem buriky Zivotnost K Y
linie 0 nasazen bunék ml
(M) (M) (%) p
. 0 0,8ml (M)
%k
NSC1 1,606 0,016 99 125 1,59
NSC 2 1,82 0,02 98,9 111 1,8
NSC3 1,888 0,028 98,5 107 1,86

Zivych
bunék na
0,8ml (M)

1,272
1,44
1,488

kumulativné
(M)

* % %k

7,538
8,93
8,098

Tabulka 10 Vzorovd tabulka zaznamendvdni pocti bunék pFi pocitacim experimentu

*vypocitany na zakladé Zivotnosti bunék

**objem (ul) suspenze bunék nasazen do nového média (do celkové objemu 0,8ml)

800ul

***kumulativni pocet bunék:( TR P
V (ul) nasazen do 800ul ptri minulém pocitani
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Béhem prvniho pokusu se zdalo, Ze leukemické buriky péstované spolu s MSCs proliferuji
vice néz leukemické buriky péstované samotné. Tento vysledek se nam nepodafilo
zopakovat a mohl byt zplisoben stafim péstovanych bunék. BEhem dalSich dvou pokust
leukemické linie shl a sh2 ko-kultivované s MSCs proliferovaly vyrazné méné, zatimco
proliferace linie NSC byla ko-kultivaci ovlivnéna v daleko mensi mite (Obrazky 24, 25 a 26).

Druhé opakovani pocitaciho experimentu trvalo 14 dni a bunécné linie péstované spolu
s MSCs proliferovaly méné nez stejna (kontrolni) linie péstované bez MSCs jiz od prvnich
dna (Obrazek 24).

Poditaci experiment ¢.2
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Obradzek 24 Graf kumulativniho poctu bunék pri pocitaci experimentu ¢. 2

Posledni opakovani pocitaciho experimentu (¢islo 3) trvalo 24 dni. BEéhem zhruba prvnich
dvou tydn( experimentu €. 3 NSC bunécna linie péstovana spole¢né s MSCs proliferovala
vice nez buriky péstovany samotné (Obr. 25). Nasledné se jejich pocty vyrovnaly, a nakonec
kontrolni vzorky NSC bunék vykazovaly signifikantné vyssi proliferaci nez NSC burky ko-
kultivované s MSCs (Obr. 26). Linie sh1 a sh2 ko-kultivované s MSCs proliferovaly méné nez
kontrolni bunky stejné linie péstované bez MSCs jiz od zacatku experimentu. Tento
vysledek byl pozorovadn v obou dvou opakovanich experimentu. Pfi tomto pokusu byly
pozorovany vyznamné rozdily mezi liniemi se snizenou expresi genu DLX1 a kontrolni linii.
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pocet bunék kumulativné

pocet bunék kumulativné

Pocditaci experiment €.3
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Obradzek 25 Graf kumulativniho poctu bunék pri pocitaci experimentu ¢. 3 (dny 0-15)
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Obrdzek 26 Graf kumulativniho poctu bunék pri pocitaci experimentu ¢. 3 (dny 0-24)
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5.4.2 Méreni bunécného cyklu

Vysledky méreni bunécného cyklu se u jednotlivych opakovani pokusu shodovaly. U
leukemickych linii sh1 a sh2 bylo vidy vys$si mnoZstvi bunék v GO fazi, tedy neproliferujicich,

u bunék péstovanych spolu s MSCs, predevsim po delsi dobé ko-kultivace.

Na obrazcich 27 a 28 vidite vzorové znazornéni bunécéného cyklu (linie NSC a sh2 péstované
bez MSCs [kontrola], tfeti opakovani pokusu), ziskané barvenim Pyroninem Y a Hoechstem
44432 a zpracované v programu Flowlo™.
bunécéného cyklu — Q1 = G1 faze, Q2 = S/M faze, Q4 = GO faze

Comp-B-878_26-4 - PYRONM

Kazdy kvadrant reprezentuje jinou fazi
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1] i L

Comp-V-450_50-A : HOECHST

Obrazek 27 Bunécny cyklus linie NSC (kontrola)

PFi druhém opakovani pokusu bylo pfi prvnim méreni (7. den experimentu) zaznamenano
nejvice bunék v GO fazi u linie sh2 péstovanych spolu s MSCs (54,4 %). Naopak nejmensi
rozdil byl pozorovdn mezi kontrolnimi bunikami (bez MSCs) a burikami ko-kultivovanymi
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s MSCs u linie NSC (32,8 % vs. 37,9 %) (Obr. 29).
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Obrdzek 29 Graf procentudlniho zastoupeni bunék ve fazich bunééného cyklu

(druhé opakovani, den 7)
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Obrdzek 28 Bunécny cyklus linie sh2 (kontrola)




Méreni v den 14 ukazalo celkovy nepatrny nardst bunék v GO fazi u vSech bunécénych linii.
Rozdily v rdmci linie (kontrola vs. +MSC) NSC jsou nejmensi (Obr. 30).

BE3E GO faze
100 - Ce——— e e [T s [n2al] G1 féZe
” E=2 M/S faze
)
c = w e |
3 R : : :
50 frimiele s d K
X e " S acl
B
0 e e
S & &S E
& ~ N »  q ~
() x o x o x
¥ & 'S M
& S S

bunééna linie
Obrdzek 30 Graf procentudlniho zastoupeni bunék ve fazich bunééného cyklu
(druhé opakovdni, den 14)

PFi tfetim opakovani experimentu v prvni den méreni (den 10 experimentu) byly rozdily GO
faze v ramci jednotlivych linii (kontrola vs. +MSC) malé. Kontrolni skupina linie NSC dle
vysledkl zahrnovala vice neproliferujicich bunék nez NSC buriky péstované s MSCs (35,7 %
vs. 31,8 % bunék). Mnozstvi bunék v GO fazi v ramci linii sh1 a sh2 byl vyrovnané (37,01 %
vs. 37,05% a 45,55 % vs. 43,6 %) (Obr. 31).
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Obrdzek 31 Graf procentudlniho zastoupeni bunék ve fazich bunééného cyklu
(treti opakovdni, den 10)
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24. den tretiho experimentu byly rozdily mezi jednotlivymi liniemi nejvyraznéjsi. Linie sh2
v procentu bunék v GO fazi prevysila zbylé dvé linie (49,7 % [kontrola] a 54,35 % [+MSC]).
Procento bunék v GO fazi u linie NSC se vyrovnalo (30,9 % [kontrola] a 31,2 % [+MSC]) a
rozdil v rdmci linie sh1 se také prohloubil (38,9 % [kontrola] a 45,2 % [+MSC]) (Obr. 32).
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Obrdzek 32 Graf procentudiniho zastoupeni bunék ve fazich bunééného cyklu
(tfeti opakovdni, den 24)

Z grafll je zfejmé, Ze se mnozstvi neproliferujicich bunék v GO fazi zvySovalo v Case, coz
odpovida vysledktim kumulativniho pocitani bunék. Pro doplnéni jsou zde uvedeny tabulky
11 a 12 s poméry bunék v dny méreni.

pomér (ctrl/+MSC)
bunécna linie den 7 den 14
NSC 1,452 1,352
sh2 1,350 1,694
sh7 1,313 1,661

Tabulka 11 Pokus ¢. 2 Pomér poctu bunék kontrolni linii vs. péstovanych s MSCs v datech méreni bunécného
cyklu

Pomér bunék (ctrl/+MSC)

bunécna linie den 10 den 17 den 24
NSC 0,67 0,70 1,30
shl 1,31 1,72 3,05
sh2 1,47 1,87 6,57

Tabulka 12 Pokus ¢. 3 Pomér poctu bunék kontrolni linii vs. péstovanych s MSCs v datech méfeni bunééného
cyklu (druhé méreni v 17. den experimentu zde neni graficky vyjadieno)
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5.4.3 Meéfteni proliferujicich bunék
Ve dnech méreni bunécného cyklu byla zaroven mérena mira proliferujicich bunék pomoci
Ki-67-PE béhem obou dvou opakovani pokusu. Data zpracovana v programu Flowlo™ a
grafy vytvoreny na zdkladé miry fluorescence zaznamenané cytometrem.

Vysledky méreni bunécné proliferace ze dne 7 béhem druhého opakovani pokusu se
shodovaly s daty ziskanymi z méfeni bunécného cyklu ve stejném casovém bodé. Rozdily v
mnoZstvi proliferujicich bunék byly v ramci linie malé (kontrola vs. +MSC) (Obr. 33).
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Obrazek 33 Graf mnoZstvi proliferujicich bunék urcenych na zdkladé fluorescence
(druhé opakovani, den 7)

Podle dat ze 14. dne (druhy pocitaci pokus) mira fluorescence Ki-67 klesla u vsech
bunécnych linii (Obr. 34).
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Obrazek 34 Graf mnoZstvi proliferujicich bunék urcenych na zdkladé fluorescence
(druhé opakovadni, den 14)
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evvs

fluorescence, proto neni toto méreni srovnatelné s ostatnimi. Srovnani jednotlivych linii pfi
tomto méreni ukazuje mirné vyssi pocet proliferujicich bunék péstovanych spole¢né s MSCs
ve srovnani s kontrolnimi bunkami (Obr. 35)
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Obrazek 35 Graf mnozstvi proliferujicich bunék urcenych na zakladé fluorescence
(tfeti opakovdni, den 10)

V den 24 méfeni (treti pocitaci pokus) bunécna proliferace vSech bunécénych linii klesla, i
zde byly pozorovany pouze malé rozdily (Obr. 36).
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Obrazek 36 Graf mnoZstvi proliferujicich bunék urcenych na zdakladé
fluorescence (trfeti méreni, den 24)
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5.4.4 Méreni apoptickych bunék
Pti poslednim (tfetim) opakovani tohoto pokusu bylo pfiddno méfreni apoptickych bunék
s tezi, Zze leukemické linie sh1 a sh2 ko-kultivované s MSCs sice mohou proliferovat méné,
ale zaroven ve vétSim mnozZstvi zlistdvaji v GO fazi a méné apoptizuji.

V obou dnech méreni procentualniho zastoupeni apoptickych bunék bylo detekovano vice
bunék v apoptdze u bunék péstovanych spolu s MSCs vsech tfi linii (den 21, NSC 18,5 % vs.
22,3 %, shl 26,8 % vs. 29,9 %, sh1 20,7 % vs. 26,7 %) (Obr. 37 a 38). Nejvétsi mnozstvi
apoptickych bunék bylo pozorovano u linie shl ko-kultivované s MSCs béhem druhého
méreni (33 %).
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Obradzek 37 Graf procentudlniho zastoupeni Zivych, apoptickych a nekrotickych
bunék (den 21)
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Obrdzek 38 Graf procentudlniho zastoupeni Zivych, apoptickych a nekrotickych
bunék (den 28, 4 dny po skonceni pocitaciho experimentu)
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5.5 PODANI CYTOSTATIKA IN VITRO

Bunécné linie NSC, shl a sh2 byly vystaveny cytostatikim v in vitro podminkach pro
porovnani Ucinku lé¢by mezi liniemi a srovndni s vysledky zin vivo prostfedi. Pokusy
s jednotlivymi cytostatiky byly provedeny pouze v jednom opakovani. Koncentrace byly
uréeny na zakladé publikaci (Yee 2004; Moéllgard et al. 2008; Kim, Min, a Choi 2001; Nygren

a Larsson 1991).

Béhem prvniho pokusu s Ara-C byly buriky nasazeny v pfilis nizké koncentraci (50 tis/ml)
pro méreni na cytometru LSRIl a vyrazné to zpomalilo préci. Proto bylo v nasledujicim

pokusu s Doxo nasazeno vétsi mnozstvi bunék (200 tis/ml).

PFi podani nizsi koncentrace cytostatika Ara-C klesl pocet vSech bunécénych liniiv 72 h
zhruba na 50 %. Pfi vyssi koncentraci v 72 h od podani prezilo méné nez 20 % bunék vsech
linii s velmi malymi rozdily mezi liniemi NSC a sh2. U linie sh1 ve 48 h od podani
cytostatika se dokonce zvysil pocet bunék, a to pti podani obou koncentraci (Obr. 39 a

40).
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Obrazek 39 Graf Zivotnosti bunék pfi poddni Ara-C (koncentrace 0,25uM)
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Obrdzek 40 Graf Zivotnosti bunék pfi poddni Ara-C (koncentrace 0,5uM)
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Doxorubicin (Doxo) plsobil na pouzité bunécné linie prilis drasticky, a i pfi podani nizsi
koncentrace se snizil poCet bunék na méné nez 20 % uz ve 48 h. PFi vyssi koncentraci
cytostatika klesl pocet Zivych bunék témér na nulu. Rozdily mezi jednotlivymi liniemi

nebyly vyznamné (Obr. 41 a 42).
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Obrazek 41 Graf Zivotnosti bunék pfi poddni Doxo (koncentrace 0,03uM)
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Obradzek 42 Graf Zivotnosti bunék p¥fi poddni Doxo (koncentrace 0,3uM)

5.6 IN VIVO EXPERIMENTY

Celkem bylo provedeno 6 in viro experimentq, kterych jsem se ucastnila spolu s Miroslavou
KardoSovou, Julii Starkovou a Katefinou Rejlovou. Jejich prehled je uveden v Tabulce 13.

Pred zacatkem diplomové prace bylo provedeno Uspésné prihojeni leukemickych bunék
linii NSC, sh1 a sh2 NSG mysim a optimalizace experimentu.

Po 14 dnech byly izolovany buriky kostni dfené a sleziny a na pratokovém cytometru
méreny jejich pocty. Bunécné linie shl a sh2 byly v mysich tkanich pfitomny ve vyssSim
mnozstvi (Obr. 43 a 44).
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Obrdzek 43 Graf procentudliniho zastoupeni Obrdzek 44 Graf procentudlniho zastoupeni
prihojenych lidskych bunék v kostni dfeni mysi prihojenych lidskych bunék ve sleziné mysi
datum pocet dni . injikované . pocet mysi
. . radiace . lIécba .
experimentu experimentu buriky na skupinu
Ara-C Doxo 4/
n=
7.10.2016 18 1Gy NSC, sh2 25 mg/kg = 0,75 mg/kg trl nel
ctrl n=
5 dni 3dny
0,8Gy nebo NSC, shi, n=6
17.2.2017 15 Y / / /
1Gy sh2 ctrl n=1
Ara-C Doxo 6/
n=
14.3.2017 16 0.8Gy NSC, sh2 25mg/kg 0,75 mg/kg trl n=1
ctrl n=
5 dni 3dny
Ara-C Ara-C 4/
n=
11.7.2017 14 0.8Gy NSC, sh2 25 mg/kg 50 mg/kg trl n=1
ctrl n=
2dny 2dny
Ara-C Ara-C 4/
n=
8.8.2017 14 0.8Gy NSC, sh2 25 mg/kg 50 mg/kg trl nel
ctrl n=
4 dny 4 dny
Ara-C 1D11 Ab 4/
n=
8.2.2018 14 0.8Gy NSC, sh2 50 mg/kg 0.5 mg/kg trl nel
ctrl n=
4 dny 6 dni

Tabulka 13 Prehled in vivo experimentii provedenych béhem diplomové prdce

Béhem prvnich in vivo pokust (7.10.2016; 14.3.2017), byla mySim i.v. a i.p. injikovana
kombinace cytostatik Ara-C a Doxo a i.p. jim byl injikovan samotny Ara-C. Experiment
provedeny mezi témito dvéma daty slouZil k optimalizaci davky zareni po vyméné
radia¢niho stroje.
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Pfi pokusu s datem 14.3. 2017 byla slezina
mysi injikovanych bunéénou linii sh2
zvétsena v porovnani s linii NSC (Obr. 45).

Kombinace obou cytostatik sniZila hmotnost
sleziny i mnoiZstvi leukemickych bunék
v mysich tkanich (Obr. 46-49). Pro mysi byla
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Obrazek 48 Graf absolutniho poctu bunék ve
sleziné (14.3.2017)

N

Obradzek 49 Graf procenta bunék ve
sleziné (14.3.2017)

V dalsich experimentech byl pouzit pouze Ara-C. V prvnich dvou opakovani byly podavany
ve Ctyfech dnech 2 rizné koncentrace i.p. injekci.
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Slezina izolovand z mysi, kterym byla

ns
e injikovana linie sh2, byla vdatu 8.8.2017
ns v v,V e e .
opét zvétSend (Obr. 50). Podani cytostatika
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Obrdzek 55 Graf vahy sleziny (8.2.2018)
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NSC+anti-TGFb
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NSC+Ara-C 50
sh2+Ara-C 50

NSC Ara-C+anti-TGFb
sh2 Ara-C 50+anti-TGFb

Pfi poslednim provedeném

experimentu (8.2.2018)
byla pouzita vysSSi
koncentrace Ara-C a

blokator TGF-B drahy (1D11
Ab) a jejich kombinace. |
v tomto opakovani byl vaha
sleziny mysi s injikovanymi
sh2 burikami vyssi (Obr. 55)

V tomto pfipadé [écba Ara-C mnozstvi leukemickych bunék linie sh2 v kostni dfeni nesnizil,
naopak doslo k vzrlistu jejich poctu, a to i v kombinaci s blokdtorem TGF-B drahy. U linie
NSC doslo k nejvyraznéjsimu poklesu mnozstvi leukemickych bunék v tkanich mysi pfi
podani blokatoru TGF-B drahy v kombinaci s cytostatikem v kostni difeni a blokatoru

samotného ve sleziné (Obr. 56-59).
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5.7 STUDIUM SIGNALNI DRAHY TGF-B

V kapitole Prehled literatury je popsana interakce proteinu DLX1 s komponenty TGF-f3
drahy. Mira exprese nékolika cilovych gen( této signalni drahy byla sledovana v bunéénych
liniich sh1 a sh2 v porovndni s kontrolni linii NSC pomoci qPCR (Tab. 14-21 a Obr. 60-67).

—_ mira exprese genu

bunécna linie Myc SEM pomér k NSC
NSC 20,998 0,070641 1
shl 17,966 0,12352 0,855605
sh2 39,053 0,058965 1,859844

Tabulka 14 Porovndni relativni miry exprese genu Myc mezi jednotlivymi liniemi

mira exprese genu

bunécna linie GADDA45B SEM pomeér k NSC
NSC 0,531 0,056174 1
sh1 0,348 0,180564 0,655367
sh2 0,419 0,029065 0,789077

Tabulka 15 Porovndni relativni miry exprese genu GADD45B mezi jednotlivymi liniemi

Myc GADD45B
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Obrazek 60 Graf relativni miry exprese genu Myc Obradzek 61 Graf relativni miry exprese genu GADD45B

mira exprese genu

bunécna linie SEM pomér k NSC

FAS
NSC 0,144 0,09509 1
shl 0,069 0,14574 0,479167
sh2 0,284 0,05643 1,972222

Tabulka 16 Porovndni relativni miry exprese genu FAS mezi jednotlivymi liniemi

_ mira exprese genu

bunécna linie CDC25a SEM pomér k NSC
NSC 0,497 0,04698 1
shl 0,435 0,04979 0,875252
sh2 0,501 0,03442 1,008048

Tabulka 17 Porovndni relativni miry exprese genu CDC25a mezi jednotlivymi liniemi
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Obrazek 62 Graf relativni miry exprese genu FAS Obrazek 63 Graf relativni miry exprese genu CDC25a

mira exprese genu

bunécna linie CDKNIC SEM pomér k NSC
NSC 0,311 0,09934 1
shl 0,391 0,11169 1,257235
sh2 0,716 0,07831 2,302251

Tabulka 18 Porovndni relativni miry exprese genu CDKN1C mezi jednotlivymi liniemi

mira exprese genu

bunécna linie SEM pomér k NSC

CDKN1B
NSC 7,528 0,05466 1
shl 8,199 0,07833 1,089134
sh2 11,086 0,02745 1,472635

Tabulka 19 Porovnani relativni miry exprese genu CDKN1B mezi jednotlivymi liniemi

CDKN1C CDKN1B
* ns
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Obradzek 64 Graf relativni miry exprese genu CDKN1C Obrdzek 65 Graf relativni mira exprese genuCDKN1B
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mira exprese

bunécna linie genu E2F-1 SEM pomér k NSC
NSC 0,687 0,01743 1
shl 0,618 0,11059 0,899563
sh2 0,774 0,03039 1,126638

Tabulka 20 Porovndni relativni miry exprese genu E2F-1 mezi jednotlivymi liniemi

mira exprese

bunécna linie SEM pomér k NSC
genu PAI-1
NSC 0,043 0,047299 1
shl 0,151 0,053587 3,511628
sh2 0,180 0,029992 4,186047

Tabulka 21 Porovndni relativni miry exprese genu PAI-1 mezi jednotlivymi liniemi

Reob PAL1
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Obrazek 66 Graf relativni miry exprese genu E2F-1 Obrdzek 67 Graf miry exprese genu PAI-1

U obou bunécnych linii se snizenou expresi genu DXL1, sh1 ash2, v porovnani s linii NSC byl
detekovan signifikatni rozdil v mnoZstvi mRNA genu PAI-1 (Obr. 60-67). Tento vysledek
naznacuje vliv proteinu DLX1 na miru exprese tohoto genu.

Nejvétsi rozdil byl pozorovan u linie sh2, proto byla tato linie pouzita pro experiment, kdy
byla snizena hladina exprese genu PA/-1 pomoci elektroporace spolu s siRNA se sekvenci
k tomuto genu a nonT-siRNA (non-Target siRNA, necilend siRNA). Elektroporace probéhla
ve dvou ¢asovych bodech (pfi prvnim opakovani experimentu pouze v jednom),ato 24 ha
72 h po nasazeni bunék do destic¢ky (Obr. 68).
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Obradzk 68 Graf relativni miry exprese genu PAI-1 po transfekci

Ve 2 ¢asovych bodech (48 h a 96 h) byl méren bunécny cyklus pro porovnani zményi mezi
jednotlivymi ¢asovymi body (Obr. 71). Pro kontrolu byla elektroporovana spolu s nonT-
SiRNA také bunécna linie NSC. V ¢asovém bodé 96 h se bunécény cyklus nepodafilo zmérit
(Obrazky 69 a 70 ukazuji porovnani dat ziskanych v programu FlowJo™ z méreni bunécného
cyklu v 48 h a 96 h po transfekci).
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Obrdzek 69 Méreni bunécného cyklu ve 48 h Obrdzek 70 Méreni bunécného cyklu v 96 h
po transfekci linie sh2 po transfekci linie sh2
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Obrdzek 71 Graf rocentudini zastoupeni bunék ve fazich bunécného cyklu
(48 h po transfekci)

Proteiny SMAD2/3 jsou dalsimi dllezitymi ¢leny signalni drahy TGF-B. Ke zjisténi vlivu
proteinu DLX1 na tyto proteiny byla vyuzita metoda western blot pro identifikaci proteinu.
Mnoizstvi takto detekovaného proteinu SMAD2/3 se mezi jednotlivymi liniemi vyrazné
nelisilo (Obr. 72).

< SMAD2/3

cytoplazma
NSC sh1 sh2 mv4;11

GAPDH - gt sl Sl

jadro
N h2 4;11
- - e

Obrdzek 72 Detekce proteinu SMAD2/3; Pro kontrolu byly pouZity proteiny TBP a GAPDH

50kDa

Fosforylovana forma SMAD2/3, P-SMAD2/3, byla identifikovana pouze v jadfe. Mezi liniemi
byly jen nevyrazné rozdily (Obr. 73).

cytoplazma jadro
NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11

i SN S SRR W < P-SMAD2/3
50kDa
50kDa cytoplazma jadro

NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11
GAPDHQ--_----- < TBP

Obrdzek 73 Detekce proteinu P-SMAD2/3; Pro kontrolu byly pouZity proteiny TBP a GAPDH
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Nasledné byl k bunéénym liniim pridan ligand TGF-B a po 1 h inkubace v inkubatoru (5 %
COy, 37 °C) z nich byla vytvorena peleta a izolovan protein (viz 4.3.2 Izolace proteinu). Poté
byla detekovéna hladina proteinu SMAD2/3, P-SMAD2/3 a DLX1 u jednotlivych bunécénych
linii inkubovanych s TGF-BL a porovnana s kontrolnimi vzorky.

Hladina proteinu SMAD2/3 se po pridani ligandu vyrazné nelisila (Obr. 74).

cytoplazma jadro
+TGF-B L st : ~ +IGFB : ctrl
OkD NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11
D O En D e W e W e < SMAD2/3
kDa i e, . o, e, S BN . S s S s e — —
cytoplazma jadro
50kDa +TGF-B ctrl +TGF-B ctrl

NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11

< TBP
T
GAPDH%- o e GED N> NS WP = e e e GEms WD

Obrazek 74 Detekce proteinu SMAD2/3 (+TGF-8/ctrl); Pro kontrolu byly pouZity proteiny TBP a GAPDH

Hladina proteinu P-SMAD2/3 se v jadfe bunék po pridani ligandu TGF-B viditelné zvysila
(Obr. 75).

+TGF-B ctrl
70kDa T NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11
S e e & P-SMAD2/3
50kDa
50kDa

GAPDH > I 5 S W B0 W o o < TBP

Obrdzek 75 Detekce proteinu P-SMAD2/3 v jadFe (+TGF-8/ctrl); Pro kontrolu byl pouZit protein TBP

Po inkubaci bunék s ligandem TGF-B byly pozorovany také rozdily pti detekci proteinu DLX1
v jadre v porovnani s burikami bez pfidaného ligandu. U linie NSC po pridani TGF-BL
pravdépodobné prevazuje delsi z izoforem proteinu DLX1 (Obr. 76).

+TGF-B ctrl
NSC sh1 sh2 mv4;11 NSC sh1 sh2 mv4;11
30kDa -
25kDa
50kDa

GAPDH > (D W Wiy, W SR S s W < TEP

Obrdzek 76 Detekce proteinu DLX1 v jddFe (+TGF-8/ctrl); Pro kontrolu byl pouZit protein TBP
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6 DIsKuzE

Cilem této diplomové prace bylo objasnit fenotypové rozdily AML bunék linie MV4;11
s rliznou hladinou exprese genu DLX1. Dle analyzy dat pacientskych vzork(i snizena exprese
tohoto genu pozitivné koreluje s horsi prognézou onemocnéni AML.

6.1 SNIZENA EXPRESE GENU DLX1

Prvnim krokem bylo potvrzeni snizeni exprese genu DLX1 v modelovych liniich shl a sh2
v porovnani s kontrolni linii NSC. Snizena hladina exprese byla u téchto dvou linii Uspésné
potvrzena na urovni mRNA i na proteinové Urovni v porovndni s bunécnou linii NSC.

6.2 ROZDILY IN VITRO A IN VIVO

U bunécnych linii shl a sh2 byly pozorovany rozdily v mife proliferace a bunééném cyklu
v porovnani s linii NSC v in vitro prostredi. Linie shl a sh2 in vitro vykazovaly vyrazné
snizenou proliferaci a zvySené mnozstvi bunék v GO fazi bunééného cyklu. Prvni in vivo
pokusy ovsem ukazaly signifikantné vyssi pocet bunék sh1 a sh2 v izolovanych tkdnich NSG
mysi v porovnani s linii NSC po xenotransplantaci. Méfeni bunécného cyklu a apoptézy
bunék sh1, sh2 a NSC izolovanych z mysich tkani také ukdzalo, Ze bunécné linie sh1l a sh2 in
vivo méné apoptizuji a nachazi se v GO fazi ve vysSim mnozstvi (data nejsou v praci
prezentovana). Na zdkladé téchto vysledkl jsme vyslovili hypotézu, Ze buriky v GO fazi
bunécéného cyklu jsou v klidovém stavu, ktery pfispiva k jejich akumulaci v kostni dfeni a
sleziné a pravdépodobné snizuje bunécnou smrt.

6.2.1 Identifikace senescentnich bunék
Nékteré publikace (Jedema et al. 2003) popisuji zvySenou rezistenci senescentnich AML
bunék v GO fazi k cytostatikim. GO faze by i v naSem pripadé mohla buriky chranit v mysich
tkdnich. Z toho dlvodu nasledovalo urceni procenta senescentnich bunék u jednotlivych
linii in vitro pomoci identifikace SA-BGal. Tento zplsob detekce senescentnich bunék nebyl
pro nase leukemické linie vhodny a nasi myslenku nepotvrdil.

6.2.2 Apopticka array
U linie NSC byla detekovana vyssi hladina nékolika pro-apoptickych protein(i v porovnani
s liniemi sh1 a sh2. Nejvétsi rozdil byl pozorovan pfi porovnani linii NSC a sh2. Nejvyraznéjsi
odlisSnosti v mezi liniemi byly detekovany v mnozZstvi pro-apoptickych proteind Bad (Bcl-2-
associated death promoter), Trail R1/DR4, Trail R1/DRS5, Diablo a fosforylovaném p53 (S46).

Rozdily byly detekovany i u dvou anti-apoptickych proteint, Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a
HSP27, ovSsem nebyly tak vyrazné. Mnozstvi proteinu Bcl-2 bylo mirné zvysené u linii sh
v porovnani s linii NSC. Na druhou stranu detekovany signal proteinu HSP27 byl vyssi u linie
NSC v porovnani s liniemi sh.
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Takto ziskané vysledky jsou v souladu s nasi hypotézou, Ze bunécné linie sh se sniZzenou
expresi genu DLX1 podstupuji apoptdzu v mensi mife nez kontrolni linie NSC s normalni
hladinou exprese genu DLX1.

6.2.3 Ko-ultivace s MSCs
Ko-kultivaci leukemickych linii s MSCs bylo simulovano prostfedi kostni difené v in vitro
podminkach. Ugelem ko-kultivaénich experiment(i bylo objasnit rozdily pozorované v in
vitro a in vivo prostiedi. Bunky péstované spolu s MSCs byly porovnany s kontrolnimi
burikami, péstovanymi ve stejnych podminkach bez MSCs. VSechny bunécné linie byly
pocitany a z kumulativnich poctd bunék byly vytvoreny grafy.

Z grafl je zirejmé, Ze leukemické linie péstované spolu s MSCs proliferovaly vyrazné méné
v porovnani s bunkami péstovanymi bez MSCs v rdmci jedné linie. Tyto vysledky nejsou
prekvapivé. Pfedchozi prace ukazali, Ze v pfitomnosti MSCs dochazi k zastavé
leukemickych bunék v GO fazi bunééného cyklu a snizeni proliferace. (Konopleva et al.
2002)

Béhem ko-kultivaéniho experimentu byly v danych ¢asovych bodech odebrany buriky a
méren bunécny cyklus, mnozstvi proliferujicich bunék a také apoptéza.

| tento rozsdhly experiment byl proveden za ucelem kvantifikace mnozstvi bunék
jednotlivych linii v GO fazi, tedy neproliferujicich. Data ziskand méfenim bunécného cyklu
byla doplnéna také identifikaci znaku proliferujicich bunék Ki-67.

Vice bunék v GO fazi bylo detekovano u vzorkd, kde bylo béhem pocitaciho experimentu
zaznamenano celkové mensi mnozstvi bunék. Jednda se hlavné o linie sh ko-kultivované
s MSCs.

Z ¢asti nase tvrzeni potvrzuje i vysledky méreni Ki-67, ktery byl detekovan ve vétsi mife u
kontrolnich bunécnych linii péstovanych bez MSCs. Pro vyvozeni zavér(i z tohoto méreni je
nicméné nutna konzultace ziskanych vysledk( s cytometrickym specialistou.

Méreni procentualniho zastoupeni apoptickych bunék pomoci Annexinu V ukazalo
nesignifikantné vyssi mnoiZstvi apoptickych bunék u bunécnych linii péstovanych spolu
s MISCs v porovnani s kontrolnimi bunéénymi liniemi péstovanymi bez MSCs. Tato data se
lisi od naseho ocekavani, ze bunky ko-kultivované s MSCs podstupuji apoptézu v mensi
mife v porovnani s kontrolnimi burikami, coz by ¢aste¢né mohlo vysvétlovat pozorované
rozdily v mnozstvi bunécnych linii v in vivo a in vitro podminkach. Ziskany vysledek mize
ovsem souviset s konkrétnim modelem experimentu. Prostfedi kostni dfené nezavisi pouze
na MSCs a dulezitou roli v ném hraje fada dalSich faktor(.

6.2.4 Podani cytostatika in vitro
Leukemické bunécné linie NSC, sh1 a sh2 byly in vitro vystaveny cytostatikim Ara-C a Doxo,
vzdy ve dvou raznych koncentracich, za Ucelem studia cytostatického vlivu na jednotlivé
linie. Cilem pokusu bylo otestovat, zda sh bunécné linie, které maji velké procento bunék v
GO fazi bunécného cyklu, vykazuji snizenou citlivost na terapii. To by mohlo podpofit
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myslenku, Ze leukemické bunky se snizenou expresi genu DLX1 jsou vSeobecné odolnéjsi
vUci vnéjsim faktordm a z¢3sti vysvétlovat asociaci snizené exprese genu DLX1 a horsi
progndzy AML pacientl, pozorovanou pfi analyze dat z expresniho profilovani z databaze
TCGA.

6.2.4.1 Cytarabin
Ara-C byl podan v koncentracich 0,25 uM a 0,5 uM. Nizsi koncentrace zpUsobila pokles
Zivych bunék vsech tfi linii na zhruba 50 % a rozdily mezi jednotlivymi liniemi a dny méreni
byly nepatrné. Vyjimku tvofila linie shl, u které se procento Zivych bunék druhy den po
podani cytostatika zvysilo na zhruba 70 % a tfeti den opét kleslo.

Podobny trend byl pozorovan i pfi podani vyssi davky cytostatika. Procento Zivych bunék
linie sh1l se 48 h po lé¢bé opét mirné zvedlo v porovnani s ¢asovym bodem 24 h. Nasledné
doslo k poklesu na zhruba na 20 % a vyrovnalo se liniim sh2 a NSC, které vykazovali pokles
v procentu zZivych bunék po vSechny tfi dny konani experimentu.

6.2.4.2 Doxorubicin
Cytostatikum Doxo bylo viem bunéénym liniim poddno v koncentraci 0,03 uM a 0,3 uM.
Zivotnost bunék byla méfena ve 2 ¢asovych bodech (48 h a 72 h) stejnym zplsobem jako
pfedchozi experiment s Ara-C. Nizsi koncentrace Doxo zpusobila pokles Zivych bunék pod
20 % u viech bunéénych linii. Zda se, Ze mnozstvi Zivych bunék linii sh1 a sh2 pokleslo vice
v porovnani s linii NSC. Rozdil ovsem nebyl pfilis vyrazny a procento Zivych bunék vsech linii
velmi nizké.

Pti podani vyssi koncentrace Doxo doslo k poklesu procenta Zivych bunék vsech linii témér
na nulu v obou ¢asovych bodech méreni.

6.2.5 Lécba invivo
Béhem diplomové prace probéhlo celkem 6 in vivo experimentl na mysSim modelovém
organismu s pfihojenymi leukemickymi burikami. Z toho 5 experiment( bylo vénovano
|é€bé cytostatiky Doxo a Ara-C.

PFi prvnich in vivo experimentech byla pouZita kombinace cytostatika Doxo a Ara-C. Po 16
az 18 dnech experimentu byly izolovany buriky z kostni dfené, sleziny a periferni krve mysi.
Kombinace cytostatik byla velmi uU¢innd a absolutni mnoZstvi i procentudlni zastoupeni
leukemickych bunék linii NSC i sh2 se signifikantné snizil. Kromé leukemickych lidskych
bunék se ovSsem v mysich tkanich snizil zaroven i pocet normalnich mysich bunék, proto
bylo dale pfistoupeno k pouziti pouze jednoho cytostatika, Ara-C.

V dalsich in vivo experimentech byly mysim podany rtzné koncentrace cytostatika Ara-C.
Po 14 dnech experimentu byl u linie sh2 pozorovan mirny pokles absolutniho poctu bunék
ve sleziné a kostni dieni u obou koncentraci Ara-C, nicméné rozdily mezi |é¢enymi a
nelééenymi vzorky byly prevainé nesignifikatni, pficemz u NSC linie doslo ke zvyseni
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absolutniho poctu a také procent lidskych leukemickych bunék zastoupenych v kostni dreni
a sleziné.

Pfi poslednim in vivo experimentu bylo jedné skupiné mysi podano cytostatikum Ara-C
samotné, druhé skupiné mysi inhibitor TGF-B drahy a dalsi skupiné mysi kombinace Ara-C
a inhibitoru. Procento leukemickych bunék linie NSC se po vys$si koncentraci cytostatika
zvysilo v kostni dfeni i sleziné, v kostni dfeni Slo o signifikantni vzrist. Po podani Ara-C
s inhibitorem drahy TGF-B také doslo k mirnému rlstu mnozstvi NSC bunék. Procentualni
zastoupeni linie sh2 ¢astecné pokleslo po podani obou koncentraci Ara-C i kombinaci
cytostatika s inhibitorem drahy TGF-B. Rozdily v absolutnich poétech bunék izolovanych
z tkdni 1é¢enych mysi v porovnani s kontrolni skupinou mysi nebyly vyrazné.

Z in vivo experimentl na popsaném mysim modelu vyplyva, Ze sh bunécné linie nejsou
méné senzitivni na podani cytostatika, konkrétné Ara-C.

6.3 STuDIUM TGF-B DRAHY
Proteiny DLX1 a DLX2 byly popsany jako negativni regulatory TGF-B drahy (Chan et al. 2017,
Yilmaz et al. 2011, Chiba et al. 2003). Cilové geny TGF-B drahy zasahuji do proliferace,
diferenciace a také do regulace bunécného cyklu. Z téchto dlivod( jsme se zaméfili na
aktivitu TGF-B drahy v nasich modelovych liniich.

Pomoci gPCR byla studovana exprese nékolika cilovych genli TGF-B signalni drahy u bunék
shl a sh2 v porovnani s linii NSC. Nejvétsi rozdil mezi burikami se snizenou expresi genu
DLX1 a kontrolnimi burfikami NSC s vyssi hladinou exprese genu DLX1 byl pozorovan pravé
ugenu PAI-1.

Bunécny cyklus sh linii a jejich pomér v GO fazi mlze byt regulovan zvysenou expresi genu
PAI-1. Pro ovéreni této teorie byla pomoci RNA interference snizena hladinu PAI-1
v bunikach sh2. Bunky bylo nutné elektroporovat dvakrat za ucelem prodlouzeni umléeni
genu PAI-1.

Takto provedené experimenty lze prozatim oznacit pouze za optimaliza¢ni a z nich ziskané
vysledky jsou obtiZné interpretovatelné. V budoucnu bude nutné vyresit vysokou imrtnost
bunék zplsobenou elektroporaci, kterd ovlivnila méreni bunééného cyklu a proliferujicich
bunék.
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7 SOUHRN

V pilotni praci byla analyzou expresnich dat pacientll AML nalezena korelace mezi snizenou
expresi genu DLX1 a horsSi progndzou pacientd. Na zakladé téchto dat byl pomoci
vlasenkové RNA vytvoren model monocytarni leukemické linie MV4;11 s nizkou hladinou
exprese genu DLX1 (sh1l a sh2 linie). Jeho fenotypové zmény byly porovnany s parentalni
linii s vysokou hladinou exprese genu DLX1 (NSC linie). V pilotni studii byly detekovany
rozdily v mire proliferace, pfi analyze bunécného cyklu a apoptdzy. Bunécné linie sh
vykazovali in vitro nizsi proliferaci a signifikantné vétsi procento bunék v GO fazi bunécného
cyklu ve srovnani s linii NSC, pficemz v in vivo prostfedi na mySim modelu byl detekovan
zvysSeny pocet prihojenych bunék linie sh a buniky si nadale zachovavali zastavu v GO fazi.
Béhem diplomové prace byla potvrzena pilotni data a k méreni bunécného cyklu bylo
pfiddno méreni znaku proliferujicich bunék Ki-67. Pomoci tohoto méreni bylo
zaznamendno vice proliferujicich bunék u linie NSC v porovnani s sh liniemi. Vyslovili jsme
hypotézu, Ze sh bunky se nachazi v klidovém stavu, ktery jim pravdépodobné umoznuje
dlouhodobé prezivani v in vivo prostfedi. Tento klidovy stav jsme se pokusili Iépe popsat.
V prvni fadé byla detekovana senescence, kterou se vSak zatim nepodafilo dostatecné
prokazat. V této souvislosti bylo prokdzano, Ze sh bunky maji signifikantné vyssi expresi
cilového genu TGF-B drahy, PAI-1, ktery aktivuje replikativni senescenci. Pomoci RNA
interference byla Uspé3né umlcena hladina tohoto genu, zmény v bunécném cyklu budou
dale studovany. Dalsi experimenty byly zaméreny na uréeni miry apoptdzy a nizsi hladinu
pro-apoptotickych proteint u linie sh2, coz by mohlo také souviset s perzistenci sh bunék
v kostni dfeni a sleziné transplantovanych mysi.

V dalsi ¢asti byla provedena ko-kultivace leukemickych bunék s MSCs za ucelem simulace
prostfedi kostni dfené. BEhem tohoto experimentu byl srovnan fenotyp leukemickych
bunék péstovanych bez pfitomnosti a v pfitomnosti MSCs, pro porovnani in vitro a in vivo
podminek. Bylo zjisténo, Ze vSechny typy bunék péstované spolecné s MSCs celkové méné
proliferuji a dochazi k narlstu bunék v GO fazi. Je vSak stale patrny rozdil mezi NSC a sh1,
sh2 liniemi. V ramci srovnani NSC linie byl rozdil v rlstu mensi na rozdil od srovnani sh linii,
kde pritomnost MSCs snizovala proliferaci bunék vyznamnéji.

Bunécné linie byly vystaveny cytostatiklim Ara-C a Doxo v in vitro i in vivo podminkach.
Cilem bylo ovérit citlivost jednotlivych linii na podana cytostatika. BEhem in vitro pokust
nebyly pozorovany vyrazné rozdily mezi jednotlivymi liniemi. In vivo experimenty probéhly
v nékolika opakovanich. Nejprve byla mysim podana kombinace Ara-C a Doxo, ktera se
ukazala byt velmi agresivni. Proto byl v dalSich experimentech podavan pouze Ara-C, ke
kterému byla v poslednim experimentu pfidana neutralizujici protilatka TGF-B drahy.
Nejvétsi rozdil byl detekovan v procentudlnim zastoupeni NSC bunék izolovanych z kostni
drené a sleziny, které se zvysilo po podani samotného cytostatika i cytostatika v kombinaci
s inhibitorem TGF-B drahy. Procento bunék linie sh2 mirné pokleslo pfi podani cytostatika
i v kombinaci inhibitoru s cytostatikem. Na zakladé dat z in vivo experimenti se zd3, Ze sh
bunécné linie nejsou méné citlivé k terapii pouzitymi cytostatiky.
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