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ABSTRAKT

Translokace t(12;21) s pritomnosti fizniho genu ETV6-RUNX1 (TEL-AML1) je nejCastéjsi
chromozomova aberace nachazena u akutni lymfoidni leukemie v détském véku. Vyskyt ETV6-
RUNX1 se poji s vybornym vyhledem a vysokou citlivosti na 1é¢bu enzymem L-asparaginazou
(ASNazou), ktera deaminuje aminokyseliny glutamin a asparagin. Rezistence na toto 1écivo
zhorsSuje prognoézu a zvySuje riziko selhani 1é¢by, proto se pracovni skupina CLIP vénuje urceni
navazuje a vénuje se analyze vyznamu fizniho proteinu a signaliza¢nim a metabolickym

zménam doprovazejici posuny v citlivosti leukemickych bunék na L-asparaginazu.

V prvni ¢asti prace se vytvofenim posunu ¢teciho ramce ve fiznim genu pomoci systému
CRISPR/Cas9 podarilo vytvorit knockoutni bunécné klony se stabilné zvysSenou rezistenci vici
ASNaze. Uspé&snou mutageneze a odstranéni fizniho proteinu byla ovéfena na tirovni DNA,
mRNA a proteinu a analyzou SNP byla vyloucena piitomnost jinych zavaznych aberaci

ovliviiujicich citlivost k chemoterapeutiku.

A

Ve druhé ¢asti prace jsem se zabyval pozorovani signaliza¢ni reakce vyvolané pritomnosti
ASNazy, zejména v souvislosti se signalizacnim komplexem mTORC1, a dale odliSnych aspektii
této reakce mezi piivodnimi liniemi REH a klony postradajicimi fizni protein ETV6-RUNXI.
Kromé komplexu mTOR byly sledovany ukazatele autofagie a proteiny ovliviiujici bunécny

metabolismus.

V posledni ¢asti projektu byla vénovana pozornost analyze metabolického profilu bunék

v kontextu piitomnosti L-asparaginazi a exprese, ¢i absence proteinu ETV6-RUNX1. S vyuzitim
pristroje Seahorse byla mérena spotreba kysliku, jez je ukazatelem aktivity dychaciho retézce.
Pomoci radioaktivné znacenych metabolitli byla pak urcena intenzita mitochondrialni oxidace

mastnych Kyselin a vychytavani glukozy z média.

Vyzkum prokézal zmény v signaliza¢ni kaskddé mTORC1 v reakci na ASNazu. Nepfitomnost
fazniho proteinu se projevila zménou signalizace proteini ACC, Akt, nTOR a poklesem
koncentrace autofagickych proteint Atg5 a Beclinl. Protein ETV6-RUNX1 dale ovliviiuje

charakter metabolickych zmén vyvolanych ASNazou, coz muze byt pri¢inou pozorované

zvySené chemorezistence téchto bunék.

KLiICOVA SLOVA:

leukémie, ETV6-RUNX1, TEL-AML1, L-asparaginaza, rezistence, metabolismus, mTOR,
CRISPR/Cas9



ABSTRACT

Translocation t(12;21) with the presence of the fusion gene ETV6-RUNX1 (TEL-AML1) is the
most common chromosomal aberration found in acute lymphoblastic leukemia in childhood.
The occurrence of the ETV6-RUNX1 is associated with excellent prognosis and high sensitivity
to the treatment with the enzyme L-asparaginase (ASNase). Resistance to the drug aggravates
the outlook of the patient and increases the risk of treatment failure, therefore, the CLIP
working group has been for a long time involved in the identification of the mechanism of action
of ASNase and the origin of the resistance to it. This thesis follows previous findings of the group
and is devoted to the analysis of the importance of ETV6-RUNX1 and signalization and

metabolic changes accompanying shifts in the L-asparaginase resistance.

In the first part of the thesis, the knockout clones with stable increased resistance to ASNase
have been established thanks to the CRISPR/Cas9 system, which created frameshift in the fusion
gene. The accomplishment in this regard and removal of the fusion protein was confirmed on
the level of DNA, mRNA a protein expression. The presence of other significant chromosomal

aberrations affection the sensitivity to ASNase was ruled out by the means of SNP analysis.

In the second part of the project, the signalization reaction to the treatment with L-asparaginase
was observed, in particular with regards to the signalization complex mTORC1. The differences
in the responses of original REH cell lines and obtained knockout mutants deficient in the fusion
protein ETV6-RUNX1 was also tracked. Apart from the mTOR, autophagy markers and proteins

affecting cellular metabolism were also detected.

In the last part of the investigation was paid close attention to the analysis of the metabolic
profile of the cells in the context of the ASNase treatment and the presence or absence of the
ETV6-RUNX1 protein. With the employment of the Seahorse analyzer, the oxygen consumption
rate was measured, which is an indicator of the respiratory chain activity. Utilizing the
radiolabelled metabolites, we were able to determine the intensity of the mitochondrial

oxidation of fatty acids and glucose uptake from the media.

The research demonstrated an alteration in the mTORC1 signalization in response to the
ASNase treatment. The absence of the fusion protein manifested itself in the changes of ACC, Akt
and mTOR signalization and the autophagy markers Atg5 and Beclin1 concentration decrease.
The fusion protein also influenced the character of the metabolic changes induced by the

ASNase, wich could explain the observed increased chemoresistance of the knockout cells.

KEYWORDS: leukemia, ETV6-RUNX1, L-asparaginase, resistence, metabolism, mTOR,

CRISPR/Cas9
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1 Uvop

Leukemie je nejc¢astéjSim onkologickym onemocnénim v détském véku (Ward et al,, 2014) a
zaroven druhou nejcastéjsi pricinou umrti v détském véku ve vyspélych zemich po
traumatickych ptithodach. Z této skupiny nemoci zaujima priblizné 80% jednotka akutni
lymfoblasticka leukemie (ALL), které se v CR registruje roéné okolo 60 novych piipadi
(Zdrahalova et al.,, 2015). ALL se dale déli dle imunofenotypu leukemickych bunék na T-
bunéc¢nou a B-buné¢nou, ktera predstavuje priblizné 80-90% vyskytu ALL (Pui et al,, 2012). V
1é¢bé ALL byl béhem poslednich desetileti u¢inén obrovsky pokrok a kompletni remise je nyni
béhem indukéni terapie docileno priblizné u 95% pacientti 1é¢enych dle standardizovanych
protokold, pricemz 85% pacientli dosahuje pétiletého preziti (Cooper and Brown, 2015; Pui et
al,, 2012; Stary, 2010). I pres tato pozitiva dochazi u 15-20% pacientti k relapsu leukemie
(Cooper and Brown, 2015).

ASNaza je nedilnou soucasti modernich 1écebnych protokold détské ALL s dlouhou historii
praktického uziti a je soucasti i aktualné smérodatného protokolu 1écby AIEOP-BFM ALL 2009.
Intravendzné podany enzym zpisobuje depleci asparaginu a glutaminu jejich deaminaci, coz ma
za nasledek sniZeni proliferacni aktivity a zvySeni incidence apoptézy leukemickych bunék
(Broome, 1963; Ohnuma et al., 1970). Pres vysoky ptinos se i tato 1é¢ba potyka s komplikacemi,

které kromé vedlejSich u¢inki zahrnuji predevsim vznik rezistence.

Ptedchozi prace pracovni skupiny CLIP na 2.LF UK naznacuji, Ze zmény v aktivité komplexu
mTORC1 (mechanical target of rapamycin compex 1) a metabolismu leukemickych bunék
mohou hrat roli v mechanismu vzniku rezistence. Nedostupnost klicovych aminokyselin
glutaminu a asparaginu mTOR (mechanical target of rapamycin) drahu inhibuje a modifikuje
metabolismus buiiky (Laplante and Sabatini, 2012). Inhibice zvy3eni oxidacemastnych kyselin
(FA) spolu s podanim ASNazy navodila synergicky efekt, zvysilo citlivost k chemoterapeutiku

stejné jako konstitutivni aktivace mTOR signaliza¢ni drahy (Hermanova et al., 2016).

V této praci jsem se zaméril na skupinu ALL pacienti s ETV6-RUNX1, t(12;21) fiznim genem.
Tito pacienti tvoii 20-24% détskych piipadii ALL s velmi dobrou prognézou a odpovédi na
soucasnou terapii (Krejci et al., 2004; Stams et al., 2003). Role ETV6-RUNX1 v leukemogenezi
nebyla dosud jasné popsana a existuje mnoho kontroverzi v literatuie. Rozhodli jsme se proto
pro uplné umlceni genu pomoci CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic
repeat) technologie. Tento pristup ndm pomohl odstranit rozdily zplisobené pouze ¢astecnym
sniZenim exprese ETV6-RUNX1 v dosavadnich modelech a pomohl 1épe charakterizovat

vlastnosti leukemickych bunék s touto translokaci.
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Translokace t(12;21) je asociovana s lepsi progndzou a vynika svou citlivosti viici 1é¢bé
ASNazou, ktera vSak nesouvisi s hladinou exprese ASNS (Hermanova et al., 2012; Krejci et al.,
2004). Tato prace se zaméruje na souvislost mezi fiznim genem ETV6-RUNX1 a citlivosti na
terapii ASNazou a popis specifickych vlastnosti leukemickych bunék s touto translokaci.
Pochopeni dlivodu citlivosti miiZe vyznamné prispét k objasnéni mechanismu cytotoxického
plsobeni ASNazy i vzniku rezistence na toto terapeutikum a potencialné nastinit cesty k

pirekonani této rezistence pomoci kombinace vice chemoterapeutik.
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2 LITERARNIi PREHLED

2.1 LEUKEMIE V DETSKEM VEKU

Leukemie jsou skupinou neoplastickych proliferativnich onemocnéni pochazejicich
z hematopoetickych bunék kostni dfené. Buiiky proslé malignim zvratem si udrzuji schopnost

neomezeného déleni, naopak do rizné miry ztraci schopnost diferenciace.

Dle pribéhu mizeme leukemie délit na chronické s klinicky pomalej$im priibéhem a akutni, jez
maiji bez 1écby rychle fatalni nasledky. Dalsi klasifikace vychazi z toho, zda nadorova
transformace vychdazi z myeloidni, ¢i lymfoidni fady hematopoézy. V klinické praxi se
onemocnéni zairadi pomoci urceni exprese molekularnich markert téchto rad v leukemickém
klonu. Kombinaci téchto klasifikaci pak vznika zakladni cytopatologické déleni na chronickou
myeloidni leukemii (CML), chronickou lymfoblastickou leukemii (CLL), akutni myeloidni

leukemii (AML) a akutni lymfoblastickou leukemii (ALL) (Povysil, 2007).

Chronické leukemie jsou onemocnénimi témér vyhradné dospélého aZ pozdniho véku. AML
postihuje vSechny vékové kategorie a zodpovida za priblizné 20 % détskych leukemii. ALL je
typickym onemocnénim détského véku s maximem vyskytu mezi 2 a 4 rokem Zivota. ALL je
zaroven také necastéjsi détskou malignitou, zahrnujici priblizné 80% z vyskytu leukemii, 26%
z celkového objemu neoplazii u déti do véku 14-ti let a 56% pripadi leukémii u adolescentti

(Ward etal,, 2014).

2.1.1 Stratifikace akutni lymfoblastické leukemie v détském véku

Akutni lymfoblastickou leukemii délime na T-bunécnou a B-bunécnou, podle linie se kterou sdili
molekularni znaky. B-buné¢na ALL ptedstavuje prevladajicich 85 % téchto onemocnéni,
leukemie z prekurzorii T a NK bunék zbylych 15 %. Stratifikace akutni B lymfoblastické
leukemie se zaklad4 predevsim na profilovani chromozomalnich a genovych alteraci. Podle
nomenklatury WHO z roku 2008 se B-ALL déli do 7 geneticky charakterizovanych skupin a

jedné zahrnujici ostatni genetické zmény (Bhojwani et al., 2015).

NejcastéjSimi zménami v genetickém materialu B bunécné ALL je hyperploidie (>55
chromozomti) a translokace t(1;19)(q23;p13) za vzniku fizniho genu ETV6-RUNX1 (také TEL-
AML1). Tyto skupiny tvori 40-50 % onemocnéni a jsou spojeny s dobrou prognézou.
Hypoploidni leukemie a pfestavby s fiznim genem BCR-ABL1 znaci vétSinou horsi prognézu.
Tato stratifikace ma vyznam nejen systematicky a cytopatologicky, ale i klinicky a zatazeni do

skupiny ma casto dilezity vliv na volbu terapie (Inaba et al., 2013; Tasian et al.,, 2015).
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2.1.2 Etiologie akutni lymfoblastické leukemie v détském véku

Pfesna patogeneze ALL v détském véku stale neni urena, méné nez 5 % onemocnéni je
asociované s dédicnou predispozici (napt. Downiv syndrom, Bloomiiv syndrom, ataxia-
telangiectasia a Li-Fraumeni syndrom). Jako velmi pravdépodobny se jevi model zahrnujici
prenatalni ptivod preleukemického klonu s jeho naslednou klonalni expanzi a nutnost nékolika
zasahli do genomu pro spusténi nekontrolované proliferace. Tento model podporuje rozlozeni
vyskytu ALL v populaci zejména brzy po narozeni. V pupecnikové Krvi odebrané novorozenciim
byl zjistén vyskyt lymfoblasti s pritomnosti ETV6-RUNX1 az u 1% novorozencd, naprosta
vétSina z nich vSak nikdy nevyvine leukémii (Mori et al., 2002; Zuna et al.,, 2011). Také studie na
monozygotickych dvojcatech s vyskytem ALL provedené Alpar et al. v roce 2015 silné naznacuji
prenatalni ptivod preleukemického klonu a patogenezi na zakladé klonalni expanze alterované
buriky. Nejcastéji postizené geny zahrnuji regulatory hematopoézy a diferenciace (naptr. RUNX1,

ETV6), protoonkogeny (napt. MYC) a tyrosin kinazy (napt. ABL1) (Inaba et al.,, 2013).

Mnohé z téchto zmén vSak sami o sobé nevyvolavaji v experimentalnich modelech
monoklonalni proliferaci a hrubé chromozomalni defekty nemusi byt vzdy pritomné.
Microarray profilovani alteraci DNA typu zmény poctu kopif (delece a amplifikace) a
sekvenovani vedlo k objevu nékolika novych genetickych alteraci které definuji nové subtypy

choroby, pomahaji objasnit leukemogenezi a predikovat citlivost na 1écbu. (Inaba et al., 2013).

Na predisponujici mutaci naseda reakce na infekci jako silny spoustéc dalsi proliferace a tvorby
preleukemickych a pripadné leukemickych subklonti. Teorie aberantni imunitni reakce v terénu
predisponujici mutace rovnéz elegantné vysvétluje vyskyt leukemie v ohniscich pfi styku naivni
populace s neznamym patogenem. Obdobna Gravesova hypotéza se pokousi vysvétlit trend
zvySujiciho se vyskytu leukemie ve vyspélych zemich zménou vzorce setkavani se s prirozenymi
patogeny v détstvi a je paralelou k hygienické teorii vysvétlujici nartist incidence alergii

(Wiemels, 2012).

2.1.3 Terapie akutni lymfoblastické leukemie v détském véku

Klasicka forma terapie ALL v détském véku zahrnuje 3-4 faze: indukci, konsolidaci
(intenzifikaci), reindukci (neni zahrnuta ve vSech pripadech) a udrZovaci terapii. Jako prevence
infiltrace centralni nervové soustavy pak byva ¢asto pouzita intrathékalni aplikace metotrexatu.
Diilezitou je i stratifikace na pacienty s normalnim a vysokym rizikem relapsu onemocnéni.

V soucasné dobé v CR probiha 1é¢ba dle protokolu 1é¢ebné studie AIEOP-BFM ALL 2009, ktery
pro stratifikaci vyuziva hodnoceni odpovédi na 1écbu po indukeni terapii, pricemz kritériem je
zbytkovy pocet blastl piitomnych v periferni krvi a kostni dreni (Stary, 2010; University of
Schleswig-Holstein, 2010). V protokolu AIEOP-BFM ALL 2017, ptipravovaném na rok 2018

14



bude jiz ke stratifikaci vyuZivana i geneticka analyza leukemického klonu, pricemz nejlepsi
progndza je spojovana s pritomnosti fuzniho genu ETV6-RUNX1 (TEL-AML1), i vyrazné
hyperploidie nad 50 chromozom (prof. Stary, 2017).

AIEOP-BFM ALL 2009
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Obr. 1.1: Aktualné uzivany 1écebny protokol détské ALL, AIEOP-BFM ALL 2009.

Nejuzivanéjsimi 1éky v terapii ALL jsou: kortikoidy (prednizon, ¢i dexametazon), vikristin,
antracyklinova cytostatika (daunorubicin, ¢i doxorubicin), L-asparaginaza, cytosin arabinosid,
metotrexat a merkaptopurin. Primarni remise je dosaZeno az u 99 % pacientt, avsak v 15-20 %
nastava relaps onemocnéni s podstatné horsi prognézou, na ktery je treba reagovat jinou
strategii terapie. V piipadé ¢asného relapsu (do 6 mésict od primarni remise) terapie casto
smétuje k transplantaci kostni dfené. Vysoce agresivni terapie (obzvlasté v pripadé relapsu)
provazi pomérné vysoky vyskyt zavaznych komplikaci s az 5% celkovou mortalitou na nasledky

1é¢by (Stary, 2010).

Z téchto dlvodd je tfeba zabyvat se mechanismy vzniku rezistence na 1écbu a nasledného
relapsu. Behem vzniku leukemie dochazi opakované ke vzniku ndhodnych mutaci béhem
rapidni proliferace a nasledné po odeznéni stimulu imunitniho systému k selekci kloni

s nejlepsim prezitim, pricemz onemocnéni zlistava pires dominanci jednoho genotypu geneticky
riznorodé. Tato heterogenita leukemickych blastti je zirejmé podkladem vzniku rezistence na
1écbu s naslednym relapsem onemocnéni skrze prostou selekci odolnych kloni.(Kuster et al.,

2011; Oshima et al,, 2016; Schuh et al., 2012; Yang et al., 2008)
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Obr. 1.2: Znazornéni teorie klonalni selekce popisujici vznik subklonti maligniho onemocnéni
vyznacujicich se naptiklad vyssi rezistenci k terapii, ¢i schopnosti zakladat vzdalené metastazy. Zleva
doprava je zndzornén ¢asovy pribéh, na vertikalni ose je pak piibliZzena zména zastoupeni jednotlivych
subkloni v celkové bunécné populaci onemocnéni. Po zahajeni stresového podnétu (v tomto pripadé
chemoterapie, znazornéno Cervenou Sipkou) dochazi k prechodnému vymirani, selekci a prevladnuti
rezistentnich klonti. Kombinované terapie je jednou z cest k minimalizaci tohoto procesu. Prevzato a
upraveno z (Miller et al.,, 2014).

2.2 L-ASPARAGINAZA V TERAPII ALL

Diky zavedeni L-asparaginazy do multichemoterapeutického piistupu se podatilo zvysit
kurabilitu détské ALL v devadesatych letech az na 70% (Ettinger et al., 1997). Dnes je jiZ pres 30
let pouzivana k protinadorové terapii a neoddélitelné patii do indukéni terapie détské ALL dle

protokolu AIEOP-BFM ALL 2009.

2.2.1 Historie a zakladni charakteristika

Prvni zminka o terapeutickych vlastnostech L-ASNazy pochazi z roku 1953, kdy Dr. Kidd objevil
inhibujici plisobeni séra morcat na riist lymfomi implantovanych do mysi a sérem navozenou
regresi implantované malignity. V roce 1963 (Broome, 1963) prokazal, Ze tato protinddorova
aktivita je podminéna pritomnosti enzymu L-asparaginazy. Nasledujiciho roku se podarilo
izolovat aktivni enzym z Escherichia coli (E. coli) , coz umoZznilo pouziti enzymu v klinickych

studiich a pozdéji v terapeutické praxi (Pession et al., 2005).

Biochemicky se jedna o enzym katalyzujici odStépeni aminoskupiny z aminokyselin asparaginu
a glutaminu za vzniku aspartatu, resp. glutamatu, a amoniaku. Aktivni misto je v zavislosti na
zdroji a typu izoenzymu do rtizné miry preferencné selektivni pro asparagin. Katalyticka

aktivita Stépeni glutaminu dosahuje 3-9% rychlosti Stépeni asparaginu (Miller and Balis, 1969).
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Vedlejsim uc¢inkem podani ASNazy jsou predevsim vznik imunopatologické reakce, v€etné tzv.
tiché inaktivace protilatkami IgG, neurotoxicita, hepatotoxicita, kardiotoxicita, vznik akutni
pankreatitidy, suprese hematopoézy, dyslipidémie, hypoproteinémie a tromboembolické
piihody (Oettgen et al., 1970). Relativné vysoké mnozstvi komplikaci 1écby ASNazy je
prisuzovano degradaci plasmatického glutaminu jako vyznamného prenasece aminoskupiny
v téle sekundarni glutaminazovou aktivitou enzymu. Pokusy snaZici se odstranit zdanlivé
redundantni glutaminazovou aktivitu L-asparaginazy se vSak setkaly s neCekanymi

komplikacemi (viz nizZe).

2.2.2  Mechanismus Uc¢inku L-asparaginazy
Podani terapeutické davky ASNazy vyvolava prudky pokles plasmatického asparaginu. Enzym je
v plasmé detekovatelny do 13-22 dne po vpraveni (plati pro nekonjugovanou formu) a hladina

asparaginu v krvi se vraci k normalnim hodnotam 22-33 den po podani (Ohnuma et al., 1970).

Eagle roku 1956 a 1959 popsal zajimavou metabolickou odliSnost komplexniho ZivociSného
organismu od bunécné linie. Rlist imortalizovanych linii vyZaduje pfitomnost minimalné 13
zdkladnich aminokyselin v médiu. Naproti tomu pro lidsky organismus jako celek je nutny
piisun pouze 8 esencialnich aminokyselin. Zadna z téchto 13 aminokyselin nemiize byt
nahrazena zvySenou koncentraci jiné aminokyseliny v médiu. 5 neesencialnich aminokyselin
nutnych pro pteziti kultur zahrnujicich arginin, cystein, tyrosin, histidin a glutamin tedy neni
produkovano na urovni kazdé buriky, ale spiSe na drovni specializovanych bunék organismu a
nasledné distribuovano. Dale byla pozorovana zvySena potieba asparaginu nékterymi

malignitami, véetné leukemii (Ohnuma et al., 1971).

Pres nizsi rychlost syntézy nukleotidi jsou leukemické blasty schopny prezit i v médiu bez
asparaginu. Nedostatek glutaminu se jim vsak stava fatalni (Ohnuma et al,, 1971). [ pres vyjimky
(Chan et al., 2014) vétSina autorl popisuje glutaminazovou aktivitu L-asparaginazy jako
nezbytnou pro jeji chemoterapeutické pisobeni a zna¢né modifikujici celkovy efekt 1éciva
(Offman et al., 2011; Parmentier et al., 2015; Reinert et al., 2006). Sugimoto et al. v ¢lanku

z roku 2015 dokonce popisuje cytotoxické ptisobeni ASNazy na lymfocyty jako piimé vyuZiti
jejich fenotypické zavislosti na glutaminu, po jehoZ odepieni spolecné s asparaginem nejsou
schopny proliferovat. ASNaza by tedy v tomto ptipad€ méla atocit na tzv. ,glutamine addiction®.
Cytotoxické piisobeni L-asparaginazy proto nemiiZeme vysvétlit prostou depleci asparaginu a
naslednou nutri¢ni restrikci proteosyntézy leukemickych bunék. Definitivné mechanismus
ucinku prozatim vysvétlen, ale ziejmé zahrnuje mimo vyvolani nutri¢niho stresu i signalizaci

mTOR a GCN2 (general control nonderepressible 2) drahami a komplexni metabolické zmény

na urovni bunky (Reinert et al., 2006), jak je popsano niZe.
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2.2.3 Vznik rezistence vici L-asparaginaze

Mechanismus rezistence vii¢i 1é¢bé ASNazou zlistava nedoi-eSen. Pivodni hypotéza spociva ve
zvySeni exprese asparagin syntetazy (ASNS), ktera je zodpovédna za endogenni syntézu Asn
(Richards and Kilberg, 2006). Experimentalni vysledky vSak nepotvrdily roli tohoto enzymu
(Hermanova et al., 2012; Krejci et al., 2004; Stams et al., 2003, 2005). | hypotéza zvysené

syntézy asparaginu mezenchymalnimi butikami byla vyrazné zpochybnéna (Tong et al., 2013).

2.2.3.1 Asparagin syntetdza (ASNS)

Plvodni hypotéza vzniku rezistence spociva ve zvySeni exprese enzymu ASNS, ktera je
zodpovédna za endogenni syntézu asparaginu (Richards and Kilberg, 2006). Aktivita ASNS je v
leukemickych blastech nizsi, nez u fyziologickych lymfocytl. Experimentalné vsak nebyla
prokazana korelace mezi zvySenou expresi genu pro ASNS a rezistenci k 1é¢bé ASNazou, naopak
byla nalezena paradoxné zvysSena exprese genu pro ASNS u ALL s pritomnosti hybridniho genu
ETV6-RUNX1 (translokace t(12;21), 20-24% détskych pripadt ALL), které vykazuji viici terapii
ASNazou vysokou citlivost (Krejci et al., 2004; Stams et al., 2003, 2005). Ackoliv se leukemické
blasty jednotlivych pacientl skutecné 1isi v expresi ASNS, tato exprese je vSeobecné velmi nizka

a nesouvisi s mirou citlivosti k 1é¢bé ASNazou (Hermanova et al., 2012).

2.2.3.2 Mesenchymadini syntéza asparaginu

Jinym uvaZovanym mechanismem vzniku rezistence byla indukce syntézy zvySeného mnozstvi
asparaginu a glutaminu mesenchymalnimi bunikami kostni diené, a tim vytvoreni prostiedi
chraniciho leukemické buniky pred ic¢inky ASNazy (Iwamoto et al., 2007). Analyza koncentrace
asparaginu v kostni dieni béhem terapie ASNazou vSak vyznamné rozdily mezi koncentraci

asparaginu v kostn{ dreni a krvi neprokazala (Tong et al., 2013).

2.2.3.3 Adaptace pomoci mTOR dréhy

Predchozi prace pracovni skupiny CLIP na 2.LF UK naznacuji, Ze v mechanismu vzniku
rezistence mohou hrat roli zmény v aktivité komplexu mTORC1 a metabolismu leukemickych
bunék. mTOR signaliza¢ni dradha pozitivné ovliviiuje anabolismus, glykolyzu a pteZiti bunék, a
inhibuje autofagii a oxidaci mastnych kyselin (FAO). Nedostupnost klicovych aminokyselin
glutaminu a asparaginu mTOR drahu inhibuje. Pomoci mTOR signalizace se butika mj. adaptuje
na nedostatek zivin (Laplante and Sabatini, 2012). U leukemickych blastl byla po inkubaci s
ASNazou prokazana zvysSena aktivita oxidace mastnych kyselin (FA), spotieba kysliku a
autofagie a snizené vychytavani glukézy. Naopak, aktivita signalizacni drahy mTORC1 se snizila.
Synergicky efekt inhibice oxidace FA s podanim ASNazy zvysil citlivost bunék k 1é¢bé stejné jako
i konstitutivni aktivace mTOR signaliza¢ni drahy (Hermanova et al.,, 2016). mTOR miiZe byt také

znacné ovlivnéna signaliza¢ni drahou GNC2-ATF4 (viz kap. 2.4.4.2 GCN2 - ATF4 dréha, str. 30)
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2.2.3.4 Autofagie jako zdchranny mechanismus pro leukemické blasty

Publikace Takahashi et al. zlet 2015 a 2017 popisuji autofagii jako zachranny mechanismus
leukemickych bunék pti lé¢bé asparaginazou a to odstranénim nefunkénich mitochondrif
poskozenych metabolickym rozvratem popsanym po aplikaci asparaginazi. Existuji vSak i
publikace popisujici cytotoxickou autofagii v reakci na inhibici signalizace mTORC1 (Szlosarek,
2014). Autofagie predstavuje dvousecny aspekt onkogeneze a chemorezistence a je znacné

kontext-dependentni (Evangelisti et al., 2015).

2.2.4  Dalsi vyuziti a perspektiva L-asparaginazy

Efektivita 1écby ASNazou je uznavana v ramci 1é¢by leukémii, predevsim ALL. V dneSni dobé se
enzym stava také soucasti protokolli 1é¢by non-Hoghkinskych lymfomi, ALL v dospélém véku a
napft. i MRC (Medical research council) protokolu 1é¢by AML. Solidni nddory jsou na tento typ
terapie vétSinou rezistentni (Clarkson et al., 1970; Tallal et al., 1970). Perspektiva pouziti
chemoterapeutika v 1é¢bé karcinomu ovarii byla bohuZel omezena zastavenim klinické studie ve
2. fazi pro vysokou toxicitu (Hays et al., 2013). In vitro se jevi jako nadéjna aplikace pro terapii

karcinomt jater, zaludku a pankreatu (Covini et al., 2012).

2.3 FUzNi GEN RUNX1-ETV6

Geny RUNX1 i ETV6 se ucastni regulace myelo - a lymfogeneze, proliferace zarode¢nych bunék
hematopoetického systému a mnoha leukemogennich prestaveb. Translokace t(12;21) ustici ve
vznik fazniho genu RUNX1-ETV6 (drive také TEL-AML1) je nejCastéjsi prestavbou piitomnou u
ALL détského véku a je spojena s vybornou prognézou (Shurtleff et al., 1995).

2.3.1 RUNX1

RUNX1, také znamy jako AML1, je transkrip¢ni faktor z rodiny RUNX (Runt-related
transcription factor), jejiZ znakem je homologie se segmentem genu runt pritomnym u
Drosophily. Runt doména proteinu zprostiredkovava vazbu na DNA a interakci s jeho
heterodimeriza¢nim partnerem CBFf (core-binding factor beta). Heterodimerizace vyznamné
zesiluje vazbu na DNA a je podminkou pro spravnou funkci transkripéniho faktoru. Dalsi
vyznamnou soucasti proteinu je NMTS (nuclear matrix targeting signal), jeZ napomaha vazbé na
DNA a VWRPY motiv spole¢ny vsem proteinti Runt rodiny. Mezi geny podléhajici regulaci
RUNX1 patfi mj. vyznamné regulatory hematopoézy jako napt. IL-3, GM-CSF, M-CSF receptor, c-
Mpl a fada SRC kinaz (Lam and Zhang, 2012).

Dvojity knockout genu v mysim modelu zptsobil fatalni defekty béhem embryogeneze, a to ve
vaskulogenezi a definitivni hematopoézy. Bylo prokazano, Ze RUNX1 hraje klicovou roli pri

odvozovani HSC (hematopoeticky kmenovych bunék, hematopoetic stem cells)
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z hematogenniho endotelu, avsak po ustanoveni diferenciac¢nich fad kmenovych bunék jiz neni
RUNX1 pro krvetvorbu bezpodmine¢né nutny (Chen et al., 2009). U mysi haploinsuficientnich
pro RUNX1 byla zjisténa zvySena proliferacni aktivita HSC, ale naopak nizsi pocet dlouhodobé
fungujicich HSC. Navzdory zvySeni poctu jsou tyto kmenové buiiky funkéné ménécenné a
neschopné kompetice s wild type HSC (Growney et al., 2005). Mutace RUNX1 jsou pomérné
Casnou genetickou aberaci provazejici leukemie a myeloproliferativni syndromy. Otazkou
zUstava, zda je pro vznik neregulované myeloproliferace nutna bialelickd mutace genu, nebo

hraje roli dominantné negativni efekt mutované alely (Lam and Zhang, 2012).

RUNX1 byl ptivodné popisovan jako faktor aktivujici transkripci cilovych gend, pozdéjsi
poznatky vSak ukazaly, Ze zavisi na kontextu této signalizace a RUNX1 mtize plisobit i jako
transkrip¢ni represor. Smér modifikace irovné exprese jednotlivych regulovanych gent zavisi
na balanci koaktivatort a korepresori s nim spolupracujicich. Mezi aktivatory rekrutovatelné
proteinem RUNX1 patii p300 histon acetyltransferdza a protein arginin methyltransferaza
(PRMT1), které zptlisobuji jak zmény struktury chromatinu, tak postransla¢ni modifikace
samotného RUNX1. Mezi rekrutované represory radime PRMT6, PRMT4 a histon deacetylazy
(HDACSs), taktéz se schopnosti modifikovat oba proteiny (Brettingham-Moore et al., 2015).

232 ETV6
Translokace zahrnuji gen ETV6 jsou jednémi z nejc¢astéj$ich chromozomovych aberaci
provazejicich lidské leukemie. Bylo popsano jiz 48 rtiznych translokaci zahrnujicich tento gen,

pricemz 30 z nich bylo charakterizovano i na molekularni trovni.

Gen patii do rodiny ETS transkripc¢nich faktorti zndmymi regulaci bunééného cyklu a
diferenciace a ucasti na kancerogenezi. Gen méfi priblizné 250 kbp a sklada se z 8 exonti a 3
hlavnich domén. HLH (helix-loop-helix) doména slouZzi k homooligomerizaci, vnitini doména
tvorena predevsim exonem 5 oddéluje tuto doménu od domény ETS, ktera slouzi k sekvenc¢né
specifické vazbé DNA a meziproteinové interakci. ETV6 piisobi jako silny transkrip¢ni represor,
represorova funkce je zprostiedkovana predevsim jeho HLH a vnitini doménou. Represe HLH
doménou je mediovana interakci s L3MBTL1, mechanismem nezavislym na histon deacetylaze.
Represe vnitini doménou je zprostiredkovana interakci s korepresory, jako napriklad N-Cor,

mSin3 a SMRT rekrutujicimi histon deacetylazy (De Braekeleer et al., 2012).

ETV6 zaujima vyznamné postaveni v embryogenezi a hematopoézy. Klicovy je funkéni gen pro
udrzovani populace kmenovych bunék v kostni dieni. Exprese ETV6 v RAS-transformovanych
bunkach vyznamné zpomalila jejich rist a zabranila invazi do okoli, coz naznacuje roli genu jako

tumor supresoru (Fenrick et al., 2000).
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2.3.3 Role fuzniho genu RUNX1-ETV6 v leukemogenezi
Translokace t(12;21) se vznikem fuzniho genu RUNX1-ETV6 usti ve vznik in-frame fuze 5'
oblasti genu TEL (ETV6) s témér celym genem (RUNX1) nesoucim vSechny jeho znamé funk¢ni

oblasti, v€etné runt-homologni domény viz obr. 1.3.

1 e 128 o i
TEL(ETve) | | PD | Represe | ETS | |
1 5 204 VWRPY 479
amL1 (RuNx1) [T I8 Aktivace
* SiD
1 38 125 336 168 521 VWRPY 796
TEL-AMLA1 | I PD | Represe - Runt Ip:!ﬂrml‘.! Aktivace
t siD

#12;21) fusion

Obr. 1.3: Schématické vyjadieni proteinu ETV6, RUNX1 a fizniho proteinu ETV6-RUNX1. V proteinu
RUNX1 jsou znazornény domény Runt, SID (mSin3A interaction domain), oblasti interagujici s p300 HAT
a zodpovidajici za transkripéni aktivaci, a dale C-terminalni motiv VWRPY vazici Groucho-related
korepresory. V proteinu TEL jsou zaznamenany HLH doména zodpovidajici za dimerizaci (HLH), vnitini
doména spojovana s represi transkripce (Represe) a doména ETS. Sipky oznacuji mista fize proteint diky
translokaci t(12;21). Ciselné jsou ozna¢eny aminokyseliny ohranic¢ujici diileZité domény a prvni metionin.

Pfevzato a upraveno z (Zelent et al., 2004).

Tato doména zprostredkovava vazbu fazniho transkripcniho faktoru na cile RUNX1, zatimco
zbytkova ¢ast ETV6 konstitutivné reprimuje tyto geny nejpravdépodobnéji pomoci rekrutace
korepresoru nuklearniho receptoru (N-CoR)/histon deacetylazy (HDAC) a mSin3A/HDAC
komplext. Dtlezita pro funkci fizniho genu se ukazuje téZ dimerizacni doména ETV6. Jako
hlavni molekularni mechanismus onkogenni funkce RUNX1-ETV6 byla navrZena zména
kontextualné variabilni signalizace proteinu RUNX1 na konstitutivné represivni signalizaci

fazniho genu (Zelent et al., 2004), viz obr. 1.4.
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Obr. 1.4: Model mechanismu ptsobeni TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) na molekularni arovni. (a) Schopnost
AML1 aktivovat ¢i inhibovat transkripci zavisi na spolupraci s p300 a mSin3A/HDAC a je zavisla od
kontextu. DlileZita pro vazbu DNA je spoluprace s proteinem CBF. P¥i asociaci s mSin3A4, rekrutuje AML1
HDAC, ¢imZ umozni tvorbu kondenzované formy chromatinu a omezi transkripci. Pfi vhodném kontextu
naopak AML1 disociuje od mSin3A/HDAC a spolupracuje s p300 HAT. (b) V pripadé TEL-AML1 vysoka
tendence TEL k dimerizaci a vazbé N-CoR amSin3A korepresort vede k tvorbé vysoce stabilniho
represorového komplexu a ztraty citlivosti ke kontextu signalizace. TEL-AML1 si tedy zachovava
schopnost vazat runt-vazebné domény ale piisobi jako konstitutivni HDAC-dependentni represor

transkripce. Pfevzato a upraveno z (Zelent et al., 2004).

Zména fenotypu bunék po translokaci se naopak neda vysvétlit negativné dominantnim efektem
ETV6-RUNX1 na druhou alelu RUNX1, ¢i dimerizaci s wild type alelou ETV6, ktera byva u
leukemickych blastt Casto deletovana. Klicova je pro funkci fizniho genu doména runt, a to pro

vazbu DNA, ale i kofaktoru CBFfR, ktery zesiluje vazbu k DNA (Sundaresh and Williams, 2017).

Linka et al. provedli rozsahlé experimenty za ucelem zjistit cilova vazebna mista fizniho genu a
zmapovat dopad jeho pritomnosti na transkripci. Prekvapivym zjisténim bylo, Ze ackoli se
protein RUNX1-ETV6 vaze na mista bohata na runt vazebné motivy, 88 % téchto promotori
nebylo vazano proteiny RUNX1, ani ETV6. Ackoli tedy fizni protein reguluje mnoho genii
cilenych i RUNX1, vétsina z geni, jez reguluje jsou odlisné od cilti obou neftizovanych
transkrip¢nich faktord. V experimentech skupiny bylo zjiSténo 217 piimo a 118 nepfimo
regulovanych gend. Mezi downregulované geny patrily geny ovliviiujici proliferaci, homeostazu,
splicing, bunéény transport a receptorovou signalizaci. Upregulovany byly nejcastéji geny
ovliviiujici bunécnou adhezi a migraci, odpovéd’ na stres, regulaci transkripce a bunéc¢ného
cyklu (Linka et al., 2013). Bylo také ukazano, Ze vneseni fuzniho genu do mysich pre-B
lymfocyti zvySuje expresi receptoru pro erytropoetin a skrze JAK2-STATS5 drahu i
antiapoptotického proteinu BCL-XL (Torrano et al., 2011). Knockout fizniho genu u
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leukemickych blastt také vyrazné snizuje aktivitu PI3K/AKT/mTOR signalni drahu, jez je

v pritomnosti fizniho genu hyperaktivovana (Fuka et al.,, 2012).

Prace Zaliové et al. 2011 prokazuje, Ze fiizni protein RUNX1-ETV6 je dilezity v inicializaci
leukémie a jeho pritomnost v preleukemickém klonu je kli¢ova, ale pro samotnou leukemickou
buriku jiz esencidlni neni. AZ na vyjimky (Diakos et al., 2007) se vétSina autori shoduje, Ze
vneseni fizniho genu do pre-B lymfocytil sniZuje proliferacni rychlost bunék, vyirazeni RUNX1-
ETV6 u leukemickych blasti proliferaci urychluje (Fischer et al., 2005; Ford et al., 2009; Zaliova
etal,, 2011). Pouha ptitomnost fizniho genu nevede k rozvoji leukemie, coZ ukazuje pritomnost
stejné translokace v periferni krvi zdravych déti. Jen zlomek nositelti této mutace nakonec
dospéje k rozvoji leukemie (Andreasson et al,, 2001; Zuna et al,, 2011). Z fenotypického hlediska
pritomnost fizniho genu sice sniZuje prolifera¢ni rychlost, ale zaroven zvysSuje obnovu
kmenovych bunék a inhibuje diferenciaci bunék. V kone¢ném dtisledku dochazi k pretrvani
bunék s fiznim genem v kostni dfeni a po dal$ich zasazich do genomu k prevaze nad burikami

s normalnim genotypem aZ k rozvoji maligntho onemocnéni (Schindler et al., 2009).

2.4 NEOPLASTICKY METABOLISMUS A SIGNALIZACE U LEUKEMIE

Pies znacné genetické. morfologické i signalizacni charakteristiky jednotlivych druhti maligné
proliferujicich bunék jim ztistava nékolik charakteristik spole¢nych. Jednou z téchto spolecnych
vlastnosti, ktera je znama jiz pies 100 let, je pritomnost deregulovaného metabolismu.

Neoplastické bunky preferuji jiné metabolické drahy a intermediaty.

2.4.1 Glykolyza, Krebstv cyklus, Oxidativni fosforylace a Warburgtyv efekt

Za normalnich okolnosti vétSina bunék lidského téla zpracovava produkty glykolyzy v Krebsové
cyklu a dychacim retézci mitochondrii. Celkovy zisk zpracovani glukdzy aerobnim
metabolismem je az 36 molekul ATP. Naopak v ptipadé jejtho anaerobniho zpracovani je
vétSinou pyruvat redukovan na kyselinu mlécnou (laktat), za regenerace NADH na NAD, a
nasledné vyloucen z bunky. Tento déj vede k zisku pouze 2 molekul ATP na molekulu glukdzy,

zaroven ho nutné doprovazi i acidifikace extracelularniho prostoru obklopujictho burku.

Presmérovani metabolismu je komplexnim procesem, ktery vsak mtize byt regulovan nékolika
malo signalizacnimi proteiny a enzymy. Klicovym se jevi zvySeni aktivity fosfoinositid 3-kinazy
(PI3K) regulujici, pomoci mTOR signalizatni drahy, sméfovani aminokyselin do proteosyntézy a
zaroven expresi transportért glukdzy a tim jeji uptake. DalSim pozorovanym jevem je snizeni
aktivity pyruvat kinazy (PKM), jeZ je nutné pro smérovani pyruvatu do biosyntetickych a
fermentacnich drah misto Krebsova cyklu (Christofk et al., 2008a)Mnoho vyznamnych
onkogent, mj. RAS a MYC zpiisobuji deregulaci metabolismu nadorovych bunék alteraci

bunécné signalizace (Yuneva et al., 2012).
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2.4.1.1 Warburgav efekt

Jednou ze zvlastnosti rakovinného metabolismu je preference anaerobniho metabolismu, resp.
fermentace i za ptritomnosti dostatku kysliku pro funkénost dychaciho retézce. Na tento
fenomén upozornil Otto Warburg jiz roku 1928 (Warburg, 1928) a své poznatky pozdéji shrnul
v publikaci ,,On the origin of cancer cells“ (Warburg, 1956). Tato zdanlivé paradoxni adaptace

neoplastického metabolismu byla na pocest objevitele pojmenovana Warburgutv efekt.

Plvodni vysvétleni Otto Warburga, Ze maligni fenotyp rakovinnych bunék vznika v reakci na
nevratné posSkozeni mitochondrii a tim i oxidativni fosforylace a vyuziti anaerobniho zpracovani
glukdzy je tedy nutnym zachrannym mechanismem, bylo pozdéji vyvraceno (House et al., 1956).
Aerobni metabolismus v neoplastické burice je plné funkcni a tato burka spotrebovava v
porovnani s fyziologickou tkani i podobné mnozZstvi kysliku. Jedna se tedy spiSe o hyperaktivaci
glykolytické drahy a sniZenou aktivaci navazujiciho aerobniho metabolismu neZ sniZenf{
oxidativniho katabolismu. Prvotnim cilem metabolismu v maligni buiice neni efektivni tvorba
ATP, spiSe tvorba biomasy pro rapidni proliferaci, mnozstvi ATP produkované intenzivnéjsi
glykolyzou je pro tuto roli dostatecné. Anaerobni metabolismus navic dodava velké mnoZzstvi
substrati pro anabolické drahy, napt. ribézu pro syntézu nukleotidd, glycerol, acetyl a citrat,
poti‘ebné pro syntézu mastnych kyselin, uhlikové kostry pro syntézu neesencialnich
aminokyselin a reduk¢ni potencial ve formé NADPH, prostrednictvim pentézového cyklu
(Heiden et al., 2009). Buriky tumoru nejsou selektovany pro co nejefektivnéjsi energetické

vyuziti Zivin, kterych maji diky vysoké hladiné glukézy a Gln v krvi neustale dostatek.

Hojné diskutovana je role kyslikovych radikali (reactive oxygen species - ROS) v metabolismu a
proliferaci nadorovych bunék. MozZnosti reparace poskozeni DNA plisobenim ROS byvaji u
malignich bunék typicky sniZené, inhibici fady anti-ROS mechanismii nedostate¢nou funkci
tumorsupresort, jako napr. p53 je dale ochromena obrana proti témto molekulam a

v neposledni Fadé mohou ROS piimo plisobit v bunécné signalizaci, i zapricinit zastaveni
bunécného cyklu (Schieber and Chandel, 2014; Xiao et al., 2005). Proto se maligni buiika snazi

udrzovat koncentraci téchto latek v izkém rozmezi.

2.4.2  Oxidace mastnych kyselin (FAO)

Matné kyseliny jsou extrémné diilezitym zdrojem energie. Zpracovani mastnych kyselin za
aerobnich podminek poskytuje priblizné dvakrat vice energie na gram suché vahy nez
zpracovani glukozy. V procesu beta oxidace je v kazdém cyklu zkracen retézec mastné kyseliny
o 2 uhliky za produkce acetyl-CoA, NADH a FADH2. NADH a FADH2 je poté zpracovano

v dychacim retézci za vzniku ATP, nebo miiZe byt (po konverzi v NADPH v niZe uvedenych

reakcich) vyuzito v anabolické syntéze.
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Jak bylo zminéno vyse, dostatek ATP vétSinou neni limitujicim faktorem preziti a proliferace
nadorovych bunék. Limitujicim faktorem téchto bunék je vétSinou koncentrace NADPH a
uhlikovych fetézcl pro biosyntézu. NADPH je v metabolismu produkovano piedevsim 4
reakcemi: oxidaci glukdzy enzymy glukéza-6-fosfodehydrogenazou (G6PDH) a 6-
fosfoglukonolakton dehydrogenazou (6PGLDH) v pentézofosfatovém cyklu (PPP),
metabolismem malatu na pyruvat pomoci katalyzy NADP+ dekarboxylujici
malatdehydrogenazou (jable¢ny enzym, malic enyzme - ME1) a oxidaci isocitratu na a-
ketoglutarat enzymem isocitrat dehydrogenazou. Dvé z téchto reakci vyuzivaji produkty
Krebsova cyklu ziskané mj. anaplerotickymi reakcemi a samozi'ejmé stabilni dodavkou acetyl-
CoA, ktery mize pochazet vyznamné pravé z {3-oxidace mastnych kyselin. Dostatecna dodavka
acetyl-CoA pomoci FOA pak zajiStuje moznost vyuziti pyruvatu vzniklého glykolyzou, ¢i ¢innosti
ME1 k tvorbé oxaloacetatu jednou z anaplerotickych reakci a naslednou konverzi skrze Krebstv

cyklus na malat a opétovnou tvorbu NADPH pomoci ME1.

NADPH ma roli i v odstranovani ROS skrze udrZovani zasoby redukované formy glutationu.

V ptipadé vycerpani antioxidantu dochazi v leukemickych burikach k indukci apoptézy. Tento
efekt mize byt zvracen dodanim jiného redukéniho Cinidla (Armstrong et al., 2002). Aktivace
FAO ziejmé umoziuje prezit bunkam pod stresem, napriklad metabolického charakteru, Ci ze
ztraty prilnuti (loss of attachment - LOA) (Schafer et al., 2009) a inhibice této metabolické drahy
plisobi proapoptoticky a synergicky z efektem chemoterapie (Hermanova et al., 2016; Pike et al,,
2011). Regulace aktivace FAO ziejmé také hraje roli v determinaci diferenciace HSC a
rozhodovani mezi symetrickym a asymetrickym délenim (Ito et al., 2012). Limitujicim a
regulacnim enzymem FAO je karnitin-palmytoyl transferaza (CPT1), ktera je v fadé tumort
overexprimovana a jeji inhibice pomoci etomoxiru sniZuje chemorezistenci, preziti

v hypoxickych podminkach a za nedostatku glukézy(Qu et al., 2016). Aktivace této drahy

vykazuje negativni korelaci s aktivaci mTOR signalizace (Zaugg et al., 2011).

2.4.21 FAOaFAS

V malignich bunkach existuje zvlastni rovnovaha mezi oxidaci a syntézou mastnych kyselin.
Syntéza mastnych kyselin (FAS) je ve vétS$iné malignich bunék zvySena a pravdépodobné slouzi
predevsim k syntéze fosfolipidi bunécnych membran a signalnich lipidi. Kromeé toho mohou
mastné kyseliny syntetizované touto drahou slouzit jako zdroj metaboliti pro FAO béhem
metabolického stresu. Jakkoli je vztah mezi témito drahami za normalnich okolnosti
antagonicky, v nadorovém metabolismu se tyto drahy vzajemneé podporuji a mohou fungovat

v bunce zaroven (Qu et al,, 2016).
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2.4.3 Role Glutaminu a Aspariginu

Glutamin a asparagin patii do skupiny aminokyselin jeZ jsou podminéné esencialni. Za
normalnich podminek mohou byt syntetizovany z jinych latek ptijimanych v potravé, ale ve
stresovych podminkach je jejich dodavani nutné. Stejné tak jsou tyto aminokyseliny nutné pro

preziti mnoha monoklonalnich nddorovych linii, jak bylo diskutovano vyse.

24.3.1 Glutamin

v pomérné Uzkém rozmezi zejména de novo syntézou ve svalech, plicich a tukové tkani.
Glutamin zGstava pro nadorové bunky in vivo ¢asto nepostradatelnym substratem pro udrzeni
oxidativni fosforylace a hlavnim zdrojem ATP dokonce i za hypoxickych podminek (Fan et al,,
2013). Glutamin hraje také klicovou roli v metabolismu dusiku a jako substrat pro anabolické
pochody. VétSina glutaminu utilizovaného k tvorbé biomasy je inkorporovana do nukleotidd a
proteint (Hosios et al., 2016). Vedle de novo syntézy a transportu z cytoplasmy je dalsi cestou

ziskani glutaminu mikropinocyté6za a autofagicka degradace intracelularnich proteint.

Po vstupu do burniky je glutamin zpracovan glutaminazou (GLS) na glutamat. Alternativné mutze
byt glutamin zpracovan enzymy ze skupiny aminotransferdz a umoznit tak butice tvorbu
neesencialnich aminokyselin, mj. asparaginu. Minimalné 50% neesencialni aminokyselin
ziskavaji neoplastické bunky timto zptisobem (Alberghina and Gaglio, 2014). Glutamat miiZe byt
poté metabolizovan glutamat dehydrogenazou (GLUD) za tvorby a-ketoglutaratu, redukéniho
potencialu ulozeného v molekule NADPH a amoniaku, ¢i transaminaci. Produkce a-
ketoglutaratu je anapleroticka reakce dopliiujici substrat do Krebsova cyklu, NADPH potom
miuZe slouZit pro biosyntézu, ¢i redukci hladin ROS. Dal$i mozZnosti zpracovani a-ketoglutaratu
je nekanonicka reduktivni karboxylace na citrat, slouzici jako zdroj uhliku pro syntézu mastnych

kyselin, zejména za hypoxickych podminek (Gameiro et al., 2013).

Nezanedbatelnou roli hraje glutamin v regulaci aktivity mTOR signaliza¢ni kaskaddy. mTOR
draha miize byt u nadorovych bunék celkové hyperaktivovana zvySenim vychytavani glutaminu
a asparaginu, jak je pro tyto buiiky typické. Pfisun glutaminu také tlumf{ dalsi ,,amino acid

sensing” drahu skrze protein GCN2 a stresovou drahu IRS (Ye et al,, 2010; Zhang et al.,, 2014).

Dostatecny prisun aminokyselin asparaginu a glutaminu je nutny pro syntézu nukleotidi. Po
odepreni téchto aminokyselin nasleduje zastaveni ristu malignich bunék, které nemize byt
zvraceno dodanim primych intermediat Krebsova cyklu, avsak je ispésné anulovano dodanim
exogennich nukleotidi (Gaglio et al., 2009). Stejné tak mohou byt buriky deprivované o glutamin

zachranény prisunem asparaginu ¢i aspartatu (Patel et al.,, 2016; Zhang et al., 2014).
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Glutamin a asparagin tedy podporuji akumulaci biomasy dodanim uhlikovych koster a dusiku
pro syntézu mastnych Kyselin, aminokyselin a nukleotid(, nepfimou generaci redukcnich

potencial(, i stimulaci signaliza¢nich drah nutnych pro jejich syntézu (Altman et al., 2016).

2.4.3.2 Zavislost na glutaminu

Zavislost na glutaminu je u nddorovych bunék velmi ¢asty ziskany auxotrofni fenotyp. Tato
charakteristika je spojena s fadou ¢astych onkogennich mutaci - napt. amplifikaci MYC a
mutacemi KRAS. Diive se potfeba pfisunu glutaminu spojovala s jeho excesivni vyuZitim pro
anaplerotické reakce a udrzeni Krebsova cyklu. Aktualni publikace vSak ukazuji, Ze minimalné
v bunikach glioblastomu je klicové vyuziti glutaminu pro syntézu nukleotidi. Zvlasté snizena
syntéza prekurzord purini je v podminkach omezeného piisunu glutaminu limitujicim
faktorem proliferace (Tardito et al.,, 2015). Druhym podstatnym faktorem zavislosti je potreba

glutaminu pro aktivaci signaliza¢ni drahy mTOR (Krall and Christofk, 2015).

Nutno dodat, Ze zavislost na glutaminu neni zdaleka uniformni pro vSechny typy karcinomi a
intenzita i zptisob metabolického vyuziti glutaminu se lisi dle tkané ptivodu, genotypové

charakteristiky i nddorového mikroprostiedi (Altman et al., 2016).

2.4.3.3 Asparagin

Na rozdil od aktivniho metabolismu glutaminu bylo na asparagin pohliZeno (s vyjimkou role

v proteosyntéze a konverze na kyselinu asparagovou) jako na metabolickou slepou ulicku.
Jakkoliv glutamin ptispiva k syntéze mnoha aminokyselin prostrednictvim svého katabolitu
glutamatu, pouze asparagin ho nutné vyzaduje pro de novo syntézu. Reakce katalyzovana ASNS
enzymem je jednosmérna a ATP dependentni (Krall et al.,, 2016). Intracelularni a plasmatické

hladiny asparaginu jsou v porovnani s glutaminem 10-100x nizs{ (Stegink et al., 1991).

Nedavny vyzkum prisuzuje asparaginu podstatnou roli jako faktoru vymeény aminokyselin pri
transmembranovém transportu. Zejména ptrenos malych nepolarnich aminokyselin,
serinu/threoninu a argininu byl nasobné urychlen po dodani asparaginu. VétSina asparaginu
navic nebyla po dodani ASNS deficientnim buiikdm katabolizovana, coz svéd¢i pro
nedestruktivni vyuziti jeho molekuly. Pomoci facilitace tohoto transportu ma asparagin klicovy
vliv na aktivaci mTOR drahy a regulaci proteosyntézy i syntézy nukleotidi a samoziejmé na
dodani klicovych stavebnich prvki nejen pro biosyntézu polypeptidi. Podobna funkce pii
transmembranovém transportu kyselin a nasledné aktivace mTORC1 existuje i u glutaminu
(Nicklin et al., 2009). Funkce asparaginu v daném transportu vS§ak nemiize byt plné
substituovana glutaminem a naopak deaktivace mTORC1 v nepfitomnosti glutaminu miiZe byt u

HeLa bunék zvracena dodanim asparaginu (Krall et al., 2016).
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Vyznamnym dlsledkem nové objevené funkce asparaginu je i docenéni vyznamnosti jeho role

v regulaci bunéc¢ného metabolismu. Zavislost na glutaminu muiZe byt do zna¢né miry zavinéna
potiebou syntézy asparaginu pomoci ASNS a v literatufe bylo popsano zvraceni této zavislosti u
bunék s aktivni glutamin syntetdzou pomoci exogenniho dodani asparaginu do média (Zhang et
al,, 2014). Aktivita glutamin syntetazy zfejmé dostacuje pro naplnéni bunécné potieby
glutaminu, av$ak jiZ ne pro dostatecnou syntézu asparaginu. U bunék zavislych na glutaminu se
po knockoutu ASNS vyviji zavislost na asparaginu podobného razu jako zavislost na glutaminu.
U bunék melanomu a sarkomu doslo po knockoutu ASNS k zastaveni ristu v G1/G0-fazi, jez
mohlo byt zvraceno exogennim dodanim asparaginu (Li et al.,, 2015). U bunék kolorektalniho
karcinomu doslo po inhibici glutaminolyzi a autofagie se soucasnou depleci asparaginu k sniZeni
viability a indukci apoptézy (Li et al., 2017). Inhibici enzymu se soucasnou depleci

plazmatickych zasob asparaginu zastavilo riist sarkomu také in vivo (Hettmer et al.).

Odstranéni obou aminokyselin z média (napt. plisobenim ASNazy) vede k obtiZné reverzibilni,
az nezvratné inaktivaci mTOR drahy se zavaznymi dasledky pro bunécné prezivani a proliferaci.
Naproti tomu pouze deplece glutaminu, ¢i odepieni asparaginu se sou¢asnym knockoutem

ASNS vedly k fenotypu zvratnému po obnoveni prisunu téchto aminokyselin (Krall et al., 2016).

Tyto poznatky také nastiniuji, pro¢ samotna deplece asparaginu nedostacuje pro zastaveni
proliferace nadoru a proc¢ troven exprese ASNS nehraje vyznamnou roli v predikci rezistence na
1é¢bu ASNazou v détské ALL. Vzhledem k soucasné depleci glutaminu jako klicového substratu

ASNS, neni dostatec¢na funkce enzymu mozna.

2.4.4 Amino acid sensing, mTORC1, mTORC2, GCN2

Serin/treonin kindza mTOR je souc¢asti komplexi mTORC2 a mTORC1, kde hraje roli v regulaci
rastu a prezivani buneék, proliferace, proteosyntézy, syntézy nukleotidd, dalSich slozek
metabolismu, autofagie a transkripce v odpovédi na dostupnost zivin, energeticky stav buiiky a
pritomnost ristovych faktort. V komplexu mTORC2 ptisobi i jako tyrosin kinaza regulujici

receptory pro inzulin a inzulin-like ristovy faktor 1 a udrzovani cytoskeletu.

General control nonderepressible 2 (GCN2) je také serine/threonine a stejné jako mTOR

moduluje metabolismus v odpovédi na nutri¢ni deprivaci, predevsim nedostatek aminokyselin.

2.44.1 mTORC1

Komplex mTORC1 je sloZeny predevsim z proteinti mTOR, Raptor (Regulatory associated
protein of mMTOR) a mLST8 (mammalian Lethal with SEC13 protein 8). Ostatni proteiny nejsou
pro funkci komplexu nezbytné nutné. Dalsi vyznamnou charakteristikou je i citlivost

k rapamycinu, kterou se odliSuje od mTORC2. Komplex hraje vyznamnou roli v procesech
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onkogeneze, starnuti a ztraty citlivosti na inzulin vedouci k diabetu a je proto pfedmétem

intenzivniho vyzkumu (Zoncu et al.,, 2011).
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Obr. 1.5: Schématické znazornéni aktivacnich mechanismt komplexu mTORC1 a jeho efekti na burnku.

Pfevzato a upraveno z Kim et al., 2013.

mTORC1 muze byt aktivovan fadou intra- i extracelularnich stimuld. Mezi nejprostudovanéjsi
patii aktivace ristovymi faktory pomoci drah PI3K-Akt, a/nebo RAS-MAPK. Tyto drahy vedou
k fosforylaci a inhibici tuberous sclerosis complex 2 (TSC2), ktery v komplexu s TSC1 a TBC1D7
plisobi jako GTPazu aktivujici protein (GAP) pro malou GTPazu Rheb, ktera je aktivni pti vazbé
GTP a nepostradatelna pro plnou aktivaci mTORC1. Riistové faktory tedy zvysuji aktivaci
mTORC1 zvySenim poméru Rheb-GTP:Rheb-GDP inhibici GAP aktivity TSC2 (Dibble et al., 2012;
Inoki et al,, 2003a).

Dal$im vstupnim signalem je pro mTORC1 stav energetického metabolismu. Pfi sniZeni tvorby
ATP dochazi k vzestupu poméru AMP:ATP, coZ vede k aktivaci serin/threonin AMP-
dependentni kinazy (AMPK), jez posléze inaktivuje mTORC1 piimou fosforylaci proteinu Raptor
a aktivacni fosforylaci Ser 1345 na TSC2. Dals{ stresové signaly, jako hypoxie jsou rovnéz

schopny inaktivovat mTORC1 ptlisobenim pies AMPK (Gwinn et al., 2008; Inoki et al., 2003b).

Poslednim vyznamnym regula¢nim mechanismem je reakce na dostupnost aminokyselin.

Inhibice mTORC1 depleci aminokyselin byla poprvé pozorovana na kvasinkach a zahy poté
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potvrzena na savc¢ich burikach (Hara et al.,, 1998). Tato aktivace vsak neni plné zavisla na TSC-
Rheb regulaéni draze, jelikoZ k inhibici mTORC1 za nedostatku aminokyselin dochazi i pti
knockoutu TSC2, kdy je mTORC1 draha normalné hyperaktivovana (Smith et al., 2005).
GTAPAazy z rodin Rag. Jak ukazaly dvé publikace z roku 2008, mutanty RagA/B GTPaz jsou
schopny udrzet mTORC1 aktivovany ¢i inhibovany nezavisle na hladiné aminokyselin a dodani
aminokyselin do média zarovei podporuje nabiti GTPazy RagB molekulou GTP (Kim et al.,
2008; Sancak et al., 2008). Zatim neobjasnénou otazkou zlstava, jakym zpisobem jsou Rag
GTPazy schopné vycitit hladiny aminokyselin v burice a spustit regulaci mTROC1. V literatuie
existuji hypotézy o intralysosomarnim snimani hladiny aminokyselin a pfenosu na s lysozomem
asociovany mTORC1 za ucasti V-ATPazy, Ci o signalizac¢ni roli leucin tRNA syntetazy jako GAP

pro Rag (Kim et al., 2013).

Cilové proteiny komplexu mTORC1 zahrnuji S6, eEF2K, SKAR, CBP80 aelF4B. Mezi efekty
signalizace patii modulace biosyntetickych drah vcetné proteosyntézy (fosforylace 4E-BP1),
syntézy mastnych Kyselin (indukce exprese SREBP-1c), syntézy nukleotidi (aktivace enzymi
carbamoyl-fosfat synthetazy 2, aspartat transkarbamylazy, and dihydroorotazy) a inhibici
degradativnich procest, jako autofagie (fosforylaci Atg13 a savc¢ich analog Atgl) (Zoncu et al.,
2011). mTORC1 také zvySuje neoangiogenezi prostiednictvim zvySeni sekrece VEGF a aktivaci
HIF1la (Land and Tee, 2007). mTOR draha je stimulovana dostupnosti aminokyselin nezavisle
na mutacich béZné nachazenych v této signaliza¢nich kaskadé u lidskych malignit. Pro nadorové
buriky je tedy vitalni tento aktivac¢ni podnét zachovat. Nutno dodat Ze vysledny efekt ptisobeni

mTORC1 je znacné zavisly na celkovém metabolickém a signaliza¢nim kontextu uvnitt burky.

2442 GCN2-ATF4drdha

naslednou tpravu metabolismu bunék. GCN2 je vysokomolekularni protein kindza aktivovana
predevsim nenabitymi tRNA molekulami. Po aktivaci fosforyluje elF2a na Ser51, coz inhibuje
iniciaci translace vétSiny mRNA. Vyjimkou je skupina mRNA reagujicich na stresové situace,
kam patii i ATF4. Tyto mRNA jsou translatovany efektivnéji v piitomnosti fosforylovaného
elF2a (Vattem and Wek, 2004). Transkripc¢ni faktor ATF4 (Activating transcription factor 4)
zvysuje expresi genl hrajicich roli v biosyntéze a transportu aminokyselin, redoxni homeostaze
a odpovédi na stres a je overexprimovan v radé lidskych tumori (Ye et al.,, 2010). Kromé
ovlivnéni translace ATF4 se GCN2 podili i na regulaci synaptické plasticity a, coz je dtilezité,
lipidového metabolismu. Aktivace GCN2 tlumi syntézu mastnych kyselin a naopak vyvolava

jejich mobilizaci a utilizaci (Guo and Cavener, 2007).
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Druhym proteinem fosforylujicim elF2a a aktivace ATF4 je kinaza PERK (protein kinase R
(PKR)-like endoplasmic reticulum kinase) aktivovana chybné sloZenymi proteiny
v endoplasmatickém retikulu. Aktivace PERK podporuje preziti bunék za hypoxickych

podminek in vitro i in vivo a podporuje rist tumoru (Bi et al., 2005).

ATF4 zyvSuje expresi asparagin syntetazy (ASNS) a pii degradaci mRNA pro ATF4 klesla
exprese ASNS o 70 %. ATF4 je nutna pro preZiti bunék v prostiedi bez neesencialnich
aminokyselin. Pfezivani bunék mize byt obnoveno arteficialni overexpresi ASNS, ¢i exogennim
dodanim asparaginu, ne v$ak jiné individualni aminokyseliny. Asparagin je tedy klicovou
aminokyselinou v regulaci aktivity ATF4-dependentni aminokyselinové homeostazy (Ye et al.,
2010). Zajimavé také je, Ze pti knockoutu ATF4 a sniZen{ exprese dochazi diky sniZeni aktivity

ASNS k aktivaci GCNZ2, coz formuje zpétnovazebnou regulaci této drahy.

Aktivace GCN2-elF2a signalizace pti nedostatku neesencialnich aminokyselin zvySuje bunécné
prezivani, aktivuje autofagii a zvySuje expresi proteinu p21. Tento protein zirejmé zplisobuje
pozorovanou akumulaci bunék v G1-fazi buné¢ného cyklu a zabraiiuje progresi do S-faze.
Progrese bunécénym cyklem za sniZeni p21 mize byt obnovena dodanim asparaginu. Bunky
neschopné aktivace této drahy maji horsi prezivani za podminek nedostatku neesencialnich
aminokyselin. Tato draha je kli¢ova i pro prezivani malignich bunék in vivo a xenografty

s afunkéni GCN2-ATF4 signalizaci nejsou po implantaci schopny riistu (Ye et al., 2010).

Publikované vysledky naznacuji, Ze minimalné v jaternich bunkach hraje GCN2 klicovou roli v
znamé inhibici mTORC1 pisobenim asparaginazy a piitomnost GCN2 je nutna pro adaptaci na
plisobeni tohoto 1é¢iva (Bunpo et al.,, 2009). Tato souvislost miizZe byt vysvétlena objevenou
spojkou mezi obéma drahami reagujicimi na nedostatek aminokyselin ve formé proteinu
Sestrin2, jehoz exprese je indukovana transkripénim faktorem ATF4 a nutna k supresi mTORC1

nedostatkem aminokyselin (Ye et al., 2015).

2.4.5 Autofagie

Autofagie v onkologii je zkoumana jako jev ovliviiuji mj. onkogenezi a odpovéd’ na terapii. Pro
jeho urceni se uzivaji markery LC3, Beclin 1 a Atg5, jez se ucastni riiznych fazi a typi autofagie,
nebo primé pozorovani s vyuzitim fluorescen¢nich metod. Byly popsany tumorsupresivni
ucinky autofagie v rané fazi vyvoje malignity, naopak v pokrocilych fazich riistu malignity mize
mit autofagie pozitivni vliv na udrzeni Zivotaschopnosti a kompenzaci stresovych podminek,

jimZ jsou buriky vystaveny (Kondo et al., 2005).

Rozporuplné jsou nazory na ucinek autofagie na citlivost k terapii. Rada studii ptisuzuje
autofagii cytoprotektivni ucinky proti piisobeni chemoterapeutik, ¢i radioterapie. V pripadé

ASNazy bylo u citlivych REH a 697 bunéénych linii po podani popsano zvyseni koncentrace
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proteinu LC3-11 i po¢tu pozorovanych autofagickych vakuol a po inhibici autofagie chlorochinem
(CQ) doslo k ¢astecné obnoveé citlivosti u linie 697 s indukovanou rezistenci vii¢ci ASNaze. Pokles
viability byl vSak dle prezentovanych vysledkli mnohem vyraznéjsi u ptivodnich, citlivych bunék
(Takahashi et al., 2017). Jiné studie spojuji autofagii s buné¢nou smrti a inhibitor mTORC1,
rapamycin aktivuje apoptézu, zaroven vsak vede k poklesu proliferace a nartistu apoptozy u
rady nadorovych bunék (Kondo et al., 2005; Sharma et al., 2014). Jakkoliv tedy pievladaji
poznatky o cytoprotektivnim vlivu autofagie, jeji efekt je kontextualné zavisly a z pouhé jeji

pritomnosti nenf moZno usuzovat na dopad na viabilitu bunky.

Kromeé sledovani pfemény proteinu LC3-I na formu LC3-II jako markeru apoptézy jsou
vyznamné i proteiny Beclinl a Atg5, jeZ jsou mj. nepostradatelné pro iniciaci a nukleaci
autofagosomu. Beclin1 plisobi zaroven jako protektivni faktor proti tumorogenezi a
neurodegeneraci (Kondo et al., 2005). Prokazan byl také jeho vliv na apoptézu ve spolupraci

s antiapoptotickym proteinem Bcl-2 a pozitivni vliv na citlivost ovarialnich nadora na
chemoterapii a jeho pritomnost se poji s lepsi prognézou (Kang et al., 2011; Valente et al,, 2014;
Zhong et al,, 2009). Také v pripadé Atg5 byla objeven mimo regulace autofagie funkce v indukci
zastavy bunécného cyklu a indukce opozdéné apoptdzy v reakci na poskozeni buriky (Simon and
Friis, 2014).

oo s gt B o e

Nukleace

1

|

|

I

| i rteng
.

|
I

I

I

|

|

\

Hladovéni
Rapamycin

|

AT

BE ot et et s e I N
: Maturace . ALR cyklus
I : : Lyzozom -«— Reformace lyzozomu
: & £ P :
I &) i
| STy ’d* ) ! Autofagie . .  Autofagozom < ——
: @ Bunéény skelet | | T Y
I
“ y | I
I
I ; S‘) H ]' :
]

Hladovéni —1@ _— @ ~+— Nutrienty <— Autolyzozom
| ]

it v ) (R S e e S S e e e o e e e S e Y e N e e e o s e L e R e

Obr. 1.6: Schématické znazornéni 4 hlavnich fazi autofagie: Iniciace (ovlivnénad mTOR), Nukleace (nutny

Beclinl), Elongace (nutné Atg5 a LC3-I) a Maturace. Prevzato a upraveno z (Kang et al., 2011)

Regulace autofagie je zajiSténa mj. drahami mTOR a CGN2-ATF4 a jejich inhibice vede

k vyznamnému nartstu intenzity tohoto procesu (Kang et al., 2011).
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3 CILE PRACE

1. Vytvoreni modelu s celkovym uml¢enim fizniho genu ETV6-RUNX1 v leukemickych
liniich REH pomoci systému CRISPR/Cas9

2. Ovéreni modelu na DNA (Sangerova sekvenace), mRNA a proteinové urovni (western
blot)

3. Studium proliferace a apoptdzy pied a po inkubaci s L-asparaginazou

4. Detekce proteint signaliza¢nich drah ticastnicich se regulace metabolizmu bunék

5. Méreni metabolickych zmén na drovni glykolyzy, oxidativni fosforylace a oxidace MK
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4 METODY

4.1 BUNECNE KULTURY

Vsechny procedury s bunécnymi liniemi byli provadény za sterilnich podminek v laminarnim
boxu vybavenym HEPA filtrem. Rovnéz veskeré vybaveni pro pfimou manipulaci s butikami a
jejich kultivaci bylo sterilni a jednorazové. Pro sterilizaci pracovnich povrchi a nesterilnich
nadob vnasenych do boxu byl pouZit 70 % etanol. Bunécné linie byly kultivovany za

standartnich podminek 5 % CO- a teploty 37°C.

4.1.1 Pouzité bunécné linie

Pro experimentalni ¢ast byli pouzity dvé linie z ALL B-lymfocytarnich prekurzort s ptitomnosti
translokace (12;21) a fizniho genu ETV6/RUNX1 a to REH (DSMZ no.: ACC 22) a AT-2, které
byly zakoupeny z Némecka od firmy Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH a ziskany z partnerské laboratore v Nizozemsku.

4.1.2  Kultivani médium

Pro kultivaci obou bunéénych linii bylo pouZito médium RPMI (Roswell Park Memorial Institute
1640 Medium) od firmy Thermo Fisher. K tomuto médiu bylo pridano do finalni koncentrace 10
% (v/v) inaktivované fetalni bovinni sérum (FBS) od téZe spolec¢nosti. Inaktivace média
probihala po jeho rozmrazen{ zahfatim ve vodni 1dzni na teplotu 56 °C po dobu 10 min. Dale byl
do média pridan roztok antimykotik a antibiotik do finalni koncentrace 1 % (v/v). Jednalo se o
produkt Antibiotik-Antimycotic od firmy Thermo Fisher obsahujici penicilin, streptomycin a
amfotericin B. Médium bylo pripravovano za sterilnich podminek v laminarnim boxu a

uchovavano pii 4°C.

4.1.3 Pasazovani bunék
Pasazovani bunék je ikon vymény média za ticelem dodani novych nutrienti a zaroven
odstranéni metaboliti a mrtvych bunék. Soucasné je provedena redukce poctu bunék na 0,5 mil.

bunék/ml média. Kvili vysoké proliferacni aktivité vyZadovaly bunky pasaz dvakrat tydné.

Bunécné linie REH i AT-2 jsou neadherentni, neni tedy tireba kultivace s EDTA, ¢i trypsinem, pro
vytvoreni suspenze postacuje promichani obsahu kultiva¢ni lahve automatickou pipetou. 10 ml
bunécéné suspenze bylo odebrano do plastové zkumavky a centrifugovano (1000 RPM, pokojova
teplota, 5 min) na centrifuze Universal 32R od firmy Hettich, rotor 1619. Supernatant je v boxu

odstranén a bunécny sediment resuspendovan v 1 ml média.
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Ze ziskané suspenze bunék je poté odebrano 10 ul za icelem pocitani bunék. Tento proces
probihal na pracovisti CLIP pomoci automatické pocitacky bunék Automatic Cell Counter od

formy Life Technologies nasledovné:

e Odebranych 10 ul je naredéno v poméru 1:1 s trypanovou modii (Trypan Blue, Life
Technologies)

e Smeés je poté aplikovana do pocitaci komurky ve specialnich jednorazovych sklickach
kompatibilni s pocitackou (Cell Counting Chamber Slide, Life technologies)

o (elé sklicko je vsunuto do pristroje, ktery je nutné manudlné zaostrit na buriky dle
nahledu

e Vysledkem tuspésného pocitaciho procesu je poté pocet viabilnich a mrtvych bunék na

1ml roztoku a histogram distribuce jednotlivych bunéénych velikosti

Alternativnimi metodami pouzivanymi pti spolupraci s pracovistém Bioenergetiky
Fyziologického tstavu AV CR byly manualni poéitani pomoci Biirkerovi komfirky, &i pfistroje
ScepterTM 2.0 (Millipore). I pro potreby této automatické pocitacky je nutno vyuzit specialnich
jednorazovych pipetovych Spicek (Scepter Cell counter sensor, Millipore). Po nasati bunék do
této specialni pipety je provedeno pocitani a analyza velikosti jednotlivych bunék a vystupem je
opét pocet Zivych a mrtvych bunék na 1 ml a histogram bunécnych populaci dle velikosti, kde

lze upravit rozsah velikosti poc¢itanych bunék. Metoda nevyzaduje pouziti specialniho barveni.

Po spocitani bunék byly pro ucely pasaze bunky nasazeny do Cerstvého média s finalni

koncentraci typicky 0,5 mil./ml.

414 Kryoprezervace

Pro ucely kryoprezervace byla pripravena bunécna suspenze o objemu 600 pl obsahujici typicky
10 mil. bunék. Metodika pripravy suspenze byla shodna s pripravou na pasazovani. Dale bylo
pripraveno na kazdy zamrazovany vzorek 300 ul inaktivovaného FBS a 100 ul 99 %
dimethylsulfoxidu (DMSO; Sigma-Aldrich) a nddoba pro zamrazeni bunék (Mr. Frosty, Thermo
Fisher Scientific Inc,), aby mohly byt buiiky zamrazeny co nejdfive po smichani v§ech sloZek.
V ramci piiprav jsem se téz ujistil, Ze je nadoba Mr. Frosty naplnéna isopropanolem po
vyznacenou rysku. Tato napln zajisti spravnou a rovnomeérnou rychlost zmrazeni vzorku. Po
provedeni vSech priprav byly do popsanych zmrazovacich zkumavek vSechny slozky v tomto
poradi: 600 pl bunécné suspenze, 300 pl FBS, 100 pl DMSO. Posledni slozka byla pridavana
postupné po sténé zkumavky a poté byla smés kratce pipetou promichana a co nejrychleji
prinesena v zmrazovaci nadobé do mrazaku o teploté -80 °C na dobu minimalné 24 hodin. Pro

dlouhodobé uchovani byly vyuzity boxy naplnéné tekutym dusikem.
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4.1.5 Rozmrazovani bunék

Pfi procesu rozmrazeni byly buniky uchovavané v boxech s tekutym dusikem pieneseny do
vodni 1azné o teploté 37 °C, kde byly ponechany do témér uplného roztati ledového télesa. Poté
byly zkumavky s buntkami piresunuty do laminarniho boxu a jejich obsah prepipetovan do 15 ml
zkumavek. K bunécné suspenzi bylo pomalu doplnéno 10 ml vytemperovaného kultiva¢niho
média. Buniky byly poté centrifugovany (170 g, pokojova teplota, 5 min), supernatant odstranén
a nahrazen 5 ml vytemperovaného kultivacniho média. Tato suspenze byla poté kultivovana

v malych kultiva¢nich lahvich a pasazovana, jak je uvedeno v 4.1.3, PasaZovani bunék, str. 34.
Prestoze bylo zamrazeno typicky 10 mil. bunék a pro kultivaci jsme standardné pouzivaly
koncentraci 0,5 mil. bunék/ml, v tomto pripadé byl cely obsah finalné resuspendovan do 5 ml
média. Divodem je nezanedbatelnd mortalita procesu kryoprezervace, ktera v nékterych
pripadech €inila i pres 50 %. Bunky byly i z divodu rozdilné viability po kryoprezervaci po
rozmrazeni sledovany kazdych 24 hodin az do prvni pasaze. Po stabilizaci kultury bylo

provedeno zamrazeni ¢asti bunécné kultury pro obnoveni zalohy.

4.2 SEKVENOVANI SANGEROVOU METODOU

4.2.1 Izolace DNA pomoci QIAmp DNA micro kitu

Pti pasazi byl odebran pozadovany pocet bunék a tyto bunky byly bez piipravy zmrazeny na
teplotu -80 °C. Tento krok je sice velmi skodlivy pro buriky, avsak DNA, o kterou mame v této
procedute zajem, neposSkozuje. Navic dle zkuSenosti laboratote predchozi zamrazeni bunék sice
neni nutné, ale zlepsuje prichodnost metody ziejmé naruSenim membran pti zmrazeni bez
ptipravy. Izolace DNA byla nasledné provedena pomoci QIAmp DNA micro kitu (Qiagen). Tento
kit vyuziva specializované kolonky obsahujici silica-gel membrany vazici DNA a je

optimalizovany pro ziskani DNA i z malych vzorki.

Nejprve byly vytvoreny pelety a odstranén supernatant. K peletdm byl nasledné pridan lyzac¢ni
pufr spolecné s proteinazou K. Smés byla poté pulzné vortexovana a inkubovana pri 56 °C po
dobu 10 minut pro efektivni digesci proteinii. 50 ul 99 % ethanolu bylo nasledné pridano za
ucelem vysrazeni DNA a lyzat byl prepipetovan do kolonek a centrifugovan. Promyvaci kroky
byly provedeny dle navodu vyrobce a eluce byla uskutecnéna piidavkem 35 pl nuclease-free

vody. Podrobny navod je dostupny na webovych strankach vyrobce.

Cistota a koncentrace izolované DNA byla uréena pomoci spektrofotometru NanoDrop (ND-
1000 Spectrophotometer, Thermo SCIENTIFIC) v programu ND-1000. Cistota DNA byla uréena
pomoci méreni pomeéru absorpci 260 nm: 280 nm, piicemz normalni hodnoty se pohybuji mezi

1,7 2 1,9. Jiné hodnoty budi podezieni na kontaminaci proteiny, ¢i fenolem.
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4.2.2 Amplifikace pomoci PCR a ovéfeni pomoci elektroforézy

Po izolaci DNA a urceni jeji Cistoty a koncentrace byla provedena amplifikace 224 bp dlouhého
fragmentu obsahujictho misto zasahu edita¢niho systému CRISPR/Cas9 v oblasti exonu 2 genu
ETV6. Jelikoz druha kopie genu je u linie REH deletovdna, nemuseli jsme se obavat smiSeného
vysledku sekvenace z tohoto diivodu. Pozity byly primery Forward o sekvenci 5'-
GGTCTCATACCTCCATTCCAAG a Reverse: 5'-CGCCATCAATCCTCTGTCC. Pro sekvenaci bylo do
smeési vpraveno 2 pl DNA o koncentraci 50-100 ng/pl do celkového mnozstvi 25 pl. Amplifikace
probihala na cykleru 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Life Technologies) dle

protokolu:

e 1x5min95°C

o 20x(20sec95°C+ 30 sec postupné snizovani teploty z 65 °C na 55 °C + 40 sec 72 °C)
e 1x7min72°C

e Hold4°C

Uspésnost amplifikace byla ovétena elektroforézou, kde byl pomoci piidavku ethidium bromidu

detekovan cilovy fragment.

4.2.3 Sekvenace
DNA byla odeslana na pracovisté FN Motol, kde byla sekvenace provedena Sangerovou metodou

a my jsme obdrzeli data ve formatu FASTA.

424 Analyza
Oprava chyb v automatické analyze sekvence, alingment a vysledna analyza byly provedeny

v programu BioEdit Sengence Alingment Editor verze 7.0.5.3.

4.3 aRT-PCR

Prace s RNA byla provadéna v boxu k tomu specidlné urceném, aby se zamezilo kontaktu

s RNazou. Prace s RNA byla provadéna bez zbytecného prodleni a vzorky uchovavany na ledu.

4.3.1 Izolace RNA

Buriky byly ziskany zptisobem popsanym v 4.2.1 Izolace DNA pomoci QIAmp DNA micro kitu.
Pro samotnou izolaci byl pouzit RNeasy Mini kit (Qiagen). Opét bylo postupovano témér striktné
dle navodu poskytnutého vyrobcem. Jedinou vyjimkou bylo prodlouzeni ¢ast centrifugaci pri
adhezi RNA a promyvani z 15 sec, 8000 g na 30 s, 8000 g. Ziskani frakce nukleovych kyselin
probihalo obdobné a DNA byla posléze odstranéna RNaza-free DNazou I (Qiagen) dle instrukci

vyrobce. Cistota a priblizna koncentrace ziskané RNA byly uréeny pomoci piistroje NanoDrop.
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4.3.2 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena pomoci kitu iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio Rad). Jedna
se o tiistupniovy proces provadény v automatickém cykleru s tepelnou inaktivaci reverzni
transkriptazy. Reverzni transkriptaza je v tomto pripadé H+ RN4aza, coz zvySuje jeji senzitivitu.
RNazova doména se stard o degradaci mRNA zaroven s jeji reverzni transkripci, cozZ zajiStuje
prepis do cDNA 1:1. Bylo postupovano dle ndvodu vyrobce a pouzito 5 ug templatové RNA.

Celkové mnoZstvi reakéni smési bylo 20 pl.

4.3.3 gRT-PCR

Koncentrace cDNA byla detekovana pomoci kvantitativni PCR v pristroji Applied Biosystems
7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Pro detekci fuzniho genu byly
pouzity komerc¢né dodavané sady sond a primert TagMan Assays (Thermo Fisher Scientific).
Pouzité primery byly ENF 301 komplementarni k ¢asti exonu 5 genu ETV6 a ENR361
komplementarni na exonu 3 genu RUNX1. Jako sonda byla pouZita ENPr341 komplementarni
k ¢asti exonu 5 na ETV6. Reak¢ni smés byla pripravena v duplikatu pro kazdou cDNA dle

nasledujiciho vzoru:

Reagent Objem [ul]
TagMan Assay 20x 1

TagMan Universal Master Mix II 2x 10

H.0 8

cDNA 1

Tab. 4.1: Reak¢ni smés pro qRT-PCR

Celkovy objem reaké¢ni smési byl 20 pl.

Protokol reakce probéh v 96-jamkové desti¢ce urcené pro pristroj 7500 Fast Real-Time PCR

System (MicroAmp Fast) byl nasledujici:

e 1x10min95°C
e 50x(15s595°C+60s60-°C)
e Hold4°C

Normalizace odlisnosti kvantity jednotlivych pouzitych cDNA byla provedena pomoci
housekeeping analyzy koncentracni krivky cDNA genu GUS (f3-glukoronidaza). Byly pouzity
komerc¢né dodavané primery a sonda od firmy Thermo Fisher Scientific: ENF 1102, ENF 1162 a
ENPr 1142.
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4.4 \/YTVORENIKNOCKOUTU FUzNIHO GENU ETV6/RUNX1 pomoci CRISPR/CAs9 sYSTEMU

Vlastni knockout byl proveden mou predchtidkyni v tomto projektu, proto zde uvadim pouze

obecny popis a princi metody vytvoieni knockoutu pomoci systému CRISPR/Cas9:

e Identifikace unikatni ~20 nukleotidii dlouhé sekvence v cilovém genu. Tato sekvence
musi tésné naléhat na PAM sekvenci (Protospacer Adjacent Motif), jez je typicka pro
kazdy CRISPR/Cas9 systém dle bakterie ptivodu. V nasem pripadé byla zvolena
sekvence v exonu 2 genu TEL(ETV6). Homologni gen TEL je v pfipadé nami pouZitych
bunécnych linif deletovan, proto neni nutné se obavat of-targetingu homologniho genu.

e Vytvoreni konstruktu sloZeného z dvou ¢asti: gRNA (guide RNA) obsahujici sekvenci
vazici CRISPR asociovanou endonukleazu (Cas protein) a ,,spacer komplementarni k
zvolené sekvenci nukleotidi v DNA a genu umoziiujiciho expresi Cas endonukleazy.

V nasSem pripadé konstrukt obsahoval téZ 2 selek¢ni markery. Gen GFP (green

fluorescent protein) a PuroR (gen pro rezistenci k puromycinu). Viz obr. 4.1.

gRNA tEF1a a PR T2A WPRE
A 1 ; Rl | _Cess GFP LTR
19-20 bp

Target region

O

e
@

pLV-Ubg-E

{ Y /‘_I
——
pUC ori Amp"

Obr. 4.1: Schématické zndzornéni plasmidu systému CRISPR/Cas9 s vyznatenym mistem pro
inzerci sekvence pro gRNA

o Konstrukt poté musi byt integrovan do jaderné DNA cilové buiiky. Toho je docileno
pomoci transdukci lentivirovym vektorem, ktery byl vytvoren ko-transfekci ,packaging
cells“ nékolika plasmidy. Vysledné virové partikule pak obsahuji vytvorenou sekvenci
DNA pro funk¢énost CRISPR/Cas9 systému a enzymaticky aparat nezbytny pro integraci
této sekvence do DNA.

e Pro ovéreni Uspésnosti transdukce byla provedena selekce puromycinem a detekci GFP

pomoci FACS.

Pro konstrukci plasmidu byl pouzit software Vector NTI ve verzi 11.0.

39



4.5 WESTERN BLOT
Tuto metodu jsme pouzili pro semikvantitativni analyzu proteini signaliza¢ni kaskady mTOR a

fazniho genu ETV6/RUNX1.

4.5.1 Priprava lyza¢niho pufru

Lyzacni pufr byl pripraven k nasledujicimu sloZeni:

e 1% Triton-X-100 (Merck)
e 0,1 % dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich)
e 150 mM chlorid sodny (NaCl) (Sigma-Aldrich)

e 50 mM tris(hydroxymethyl)aminomethan s kyselinou chlorovodikovou (Tris-HCI)
(Sigma-Aldrich)

e 50 mM fluorid sodny (NaF) (Sigma-Aldrich)
e 2 mM kyselina etylendiamin tetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich)
e 1 mM fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Roche Diagnostics)
e 1mM ortovanadat sodny (NazVOs4) (Sigma-Aldrich)
e 2 mM chlorid hote¢naty (MgCl,) (Roche Diagnostics)
e Smés proteazovych inhibitort (Roche Diagnostics)

4.5.2 Pfiprava lyzatu a uréeni koncentrace protein(

Prvnim krokem po odebrani potfebného mnozstvi bunék béhem pasazovani byla centrifugace
bunék, odstranéni supernatantu tvoreného médiem a jeho nahrazeni roztokem PBS (phosphate
buffered saline). Tento proces byl poté opakovan jesté jednou. Nasledovala dalsi centrifugace a
nahrazeni PBS lyza¢nim pufrem s vyse popsanym sloZenim a inkubace smési pti teploté 4 °C po
dobu 20 min za ob¢asného vortexovani. Lyzat byl poté centrifugovan na maximalni rychlost a
supernatant uskladnén pti -80 °C pro dalsi pouziti. K provedeni vlastni SDS-elektroforézy jsme

nejdiiv museli urcit koncentraci proteint.

Zméreni koncentrace bylo provedeno spektrofotometricky pomoci RC DC Protein Assay Kit I
(Bio Rad), jenz je zaloZen na Lowryho eseji stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku.
Stanoveni vyZaduje pri kazdém méteni vytvoreni standartni krivky zavislosti absorbance na
koncentraci proteinu. Tato kiivka byla vytvorena s pouzitim fedici fady bovinniho sérového
albuminu (BSA) od 0,125 do 3 mg/ml. Pti pripraveé vzorki bylo postupovano dle navodu
vyrobce. Po pridani reagenti A, B a S byly vzorky inkubovany 15 min pti pokojové teploté a
nasledné byla zmeérena absorbance pii vinové délce 750 nm. Stanovené koncentrace byly poté

pouzity k piipraveé vzorki na naneseni na elektroforeticky gel. K pripravé byly pouzity
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NuPAGE® LDS Sample Buffer a redukéni ¢inidlo NuPAGE® Sample Reducing Agent (obé

reagenci od firmy Thremo Fisher Scientific). Redéni probihalo dle nasledujiciho vzoru:

e NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) 15 ul

e NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x) 6 ul

e Supernatant buné¢ného lyzatu dle koncentrace
e ddH;0 doplnit do 60 pl
o Celkovy objem 60 ul

¢ Finalni koncentrace proteinu ve vzorku 0,5 ug/ul

Pro detekci flzni proteinu ETV6/RUNX1 byla pouZzita pouze jaderna frakce proteinti ziskana
pomoci kitu NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific).
Pti izolaci bylo postupovano dle ndvodu vyrobce a nasledovalo zméreni koncentrace ziskané

proteinu stejnym zptisobem.

4.5.3 Elektroforéza a blotting

Pro separaci proteinti béhem elektroforézy byly pouzity komercné vyrabéné gely Bolt® 4-12 %
Bis-Tris Plus Gel (Thermo Fisher Scientific) a aparatura Bolt® Mini Gel Tank (Thermo Fisher
Scientific). VSechny vzorky byly vZdy nanaseny v duplikatu. Tank byl naplnén pufrem MOPS
(Thermo Fisher Scientific) a do jamek bylo naneseno 20 pl vzorku a na obou stranach bylo
pouzito Zebricku PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Nasledovala elektroforéza pri napéti 130 V po dobu 70-80 min.

Po ukonceni elektroforetické separace byly proteiny preneseny procesem vertikalniho blottingu
na nitrocelul6zovou membranu (Bio Rad) s pouzitim Wet/Tank Blotting Systém (Bio Rad).
Blotting probihal v prostiedi pufru o sloZeni 20 % metanol (v/v), 25 mM Tris pufr, 150 mM
glycin v ddH;0 ptinapéti 80 V po dobu 2 hod. S membranou bylo manipulovano vzdy

v rukavicich a pomoci pinzety, aby se piedeslo navazani proteinii z okolniho prostredi, jez by

poté zkreslovaly vysledek pokusu.

Membrana byla poté vétSinou roziezana dle vzorového zebiicku znaciciho bod doputovani
proteini jednotlivych molekulovych hmotnosti, aby mohly byt membrany z jednoho blottingu

pouzity pro detekci vice proteint.

K prevenci nespecifické vazby protilatek k membrané pii pozdéjsi detekci byla membrana po
dokonceni blottingu po dobu jedné hodiny blokovana 5 % roztokem bloka¢niho pufru ziskaného
piidavkem Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk (Bio Rad) do roztoku Tris-Buffered Saline +
Tween (TBST) dodaném firmou Bio Rad o nasledujicim slozeni: 50mM Tris-Cl, pH 7,5; 150mM
NaCl; 0,2 % tween.
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Po dokonceni blokace byly membrany pies noc inkubovany pii 4 °C v roztocich primarnich

protilatek v bloka¢nim pufru o koncentraci 5 %. Seznam pouzitych protilatek je uveden nize

v tab. 4.2.
Nazev protilatky Vyrobce M; proteinu [kDa]
anti-CAD Cell Signaling Technology 240
anti-phospho-CAD (Ser1859) Cell Signaling Technology 240
anti-c-Myc Cell Signaling Technology 57-70
anti-S6 Cell Signaling Technology 32
anti-phospho-S6 (Ser235/236) | Cell Signaling Technology 32
anti-p70S6K Cell Signaling Technology 85,70
anti-Phospho-p70S6K (T389) Cell Signaling Technology 85,70
anti-PARP Cell Signaling Technology 116 > 89 + 24
anti-Atgh Cell Signaling Technology 55
anti-Beclin1 Cell Signaling Technology 60
anti-ACC Cell Signaling Technology 280
anti-phospho-ACC (Ser79) Cell Signaling Technology 280
anti-AMPK Cell Signaling Technology 62
anti-phospho-AMPK (Thr172) Cell Signaling Technology 62
anti-RICTOR Cell Signaling Technology 200
anti-Akt Cell Signaling Technology 60
anti-phospho-Akt (Ser473) Cell Signaling Technology 60
anti-ETV6 GeneTex 53
anti-f-actin Sigma-Aldrich 42
Goat Anti-Rabbit IgG (H + L)- Bio Rad
HRP Conjugate
Goat Anti-Mouse IgG (H + L)- Bio Rad
HRP Conjugate

Tab. 4.2: Seznam pouzitych protilatek

Po této inkubaci byly membrany tiikrat pod dobu 10 min promyvany v TBST a inkubovany po

dobu jedné hodiny s roztokem sekundarni protilatky v 5 % bloka¢nim pufru. Dle pivodu

protilatky byla zvolena inkubace s protilatkou proti mysimu Fc fragmentu, ¢i krali¢imu Fc

fragmentu. Na této protilatce je kovalentné navazana kienova peroxidaza, jenz pozdéji umozni
katalyzou rozkladu peroxidu vodiku detekci signalu. Prebytecna sekundarni protilatka byla opét

odstranéna promytim v TBST stejnym zptisobem.

454 Detekce

Zobrazeni probihalo pomoci detekéniho kitu SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate (Thermo Fisher Scientific). Tento kit je dvousloZkovy a pracuje na principu indukce
luminescence Luminolu pii rozkladu peroxidu vodiku kirenovou peroxidazou navazanou na

sekundarni protilatce. K detekci byl pouzit pristroj C-DiGit Blot Scanner, LI-COR Biosciences.
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V ptipadé obtiznéji detekovatelného proteinu fzniho genu ETV6/RUNX1 bylo pro detekci
pouzito svétlocitlivého filmu Kodak a nasledné automatického vyvolani na pristroji OptiMax X-
ray Processor. Tohoto postupu bylo pouzito pro moznost velmi dlouhé expozice filmu a tim i

zvySeni citlivosti detekce.

Kontrola celkového mnoZstvi naneseného proteinu byla provedena pomoci detekce -aktinu,
jenZ byla provedena u kazdé membrany. Tento protein je konstitutivné exprimovan ve vSech
bunkach a neni diivod predpokladat zménu jeho exprese po knockoutu fizniho genu

ETV6/RUNX1, ¢i pridavku asparaginazy. Ke kvantifikaci bylo pouzito programii Image Studio

Lite ver 5.2 a Image] 1.52e s nadstavbou Fiji ve verzi 3.1.1.

4.6 SNP MICROARRAY ANALYZA

Tato metoda zaloZend na technice DNA microarray ma mnoho vyuziti v€etné identifikace
genetickych variaci v populaci, asociace genetickych variant s onemocnénimi, a identifikaci loss
of heterozygocity (LOH) v onkogenezi. V nasem pripadé byla metoda vyuZita pro identifikaci

zmén poctu kopii jednotlivych usekl v genetickém materialu, tedy deleci a amplifikaci.

Metoda byla provedena zkuSenou podskupinou laboratotre Molekularni genetiky pod vedeni
doktorky Markéty Zaliové, PhD. Mnou byla provedena p¥iprava DNA o dostate¢né koncentraci a
Cistoté (viz kap. Izolace DNA pomoci QIAmp DNA micro kitu str. 36) a ndslednda analyza dat

predpripravenych v programech GenomeStudio v2011.1 a [llumina Chromosome Browser.

4.7 URCENIBUNECNE VIABILITY

Ke sledovani reakce bunék na pritomnost chemoterapeutika asparaginazy v médiu a jejich
prrezivani byla pouzita MTS cytotoxicka esej (Queous One Solution Cell Proliferation Assay,
Promega). MTS je zkratka pro chemikalii 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium. Principem testu je detekce zmény
této chemikalie na formazan, ktera probiha pomoci mitochondrialnich dehydrogenaz v zivych
buiikach. Tento produkt je mozné detekovat spektrofotometricky, cozZ umoznuje kvantifikaci
prezivani bunék. K porovnant citlivosti ptivodnich leukemickych klont s vytvorenymi
knockoutnimi alternativami jsme tyto linie inkubovali v 96-ti jamkové desti¢ce v postupné

narustajicich koncentracich ASNazy.

Do jamek byla nejprve pipetovana bunécna suspenze o poctu 12000 bunék a objemu 80 pl. Pro
kazdou linii byla vyuzita jedna desticka, coZ ndm umozZnilo provést pokus v technickém
hexaplikatu. Takto pripravené desticky byly kultivovany pi'es noc v boxu za standartnich

podminek (37 °C, 5 % CO,).
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Druhy den bylo do jamek ptriddno 20 ul média, ¢i média s asparaginazou. Ta byla pripravena v 8
fedénich od 0.0000025 do 25 U/ml. Kazdé dalsi koncentrace byla 10 niZ$i nez piredchozi. Jeden
vzorek v kazdém radku obsahoval ¢isté médium bez pridavku bunécné suspenze (pouzit pro
urceni pozadi) a stejné tak k jednomu vzorku s obsahem bunék v kazdé radé bylo pridano pouze

Cisté médium a tato jamka pozdéji slouzila k normalizaci dat mezi destickami.

Nasledovala 72 hodinova kultivace v inkubatoru po které bylo do vSech jamek pridano 14 pl
MTS a buriiky byly opét 3 hodiny ponechany v inkubatoru. Méreni viability bunék po této
procedure probéhlo spektrofotometricky na pristroji VersaMAX Microplate reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, USA) pti vinové délce 490 nm. K vyhodnoceni vysledki jsem vyuzil

programil Microsoft Excel a GraphPad Prism 6 for Windows verze 6.01.

4.8 AGILENT SEAHORSE XF (EXTRACELLULAR FLUX) ANALYZA

Byla pouzita verze XF24 Sensor Cartrige s 24 jamkami na desticku. Tato technologie umoznuje
automatické davkovani reagencii do jednotlivych jamek za souc¢asného monitorovani OCR
(oxygen consumption rate) a ECAR (extracellular acidification rate) z ¢ehoZ lze posléze odvodit
charakteristiky buné¢ného metabolismu. Tato metoda byla vyuZita pro méfeni glykolytické

aktivity a intenzity probihajici oxidativni fosforylace.

Mitochondrialni respirace
FCCP Aktinomycin + Rotenon
Oligomycin

Respiraéni
rezerva

Maximalni
respirace

1004 Bazdlni Produkce ATp

respirace

OCAR [pmol/min]

0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100

Cas [minuty]

Obr. 4.2: Schématické priblizeni principu metody. Po kalibraci pristroje nasleduji cykly tfrech méreni a
pfidavku chemikalie. Oligomycin blokuje ATP-syntazu, FCCP rozptahuje tvorbu ATP od tvorby
protonového gradientu a Aktimycin a Rotenon inhibuji dychaci retézec.
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4.8.1 Priprava bunék a média na experiment
Béhem pasaze bunék bylo odebrano 300 000 bunék pro jeden plikat experimentu. Standardné
byl experiment provadén v pentaplikatu a s butikami kultivovanymi jak v neupraveném médiu,

tak v médiu s ptitomnosti asparaginazy. Celkem bylo odebrano 10 mil. bunék do 20 ml média.

Den po pasazi byly buiiky transportovany do pracovisté Bioenergetiky Fyziologického tstavu
AV CR a k poloviné buné&k byl ptidan enzym asparaginaza do finalni koncentrace 4 U/ml. Pti
analyze intenzity glykolyzy je pro zdarny priibéh experimentu klicové pouziti specidlniho média
bez pritomnosti pufrovaci slozky, jelikoz ¢ast funkcnosti pristroje je zaloZena na detekci zmén
pH v médiu. V pripadé detekce oxidativni fosforylace je pufrace média mozna. NiZe popsany

protokol odpovida procesu detekce oxidativni fosforylace.

Médium bylo pripraveno v laminarnim boxu za sterilnich podminek dle nasledujiciho navodu

(navod odpovida potrebam média pro 24 jamek, tj. jedna plotna):

e BASE medium 15 ml (Seahorse Bioscience)
o Aminokyselina glutamin byla pridana do celého média vyzkumniky laboratote

do koncentrace 2 mM Gln

o HEPES (1M) 15 pl - pouze pro OxPhos esej
e BSA (20 %) 150 pl

e Pyruvat (1M) 15 ul

o  Glukéza (2M) 75 ul

Médium bylo také rozdéleno na dveé stejné Casti a do jedné poloviny média byla pifiddna ASNaza
do findlni koncentrace 4 U/ml. Dale byly dle navodu vyrobce ptipraveny kartrige a zapocata

kalibrace ptistroje.

4.8.2 Protokol experimentu monitorujiciho aktivitu oxidativni fosforylace

V den experimentu byla provedena adheze bunék k jamkam pomoci extracelularniho proteinu
Cell-Tak (Fisher Scientific), kdy bylo postupovano dle navodu vyrobce a jamky byly potazeny
touto bilkovinou. Buniky byly centrifugovany a resuspendovany v ptripraveném médiu pro
potreby eseje na koncentraci 3 mil. bunék/ml. Médium bylo bezprostiredné pred zacatkem eseje
upraveno na pH 7,4 pfti teploté 37 °C. Do kazdé jamky bylo poté naneseno 300 ul suspenze a
pomoci centrifugace (200 g, brzda = 1, pokojova teplota, 1 min) byla podpofena adheze bunék.

Buriky byly poté 20-30 min inkubovany v inkubatoru bez ptitomnosti CO>, pii 37 °C. BEhem
tohoto casu byly pripraveny redéni chemikalii posléze automaticky pridavanych pristrojem
k bunécné suspenzi, a to v pripadé testovani bunécné respirace dle nasledujictho vzoru (pro

jednu plotnu):
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Reagencie Finalni [c] Finalni [c] v jamce Finalni objem
Oligomycin 20 uM 2 uM 2 mL

ROT 10 uM 1 uM -

+AA 10 pg/mL 1 ug/mL

FCCP 30 uM 3 uM, 6 uM 4mL

Tab. 4.3: ROT = Rotenon, AA = aktinomycin A, FCCP = p-3-fluorometoxyfenylhydrazol, vSechny chemikalie
pochazi z XF Mito Stress Test Kit Saehorse Bioscience

Nasledné byly reagencie naneseny do kartrige dle vzoru v tab. 4.3:

A B

55 pL Oligomycin (20 pM) 60 uL FCCP (30 uM)

C D

68 uL FCCP (30 uM) 76 uL. ROT+AA (10 uM; 10pg/mL)

Tab. 4.4: Rozpis roztokl nanasenych do jednotlivych injektord kartrige

Po vloZeni takto pripravené kartrige do pristroje zapocala kalibrace trvajici pfiblizné 15 minut.
Dale se postupovalo dle instrukci na monitoru. Hlavnim sledovanym parametrem bylo pro nas
OCR (oxygen consumption rate). Data experimentu byly zpracovany v programu Seahorse Wave
Desktop V2.6 a bylo z nich mozno odecist rezidualni nemitochondrialni respiraci po pridavku

Aktinomycinu A, bazalni bunéc¢nou respiraci a maximalni respira¢ni kapacitu.

4.8.3 Protokol Experimentu urleni glykolytické aktivity bunék

Protokol je do zna¢né miry obdobny. V pouzitém médiu nesmi byt pritomny pufrovaci latky pro
umoznéni méreni ECAR (acidifikace extraceluldrniho prostredi) a samoziejmé se lisily
chemikalie pouzité v ptipravé kartrige. V naSem pripadé jsme postupovali dle vzorového
protokolu vyrobce a pouzili pridavky 10mM glukézy, 1 uM oligomycinu a 100 mM 2-deoxy-D-
glukézy.

484 Typicky vzhled usporadani desticky pro priibéh experimentu
Jak je vidét z tab. 4.5, experiment byl obvykle provadén v technickém pentaplikatu. Dalsi 4

jamky byly pouzity pro urceni pozadi pro korekci méreni.
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Bunécna

X linie I - bez
ASNazy

Bunécna

linie II - bez X

ASNazy

Bunécna

linie I - s X

ASNazou

Bunécna

linie Il - s X

ASNazou

Tab. 4.5: Typicky vzhled uspotadani desticky experimentu. Jamky oznacené X jsou ,blank“ naplnéné

pouze médiem bez/s pritomnosti asparaginazy

4.9 URCENI INTENZITY OXIDACE MASTNYCH KYSELIN

Oxidace mastnych kyselin (FAO) byla monitorovana pomoci eseje s pouzitim radioaktivniho
palmitatu. Z toho palmitatu prechazi tritium pti oxidaci postupné az na 3H;0, jeZ je posléze

detekovana.

49.1 Priprava bunék

Den pied zapocetim experimentu bylo pii pasazi odebrano do 24 jamkové desticky v Sesti
triplikatech 0,5 mil. bunék do 1 ml média. 4 triplikaty budou slouzit pro urceni FAO bez a

s pritomnosti etomoxiru a ASNazy. 2 triplikaty budou slouZit k urceni koncentrace celkového
proteinu jako korelatu poctu bunék, jez se méni v zavislosti na pritomnosti asparaginazy a

mirnych odliSnostech v rychlosti ristu.

4.9.2 Preinkubace a pfiprava kolon

Prvni den byly buiiky piepraveny do pracovisté Bioenergetiky Fyziologického tistavu AV CR a

k poloviné triplikatd byla pridana asparaginaza do koncentrace 4 U/ml. Dale byly pripraveny
kolony, jeZ byly tvoreny dlouhymi sklenénymi Pasteurovymi pipetami se zatavenymi konci.

V digestori byly tyto pipety nejprve naplnény malym kouskem skelné vaty, jeZ slouzila jako
hruby filtr k zachyceni druhé slozky tvotfené 2ml suspenze 36,7 g iontoméni¢ce DOWEX 1x2-400
(Sigma Aldrich) v 100 ml vody. Pomoci druhé Pasteurovy pipety byly z kolony odstranény

pripadné bubliny a takto pripravené vybaveni bylo ponechano ptes noc v klidu.

4.9.3 Radioaktivni esej, méFeni a vyhodnoceni
Druhy den byly pripraveny smési ze spole¢né master mixtury:
e 2 mM kyselina palmitova (Sigma-Aldrich), 20 mM karnitin (Sigma-Aldrich), 17 pCi/ml
[9,10(n)-3H] kyselina palmitova (GE Healthcare) - dale jako mixtura - /-
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e 2 mM kyselina palmitova, 20 mM karnitin, 17 pCi [9,10(n)-3H] kyselina palmitova, 4 mM
etomoxir (Sigma-Aldrich) - dale jako esej mixtura +/-

e 2 mM Kkyselina palmitova, 20 mM karnitin, 17 pCi [9,10(n)-3H] kyselina palmitova, 4
U/ml ASNaza - dale jako esej mixtura - /+

e 2 mM kyselina palmitova, 20 mM karnitin, 17 pCi [9,10(n)-3H] kyselina palmitova, 4 mM

etomoxir, 4 U/ml ASNaza - dale jako esej mixtura +/+

Pridani radioaktivni kyseliny palmitové probihalo na certifikovaném pracovisti za dodrzeni
zasad prace s radioaktivnimi materialy. Pouzita [9,10(n)-3H] kyselina palmitova obsahuje
tritium, coZ je {3-zaric s poloCasem rozpadu 12,32 let. Po ukonceni experimentu byly odebrany

kontrolni stéry z exponovanych povrcht k vylouceni kontaminace.

Etomoxir je inhibitor f3-oxidace mastnych kyselin a jeho pouziti nAm umoznilo stanovit
nemitochondrialni zpracovani mastnych kyselin a nespecificky proniklou radioaktivitu a tim

normalizaci dat.

Do kazdé jamky bylo poté priddno 50 pl korespondujici mixtury. Buniky byly poté 3 hodiny
inkubovany v boxy o teploté 37 °C a 5 % koncentraci CO,. Béhem inkubace bylo provedeno
méreni koncentrace proteinu ze zbylych 2 triplikati. Dale byly pripraveny zkumavky s obsahem
500 pl 10 % (w/v) kyseliny trichloroctové (TCA; Sigma-Aldrich) a zkumavky s 100 pul 6M NaOH
(Sigma-Aldrich) a to na kazdou pouzitou jamku jedna od obou. Poté byly odlomeny Spicky
zatavenych Pasteurovych pipet tak, aby pires né mohl volné protékat roztok a pipety byly
umistény do scintila¢nich lahvic¢ek naplnénych 5 ml scintila¢niho roztoku Perkin Elmer LLC

ULTIMA GOLD (Thermo Fisher Scientific).

Po ukonceni inkubace byly desticky s bunikkami centrifugovany (5 min, 200 g, pokojova teplota).
500 pl supernatantu bylo poté piidano do zkumavek s obsahem 500 pl TCA, coz zajistilo
precipitaci proteinové slozky. Nasledovala druha centrifugace (10 min, 1200 g, pokojova
teplota), po které bylo 900 pul supernatantu preneseno do zkumavek naplnénych 100 pul NaOH
zajist'ujicich alkalizaci a smés byla okamzité pienesena do pripravenych kolon. Nasledné
probéhla eluce z kolon s pouZzitim 2x 850 pl ddH:0, scintigrafické lahvicky byly uzavreny a
diikladné promichany. Méreni zableski vyvolanych interakci {3-zareni se scintilacnim roztokem
bylo provedeno na pfistroji 1900TR liquid scintillation analyzer (Packard). Naméteny pocet
CMP (counts per minute) byl normalizovan s pouzitim zjiSténého mnozstvi proteinu pro

jednotlivé vzorky a nespecifické radioaktivity zjisténé ve vzorcich s pridavkem etomoxiru.
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4.10 URCENT VYCHYTAVANI GLUKOZY DO BUNEK

Pro méreni metabolismu glukdzy byly pouzity detekce intenzity jejiho vychytavani z média
pomoci radioaktivniho substratu [3H]-2-deoxyglukézy (Perkin Elmer Thermo Fisher Scientific).
Tato metoda byla ptivodné vyvinuta Dr. Sokoloffem (Sokoloff et al., 1977) a modifikovana pro
Ucely monitorace metabolismu leukemickych bunék. Je zaloZena na poznatku, Ze transport a
inicialni fosforylace 2-deoxyglukdzy probihaji za pomoci stejnych enzymd, jako je tomu u
glukodzy. Produkovany 2-deoxyglukoza-6-fosfat (2DG-6-P) ale nemtize byt dile izomerizovan
enzymem fosfoglukoizomerazou a dochazi k jeho akumulaci v burice. Radioaktivni 2DG-6-P je

potom detekovan a jeho obsah koreluje s mirou spotireby gluk6zy buiikou.

Den pted experimentem bylo pti pasazi odebrano 0,5 mil. bunék do 1 ml média na kazdy plikat.
Celkem bylo pripraveno 6 plikatl od kazdého klonu. K 3 plikattim byla nasledujici den po
transportu do pracovi$té Bioenergetiky Fyziologického tstavu AV CR do média pridana

asparaginaza.

Po kultivovani bunék pfes noc s a bez pritomnosti ASNazy byly burniky 2x promyty pufrem KRH
(Krebs-Ringer-HEPES; Sigma-Aldrich) o sloZeni: 20 mM pufr HEPES o pH 7,4, 136 mM NacCl, 4,7
mM KCl, 1,25mM MgSQ04, 1,25mM CacCl; a objemu 900 pl. Dale byly butiky resuspendovany v 900
ul KHR pufru se kterym byly burniky inkubovany v boxu pti 37 °C po dobu 15 minut. Po uplynuti
této doby bylo do bunéc¢né suspenze piidano 100 pl 10X koncentrovaného roztoku START o
sloZzeni: 1 mM 2-deoxyglukdza, 5 nCi/ml [3H]-2-deoxyglukéza a po tomto ptidavku byly buriky
inkubovany dal$ich 10 min za stejnych podminek. Bunky byly poté trikrat promyty roztokem
pufru PBS a nakonec resuspendovany v 1 ml 0,03% roztoku SDS. V tomto roztoku byly opét pri
37 °C inkubovany dalSich 10 min. 900 pl bunécné suspenze bylo poté vneseno do scintilacnich
lahvicek obsahujicich 5 ml scintila¢ni tekutiny. 50 pl z kazdého vzorku bylo posléze pouzito

k stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku, jez byla opét pouZzita pro normalizaci dat.
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5 VYSLEDKY

5.1 OVERENI vYSLEDKU CRISPR/CAS9 MUTAGENEZE

K ovéreni uspésnosti knockoutu fizniho genu ETV6/RUNX1 bylo pouZito testovani na tfech
urovnich: DNA, mRNA a protein. Vysledkem editace genomu pomoci CRISPR/Cas9 systému byla
v nasem piipadé oprava dvouvlaknového zlomu DNA vzniklého Cinnosti enzymu Cas9 pomoci
procesu NHE] (non-homologous end joining), pri kterém mohou vznikat kratké nahodné
indelové mutace. Nasim cilem bylo vytvoreni posunu Cteciho ramce o 1, ¢i 2 nukleotidy, coZ by
vyustilo ve vznik predcasnych stop kodonii na pozici START + 64 kodonti pti +1 frameshiftu, ¢i
START + 66 kodont pii +2 frameshiftu, tedy v exonu 3 genu ETV6. Tento piredc¢asny STOP kodon
miiZe vyustit v proces tzv. Nonsense-mediated mRNA decay, pti kterém je vznikla mRNA

s casnym STOP kodonem degradovana v cytoplasmé pired moznosti translace. Pokud se mRNA
dostane k translaci, pritomnost brzkého STOP kodonu vytsti v terminaci translace a degradaci

aberantné kratkého proteinu.

e e e

Schéma 5.1: Znazornéni mista indukované mutace (silna ¢erna Sipka) a mista vzniku predikovanych STOP

kodont pfi posunu ¢tectho ramce o +1 bazi (Cervena Sipka), ¢i +2 baze (fialova Sipka).

5.1.1 DNA sekvenace

Pro ovéreni pritomnosti indelové mutace v genomu DNA sekvenaci byla zvolena Sangerova
metoda provedena ve spolupraci s FN Motol. U sekvenci byl proveden alingment a urcen
pripadny frameshift, ktery byl zjiStén u vSech mutovanych exemplart kromé klontt REH I 46 a
REH 1 60, kde byla zjisténa inzerce ndhodného tripletu bazi a RAH I 28 a REH 1 63, kde nebyla
zjiSténa zména oproti ptivodni sekvenci. U negativnich kontrol nebyla v souladu s o¢ekavanim
zjiSténa mutace pivodni sekvence. V pripadé klonu 29 se nepodafrilo sekvenci zcela urcit,

vzhledem k tomu Ze se ziejmé jednalo o geneticky nehomogenni kulturu.

Vysledek alingmentu sekvenci se zobrazenim mista zasahu systému CRISPR/Cas9 je uveden na

obr. 5.1, vysledny frameshift a prehled jednotlivych kloni je pak uveden v tabulce ¢. XX.
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Obr. 5.1: Zobrazeni alingmentu v misté mutageneze systémem CRIPR/Cas9. Sekvence klonu REH 29 neni
zobrazena. K alteraci plivodni sekvence béhem NHE] nedoslo pouze u klonii 28 a 63. S vyjimkou klonti 28,
46, 60 a 63 bylo dosazeno posunu ¢teciho ramce.

5.1.2 Hladiny mRNA — Nonsense-mediated decay

Se selektovanymi klony s pritomnosti posunu ¢teciho ramce a kontrolnich kloni byla provedena
analyza hladiny mRNA pomoci reverzni transkripce a kvantitativni RT-PCR ziskané cDNA (viz
kap. 4.3, str. 37). Byla predpokladana sniZena koncentrace mRNA u mutant na podkladé
Nonsense-mediated mRNA decay (NMD), jez degraduje mRNA se STOP kodonem nachéazejicim
se vice nez 50 nukleotidii pred posledni exon-exonalnim spojem, transkript mize byt
degradovan timto procesem. V souladu s timto predpokladem hladiny transpripti mutovanych

klonli dosahovaly 14-52 % hladiny transkripti v nemutovanych bunikach (viz Graf 5.1).

Relativni koncentrace mRNA
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Graf 5.1: V grafu je zndzornén podilem viic¢i kontrolnim liniim ibytek mRNA fizniho genu ETV6-RUNX1
po jeho mutagenezi.
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513 Western blot

Nepritomnost fizniho proteinu byla ovérena pomoci analytické techniky Western blot (viz kap.
4.5 Western blot str. 40). Senzitivita pouZzité protilatky (GeneTex) bohuZel nedosahovala
dostatec¢né vysokych hodnot, takze i pires opakované pokusy byla zachycena i vysoka mira Sumu
pozadi. Vysledky se shodovaly s o¢ekdvanimi po sekvenaci. Pfitomnost produktu fizniho genu
byla prokazana u kontrolnich klonti REH [ neg a REH II neg a u klonti bez posunu ¢tectho ramce:
REH I 28, 46, 60 a 63. Caste¢né byla piitomnost proteinu znatelna u klonu REH I 29 u néhoz bylo
dle sekvenace a SNP analyzy pojato podezieni na smésny kultivat. U ostatni klonti nebyla

pritomnost fizniho proteinu detekovana (viz Obr. 5.2)

*REH |

NEG 14 17 29 45 48 4 NEG 12 18 23 28 41 58 60 63
P ¥ feoll
— . - ¢ : -
- — gl 1
: e - .-,.i. .-

*REH I

NEG 187 190 196 199 200 203 NEG 188 192 194 195

— N - \“—

Obr. 5.2: Vysledky detekce fizniho genu v nukledrni frakci bunéénych proteinti metodou Western blot

L

5.2 CytoToxICKA MTS ESEJ A BUNECNA PROLIFERACE

Bunécné prezivani a proliferace byly monitorovany za normalnich podminek v inkubatoru za
vyuziti pocitani bunék béhem pasazovani a za pritomnosti cytostatika L-asparaginazy

s vyuzitim MTS eseje (viz kap. 4.7 Urceni bunécné viability, str. 43).

5.2.1 Bunécna proliferace

Pro vyhodnoceni rychlosti proliferace bylo vyuzito dat z 8 po sobé jdoucich pasazi. Z téchto dat
byl poté vytvoren primér a vyjadiren pocet zdvojeni bunék za 3,5 dne. Je patrna mirné vyssi
proliferacni rychlost pivodnich klon bez knockoutu fizniho genu ETV6/RUNX1. Pro nékteré
mutanty dosahl rozdil v proliferac¢ni rychlosti statistické vyznamnosti (p-value <0.05). K tomu
koresponduje i zjisténi delSiho Casu potiebného pro zdvojnasobeni bunécné populace. Tyto
rozdily nemohou byt vysvétleny vnesenim systému CRISPR/Cas9 do genomu, jelikoZ byl
proveden i u negativnich kontrol. Stejné tak ale nemiize byt vysvétlen absenci fizniho proteinu,
jelikoz klony 46, 60, 63 pritomnost proteinu vykazuji, a i u nich doslo ke snizZeni proliferacni

rychlosti. Jedna se o klony, které po rozmrazeni mély po nékolik pasazi nizsi proliferaci.
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Graf 5.2: A) Priimérna doba zdvojeni mutantti odvozenych od REH II linie a kontrolnich REH Il NEG
bunék. Viditelny je mirny pokles prolifera¢ni rychlosti, jezZ dosahl signifikantni miry (p-value <0.05) u
klont 194, 196, 199 a 203. B) Priimérna doba zdvojeni mutantti odvozenych od REH I linie a kontrolnich
REH I NEG bunék. Viditelny je mirny pokles proliferacni rychlosti, jez dosahl signifikantni miry (p-value
<0.05) uklonti 41, 45, 46 58, 60 a 63.

5.2.2 Senzitivita na chemoterapeutikum L-asparaginazu

Vzhledem k asociaci bunék s pritomnosti fizniho genu ETV6/RUNX1 s citlivosti na
chemoterapeutiku L-asparaginazu bylo predmétem vyzkumu srovnat citlivost ptivodnich bunék
s noveé ziskanymi knockoutnimi klony. Srovnani cytotoxicity bylo provedeno pomoci MTS eseje
(viz 4.7 Urceni bunécné viability str. 43). Pouzité byly koncentrace v rozsahu 0.0000025 az 25
[U/ml a inkubacni doba 72 hod. Namérené hodnoty byly normalizovany s pomoci vzorku bez
pridavku ASNazy a vyjadien byl zlomek prezivajicich bunék. Experimenty byly postupné
provedeny v biologickém duplikatu az kvadruplikatu pro ovéreni dosaZenych vysledku. Ziskana
sigmoidni krivka zobrazuje dvé znatelné oblasti poklesu viability. Prvni nastava mezi
koncentraci v ¥fadu 0.000001-0.0001 IU/ml, druhy pak v oblasti 0.01 - 1, kde se nachazi ICso
rezistentnéjsich bunék (ICso = koncentrace, pti které dochazi k thynu 50 % bunék). Mezi témito
oblastmi se nachazi plato6 faze s rliznou mirou viability. Pro kvantitativni posouzent citlivosti

k ASNaze poslouzilo jiZ zminéné stanoveni ICso. V této hodnoté byly nalezeny rozdily, jak mezi
ptivodnimi liniemi a klony bez ptitomnosti fizniho proteinu, tak mezi obéma liniemi REH I a
REH II (ICsoren1 = 0.0168 vs. [Csorenn = 0.111). Ve druhém pripadé se nabizi souvislosti s deleci
jedné z alel genu HIF1a zjiSténé u REH Il béhem analyzy SNP (viz niZe). Mezi mutanty byly
zjistény klony s vyssi rezistenci, nalezeno bylo vSak i mnozstvi kloni s rezistenci nezvysSenou.
Cast téchto nalezii miiZe byt vysvétlena absenci posunu ¢teciho ramce u kloni 28, 46, 60 a 63,
stale vSak zbyval nezanedbatelny pocet bunék s nevysvétlenou citlivosti. Pro toto zjisténi jsme
se odhodlali k podrobné;jsi genetické analyze bunék. Priimérné hodnoty ICso spolecné se

smérodatnymi odchylkami jsou zobrazeny v grafu 5.3, piehled jednotlivych kloni spole¢né
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s vysledky ovéreni knockoutu a analyzy SNP jsou uvedeny ve shrnujici tab. 5.1. Demonstrace
odlisnosti dvojité sigmoidni kiivky reakce na L-asparagindzu je uvedena v grafu 5.4. Pro dalsi
analyzu zvoleny knockouty s nejvyssim rozdilem v ICso, a tedy nejvyssi rezistenci na ASNazu:

REHI117,23aREHII 190a 200.

o
—

A) IC5, - REH I IC5, - REH II
_ 0.4- —
E E
2 2
= 0.3 N
N N
© o
4 z
%) (7]
< 0.2 <
] o
o o
© 2
S 0.1 b
1) o
c c
o o
™~ b4
0.0
ARSI AL S
P O R I IR SRR R R 2 e
& A A R MR MR SR R R SRR

Graf 5.3: Primérné hodnoty ICso pro jednotlivé klony odvozené z REH I linie (A) a REH Il linie (B)a
negativni kontroly (REH I NEG, REH II NEG). OdliSnosti IC50 mezi negativnimi kontrolami a klony REH I
17,23, REH 11 190 a 200 selektovanymi pro dalsi experimenty byli statisticky vyznamné (p-values <0.01)
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Graf 5.4: Zavislost prezivani bunécnych populaci na koncentraci ASNazy (zobrazena na ose X

v logaritmickém méritku). Jedna se o prvni testovani zahrnujici postupné vSechny vytvorené klony.

5.2.2.1 Ovéreni selektovanych klont

Pro vybrané klony byla znovu ovérena vyssi rezistence na L-asparaginazu. Vysledné IC50 byly
zapocitany do pramérnych hodnot zobrazenych v grafu 5.3 a uvedenych v tabulce 5.1. Krivky
zavislosti bunécného preziti na koncentraci ASNazy z jednoho z provedenych plikati jsou

uvedeny v grafu 5.5.
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Graf 5.5. Zavislost piezivani vybranych klond a kontrolnich linii na koncentraci ASNazy (zobrazena na ose X

v logaritmickém méritku). Tyto kiivky pochazi z procesu ovéreni citlivosti leukemickych klonii.

vy’

Linie | Klon Frameshift | WB protein | MTS | IC 50 SNP mRNA
REH | ReH 1 NEG 0|+ - 0.01679 | Provedeno 100 %
REH 12 1]- = 0.00247 | N/A N/A
REH 14 2] - - 0.00044 | del 5 (g34), del 16 (p11.2) N/A
REH 17 2 |- 0.15515 | bez vyznamnych zmén 14.40%
REH 18 1]- = 0.00236 | N/A N/A
REH 23 2] - 0.19144 | bez vyznamnych zmén 51.80 %
REH 28 0|+ - 0.0025 | N/A N/A
REH 29 0/1 | "+/- 0.04822 | N/A N/A
REH 41 1]- - 0.00236 | N/A N/A
REH 45 2] - - 0.01470 | N/A N/A
REH 46 0|+ - 0.00031 | N/A N/A
REH 47 2 |- = 0.01826 | N/A N/A
REH 58 1]- = 0.00241 | N/A N/A
REH 60 0|+ = 0.00212 | N/A N/A
REH 63 0|+ + 0.02657 | del HIF1a +/-, trizomie 22, del 16 (p11.2) N/A
REH | ReH 11 NEG 0|+ - 0.11098 | del HIF1a +/- v celé linii 100 %
" REH 11 187 1]- - 0.03041 | amp 11 (g22.3) N/A
REH 11 188 1]- + 0.16449 | N/A N/A
REH 11190 2] - -I 0.26029 | bez vyznamnych zmén 45 %
REH 11192 2| - + 0.15245 | bez vyznamnych zmén 39.80 %
REH 11 194 1]- + 0.17337 | N/A N/A
REH 11195 1]- - 0.07819 | ztrata amp 7 (921.2) N/A
REH 11196 1]- - 0.02886 | amp 2 (p16.3), del 16 (p11.2), Xamp 7 (q21.2) N/A
REH 11199 2] - - 0.10778 | N/A N/A
REH 11 200 2| - 0.22791 | bez vyznamnych zmén 32.20%
REH 11203 1]- + 0.16892 | N/A N/A
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Tab. 5.1.: Shrnujici tabulka vyjadrujici vysledky sekvenace (pritomnost posunu cteciho ramce), detekci
proteinu, pritomnost rezistentniho fenotypu pti MTS eseji, [Cso a u vybranych klont tibytek mRNA
fizniho genu disledkem Nonsense-mediated mRNA decay a vysledky analyzy SNP.

5.3 SNP ANALYZA

U vybranych klonti byla provedena analyza genomu pomoci zjisténi poctu kopii jednotlivych
markerti na genomu ve formé SNP (single nucleotide polymorphism). Tato analyza umoznuje
odhalit amplifikace a delece v genomu. Pomoci ziskanych dat se ndm podarilo odhalit fadu
genetickych odlisnosti u jednotlivych klont, a to zejména mutant, jez se svych chovanim béhem

MTS eseje vymykaly ocekavanim.

53.1 Geneticka identita linii REH a AT-2

Dals$im zajimavych zjiSténim bylo, Ze dodana bunécna linie AT-2 byla z hlediska pritomnych
deleci a amplifikaci v genomu velmi podobna linii REH a po konzultaci s MUDr. Markétou
Kubri¢anovou Zaliovou, Ph.D. bylo vzato v ivahu, Ze se zfejmé jedna v obou ptipadech jedna o
bunécné linie REH (viz tab. 5.2). Tato ivaha byla pozdéji potvrzena i pracovistém Sophia
Childrens Hospital, Department of Pediatric Oncology, ze kterého byla linie ziskana. Mezi témito
liniemi vSak existovaly rozdily na chromozomech 14, 21 a X. Zejména delece genu HIF1A na
chromozomu 14 se miiZe projevit v prezivani bunék za stresovych podminek a jejich
metabolické aktivité, a proto jsme se rozhodli pokracovat v experimentech s obéma liniemi,

pricemz druhou z nich jsme preznacili na REH II.

5.3.2 Genomické zmény v mutantnich liniich

Co se tyce vysvétleni neocekavanych vysledkt MTS eseje, u klonu REH 14 byla zjiSténa delece
g34 na 5. chromozomu, asociovana s vyssi citlivosti na ASNazu a rozsahlejsi delece na 6.
chromozomu zahrnujici 6 genti v¢é. TGF-21 a transportéru pro glukézu. U klonu REH 63 bylo
nalezeno nékolik zmén, v¢éetné delece HIF1A a trizomie chromozomu 22. Klon REH II 187
obsahoval rozsahlou amplifikaci na chromozomu 11 zahrnujici desitky gent v¢. nékolika kaspaz
a u klonu 196 byla zjisténa amplifikace p16.3 oblasti chromozomu 2 a opét delece p11.2
chromozomu 16. U klonti 195 a 196 byla dale prokazana ztrata amplifikace na chromozomu 7,
zahrnujici gen CDK®6, ucastnici se regulace bunécného cyklu. Klony 17, 23, 190, 192 a 200 byly

bez vyznamnéjsich genetickych zmén oproti negativnim kontroldm. Shrnuti uvadim v tab. 5.2.

56



Vsechny klony Delece 3: p22.3p14.2, q13.2 (oba ch), q26.32 - celkem desitky genti
Delece 4: q22.1

Delece 5: q23.2q23.3,q31.3

Delece 7: p14.1, q34 - IG/TCR rekombinace

Delece 9 (oba ch): p24.3, p21.3

Delece 12: p13.2,q21.33

Amplifikace 16: p13.3, q24.3 - desitky gent v¢. TSC2

Delece 16: q23

Amplifikace 21: q22.12, q22.3 - desitky gend v¢. CBR1 a CBR3
Delece X: p22.33, q28

REH 14 Delece 5: q34 - asociovano s citlivosti na ASNazu
Delece 16: p11.2 - ARMCS5, TGF-f31 - tumor supresorové geny
- SLC5A2 (=»SGLT2)

REH 63 Ztrata kopie HIF1A na ch 14

Trizomie ch 22

Delece 16: p11.2 - ARMCS5, TGF-f31 - tumor supresorové geny
- SLC5A2 (=SGLT2)

REH 17 a 23 Bez genetickych vyjimecnosti oproti REH I neg
REH 187 Rozsahla amplifikace na ch 11: q22.3 - desitky genti v¢. nékolika kaspaz
REH 196 Amplifikace 2: p16.3

Delece 16: p11.2 - ARMCS5, TGF-f31 - tumor supresorové geny
- SLC5A2 (=SGLT2)
Ztrata amplifikace 7: q21.2 - gen CDK6

REH 195 Ztrata amplifikace 7: q21.2 - gen CDK6
REH 190, 192, 195 a 200 | Bez genetickych vyjimecnosti oproti REH I neg
REH II (vs REHI) Ztrata kopie HIF1A na ch 14

Delece X: p21.1
Kratka delece na ch 21 bez vyznamu

Tab. 5.2: Zjisténé genetické abnormality u jednotlivych klonti

Jak je patrné z naSich zjiSténi, bunécna linie REH neni geneticky striktné homogenni a béhem
single cell sorting procesu, jeZ je soucasti procesu tvorby knockoutu pomoci CRIPSR/Cas9 miize
dojit k vyselektovani subklont, které mohou ovlivnit vysledky dalSich pokusi. Tato
nehomogenita genetické informace byla zajimavym zjiSténim a faktorem, ktery je treba

zohlednit p¥i planovani experimentu.

5.4 BUNECNA SIGNALIZACE

Pri detekci zmén v signalizaci byl kladen dlraz na analyzu drah mTORC1 a mTORC2, které se
rozhodujicim zptisobem podili na detekci extracelularni hladiny aminokyselin a v ndvaznosti na
regulaci bunécného metabolismu, proteosyntézy a syntézy nukleotidi. Analyza byla provedena
pomoci detekce pritomnosti a fosforylace proteinti nachazejicich se downstream od komplexi
(CAD, S6, P70S6K, elF4E-BP1), markert apoptézy (Stépeny PARP) a proteinu Akt Gcastniciho se
signalizace upstream od mTORC1 a regulacni zpétné vazby mTOR, enzymu ACC regulujiciho
intenzitu FAO a FAS a markert fagocytézy, Beclin1 a Atg5. Jako kontrola naneseni proteinu a

pro ucely normalizace dat byl pouZit {3-aktin, exprimovany univerzalné v bunkach lidského téla.
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5.4.1 Vlivtreatmentu na signalizaci a hladiny proteind
Jasné viditelné jsou rozdily mezi buitkami pied a po oSetfenim média L-asparaginazou. Rozdily
jsou shrnuty v grafu 5.6 a 5.7 a na obrazku 5.3. VSechny dale uvedené zmény byly statisticky

signifikantni (p-value <0.01), pokud neni uvedeno jinak.

5.4.1.1 Nardst proteinu/fosforylace
Byl pozorovan zvySeny vyskyt Stépené verze proteinu PARP (poly(ADP-ribéza) polymeraza;
protein hrajici roli v signalizaci poSkozeni DNA a jeho napravé, béhem apopto6zy je Stépen na

fragmenty 24 a 89 kDa Cinnosti kaspaz 3 a 7).

5.4.1.2 Pokles proteinu/fosforylace

Naopak k poklesu fosforylace dochazi u proteini CAD (karbamoylfosfat syntetaza 2, aspartat
transkarbamylaza, a dihydroorotaza; multidoménovy enzym hrajici roli v prvnich tfech krocich
syntézy pyrimidinovych nukleotidd), S6 (ribozomalni protein 6; Gic¢astni se regulace translace,
aktivovan fosforylaci kinazou P70S6K), P70S6K (ribozomalni protein S6 kinaza £3-1, kinadzovy
protein aktivovany piimo fosforylaci komplexem mTORC1, sdm fosforyluje protein mj. S6 a
aktivuje tim translaci), AMPK (AMP aktivovana protein kindza; diilezity regulator bunécného
metabolismu v zavislosti na dostatku energie, aktivovana fosforylaci a alostericky AMP, resp.
zvySenym pomérem AMP:ATP, jeZ zabranuje defosforylaci, sama negativné reguluje mj.
mTORC1 a ACC a pozitivné Beclin1) , ACC, u kterého statisticky vyznamny pokles fosforylace
nastal pouze u linie REH I (Acetyl-CoA karboxylaza; katalyzuje karboxylaci acetyl-CoA na
malonyl-CoA, ¢imz umoziiuje syntézu mastnych kyselin, inaktivovana fosforylaci mj. kindzou
AMPK), a sniZeni koncentrace proteinti C-Myc (transkrip¢ni faktor pozitivné ovliviujici
bunéc¢nou proliferaci a prezivani, exprese snizen mj. aktivaci mMTORC1, mTROC2 a Akt,
fosforylaci transla¢niho regulatoru elF4B a deacetylaci a fosforylaci transkrip¢niho faktoru
Fox01), Beclin1 (p-value > 0.01; protein Gcastnici se aktivace autofagie a apoptozy, primo
aktivovany AMPK a nepiimo inhibovany mTORC1), Atg5 (protein nutny pro tvorbu
autofagickych vezikul a indukci autofagicky navozené bunécné smrti, jeho fukce je vSak
komplexni a miiZe translokaci do jadra a interakci se Survivinem piisobit protiapoptoticky,
regulovan je fadou signaliza¢nich proteini) a RICTOR (Rapamycin-insensitive companion of
mammalian target of rapamycin, souc¢ast komplexu mTORC2, pozitivné reguluje Akt a autofagii).

Statisticky vyznamny pokles fosforylace nastal u linie REH II také u proteinu Akt. Tyto nalezy

vvvvvv

vvvvvv

klicovou roli mTROC1 v reakci na toto chemoterapeutikum.
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Graf 5.6: Zmény v expresi a fosforylaci geni v reakci na oSetfeni média ASNazou u ptivodnich bunék (REH
I neg, REH II neg). U proteinu S6 klesla hladina fosforylace po pridavku L-asparaginazy pod deteké¢ni limit

pristroje.
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5.4.2  Vliv knockoutu fuzniho genu na bunéénou signalizaci
Nepritomnost fizniho genu vsak ve vétsiné pripadi neovlivnila signifikantné vétsinu ze
sledovanych proteinti. ZvySena byla bazalni fosforylace CAD (pomér P-CAD/CAD) a S6 (pomér

P-S6/S6) pred oSetfenim média L-asparaginazou (viz graf 5.8).
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Il RicTOR
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I r-ss/se
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Zaklad

0.5+

Pomer detekovaného
signalu KO/REH NEG

Graf 5.8: Signalizac¢ni rozdily po odstranéni fuzniho proteinu pred pridanim ASNazy. Patrny je narist
aktivacni fosforylace proteinti S6 a CAD u obou linii. ZvySena fosforylace S6 byla statisticky vyznamna (p-
value <0.01), rozdil fosforylace CAD leZel pak na hranici statistické vyznamnosti (p-value 0.053) a rozdil
v koncentraci RICTOR statisticky vyznamny nebyl.

V reakci na kultivaci s ASNazou byla pozorovana vyraznéjsi odpovéd u mutantnich bunék

v pripadé poklesu proteind Beclin1 (p-value <0.01) a Atg5 (p-value 0.083) asociovanych

s autofagocytdzou, nartst fosforylace Akt (p-value <0.01) (oproti stagnaci, ¢i poklesu u
kontrolnich linif), jeZ se vyznamné podili na regulace drahy mTOR a sama je regulovana obéma
komplexy mTORC1 a mTORC2. Naopak v pripadé celkové koncentrace proteinu Akt doslo

v odpovédi na lécivo k poklesu (p-value <0.05). Mirny, avSak konzistentni, rozdil v reakci na
chemoterapeutikum byl zaznamenan i u fosforylace proteinu ACC, jeZ inhibuje jeho funkci a
facilituje FAO. Tento rozdil vSak nedosahl statistické vyznamnosti (p-value> 0.05). Uvedené

rozdily jsou uvedeny v grafech 5.9 a 5.10.
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Graf 5.9: Zména celkové koncentrace jednotlivych proteini v reakci na ASNazu, ¢i jejich fosforylované

frakce. K poklesu dochazi u proteinti Atg5, Beclin1, Akt a P-ACC, naopak narist byl pozorovan ve

fosforylaci Akt.
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Graf 5.10: Relativni zobrazeni zmény celkové koncentrace jednotlivych proteint v reakci na ASNazu, ¢i
jejich fosforylované frakce vztazeny ke zméné detekované u kontrolnich REH NEG klont. K poklesu

dochazi u proteinti Atg5, Beclin1, Akt a P-ACC, naopak narust byl pozorovan ve fosforylaci Akt.
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Obr. 5.3: Zobrazeni vysledk Western blotu pied kvantifikaci. Nalevo jsou zndzornény klony REH 17 a
REH 23 s negativni kontrolou, napravo pak klony REH II 190, 192 a 200 s negativni kontrolou. NEG- =
Negativni kontrola bez pritomnosti ASNazy, NEG+ = negativni kontrola kultivovana v pritomnosti ASNazy.
Obdobné pro ostatni klony.

5.5 METABOLICKY PROFIL BUNEK

Metabolismus bunék byl monitorovan pomoci dvou kategorii metod: S vyuzitim pristroje

7

v

Seahorse umoznujici automatické piidavani u¢

nnych latek k adherovanym bunkam a pomoci

radioaktivnich eseji detekujicich intenzitu metabolismus vybranych Zivin za pfedem zvoleny

Casovy usek.

551

Seahorse

Analyza probéhla na 24 jamkové desti¢ce na pracovisti Bioenergetiky Fyziologického ustavu AV

CR na pristroji Agilent Seahorse XF24. P¥istroj byl pouZit pro zhodnoceni mitochondrialniho

metabolismu oxidativni fosforylace. Pti pouziti specidlniho média bohuZzel bylo opomenuto, ze

toto médium neobsahuje neesencialni kyseliny a aminokyselina asparagin nebyla do média

dodana coz snizuje hodnotu ziskanych vysledkii.

V reakci na pridani chemoterapeutika L-Asparaginazi bylo u kontrolnich nemutovanych bunék

zjiSténo zvySeni maximalni respiracni kapacity. Toto zjiSténi je v souladu s pfedchozim

vyzkumem provedenym laboratofi (Ivana Hefmanova, 2015). Naopak nesouhlasi s vyzkumem

publikovanym (Takahashi et al., 2017). Zajimavou zménou byl v§ak pokles maximalni OCR po
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pridani ASNazy u mutovanych bunék, jedna se se o opacnou reakci nez u bunék s pritomnosti
fazniho proteinu. Tento rozdil je ve vSech pripadech statisticky vyznamny (p-value <0.01).
Vysledky monitorace OCR po pridani rozptahovace dychaciho retézce jsou zobrazeny na grafu

5.11.
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Graf 5.11: Zména maximalni konsumpce kysliku u klontt REH117 a REH 123 (A) aREH 1190 a REHI 200
(B) kontrolni linie v zavislosti na kultivaci s ASNazou. Tento ukazatel indikuje aktivitu oxidativn{
fosforylace buné¢nych mitochondrii.

5.5.2  Oxidace mastnych kyselin

Pti experimentech zjistujicich intenzitu oxidativniho metabolismu mastnych kyselin (FAO) bylo
vyuzito faktu, Ze radioaktivni tritium z hydrofobni kyseliny palmitové (doplit 256 kDa) je
preneseno na nizkomolekularni H,0 volné propustnou pripravenou kolonou. Doba inkubace

Cinila 16 hod a ASNaza byla pridana do finalni koncentrace 4 1U/ml.

Pfi oSetreni média L-asparaginazou doslo k vyraznému vzestupu FAO, jak je demonstrovano na
grafu 5.12 A), ve vSech pripadech byla zména FAO statisticky signifikantni (p-value <0.01). Za
povSimnuti stoji rozdilna intenzita mitochondrialni oxidace mastnych kyselin u linif REH [ a
REH II souvisejici zfejmé z pritomnosti genetické variability mezi liniemi. Vzestup FAO byl
intenzivnéjsi v kontrolnich bunkach s pritomnosti fizniho genu (REH I neg a RAH Il neg), nez

v buiikdch bez pritomnosti fuzniho genu, jak je vyobrazeno v grafu 5.12 B). Rozdil miry
vzestupu FAO mezi knockoutnimi klony a negativnimi kontrolami byl statisticky vyznamny (p-
value <0.05). Zajimavym zjiSténim byla i vyznamna odliSnost aktivity FAO mezi liniemi REH I a

REH II, a to bez i s ptitomnosti ASNazy v médiu (p-value <0.01) zobrazena na grafu 5.13.
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A) Oxidace mastnych kyselin B) Zmena FAO v reakcina ASNazu

S z WS REHINEG o
; ; H : : <

£ 0.1 17 N
s ' ' ' : ' . 2s 2
—_— - N
o %% [J REHINEG = —l—
™ Bl 190 <
'S -

0.4 1 Z
= . 200 x
N Qo
:oz- L ! °
2" . | “
= z

0.0- T

Y S SR Y SO S »{-0
.& o A"b .,b‘v o A;b .,b‘vb,‘? o 1“01? = »p"b,t'b "b’b 'tp't"b

AP SN SN SN LY

2o 29 Do 0o 9o 9o

Yl vy vy Yy Yy Yy

Graf 5.12: A) Zména intenzity oxidace mastnych kyselin v reakci na kultivaci bunék s ASNazou. Ve vSech
pripadech dochazi k nartistu FAO, ktery je vyraznéjsi u negativnich kontrol. Zaroven je z grafu patrny
rozdil v intenzité FAO mezi liniemi REH I a REH II. B) Relativni zména FAO po pfidani ASNazy do média.
Intenzita oxidace mastnych kyselin je vztazena k aktivité FAO bunék kultivovanych bez pfitomnosti
chemoterapeutika.
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Graf 5.13: Pozorovany rozdil v intenzité FAO pred i po podani ASNazy mezi liniemi REH [ a REH II

5.5.3  Vychytavani glukdzy z média
Vychytavani glukézy z média bylo zaloZeno na detekci radioaktivniho metabolitu deoxyderivatu
tohoto sachariduy, jez byl akumulovan v buiikach. Doba inkubace i koncentrace ASNazy byly

totozné s radioaktivni eseji pouzitou pro urceni FAO.

Opét jsme zjistili vyrazné a konzistentn{ sniZenf vychytavani glukézy z média po pridani L-
asparaginazy. Za vétSiny okolnosti pienos glukdzy intracelularné dobte odpovida jejimu
metabolickému vyuziti. Pokles utilizace glukdzy z média byl vyraznéjsi u knockoutt REH 17,
REH 190, REH 192 a REH 200 ve srovnani s ptivodnimi klony. Ziskané vysledky odpovidaji

dobre snizeni exprese c-Myc jako jednoho z Gc¢innych regulatort glykolyzy.

64



A) Vychytavani glukézy B) Zmena GU v reakcina ASNazu
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Graf 5.14: A) Zména vychytavani glukézy v zavislosti na pritomnosti L-asparaginazy v médiu. Po pridani

chemoterapeutika nastava pokles vychytavani glukézy, ktery je s vyjimkou klonu REH [ 23 méné vyrazny
u bunék postradajicich fazni protein ETV6-RUNX1. Ve vSech ptipadech je modulace vychytavani glukézy
v reakci na chemoterapeutiku statisticky vyznamna (p-values <0.01). B) Zména rychlosti vychytavani

glukézy z média je vyraznéjsi u bunék postradajici fuzni protein (p-value <0.01).
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6 DISKUSE

[ pres vyrazny pokrok v 1é¢bé détské leukemie v poslednich desetiletich se stale toto
onemocnéni Casti pacientl stava fatalnim. Nezanedbatelnou roli na tomto faktu hraje vznik
rezistence na chemoterapeutika véetné L-asparaginazy. Mechanismus rezistence vSak stale neni
plné objasnén a existuje nékolik teorii jejiho vzniku. Citlivost na toto chemoterapeutikum je
silné asociovana s pritomnosti fuzniho genu ETV6/RUNX1, jehoZ pfitomnost je zaroven
pozitivnim prognostickym faktorem. Role tohoto fizniho genu ve vzniku preleukemického
Klonu prenatalné byla do znacné miry objasnéna, stejné jako jeho postradatelnost v pozdéjsich
fazich udrZeni leukemického klonu. Nasi otdzkou tedy bylo, zda funkce produktu ETV6/RUNX1
ptresahuje rdmec indukce leukemického zvratu hematopoetickych bunék a jakou roli tento
protein hraje v udrZovani citlivosti na ASNazu. Zaroven nas zajimala i analyza zmén bunék

v absenci fuzni bilkoviny a sniZenfi citlivosti na L-asparaginazu, ktera by mohla objasnit vznik

rezistence na toto chemoterapeutikum.

6.1 VYTVORENT KNOCKOUTU FUZNI GENU ETVE/RUNX1 A OVEREN( ZISKANYCH KLONU

Vytvoreni knockoutu pomoci systému CRIPSPR/Cas9 probéhlo Gspésné, jak bylo ovéreno na
urovni DNA (Sangerova sekvenace), mRNA (qPCR) i proteinu (Western-blot). Pritomnost

u negativnich kontrol a mutant bez vytvoreni posunu ¢teciho ramce. Pro zajimavost byla
provedena i kvantitativni detekce mRNA fuzniho genu, ktera vykazovala vice nez 50% pokles u
vSech testovanych kloni oproti negativnim kontrolam, coz svédc¢i o degradaci disfunk¢ni mRNA

pomoci mechanismu nonsense-mediated mRNA decay.

6.2 CytoTOXICKA MTS ESEJ A BUNECNA PROLIFERACE

0d pocatku bylo potvrzeno predchozi zjisténi laboratote, Ze fizni protein genu ETV6/RUNX1
neni nutny pro piezivani a proliferaci plné imortalizovanych leukemickych blasti. Diikazem byl
jiz pouhy fakt, Ze i po knockoutu ETV6/RUNX1 jsme byli schopni vytvorit a udrzet monoklonalni
mutantn{ kultury bunék. [ béhem méreni proliferacni rychlosti nebyla nalezena signifikantni
spojitost mezi pritomnosti fizniho proteinu a primérnym ¢asem duplikace bunék v suspenzi.
Fuzni gen tedy facilituje vznik leukemické proliferace, dle vysledkd naSich pozorovani vsak neni

nutny pro jeji udrzeni.

Béhem testovani cytotoxicity ASNazy na jednotlivé klony pomoci MTS eseje bylo dosazeno
smiSenych vysledkd. Pro vyhodnoceni bylo pouzito uréeni koncentrace, pti které 50 % bunék

neni schopno prezit, tzv. IC50, jehoz zvySeni ukazovalo na nartst rezistence leukemickych
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blastti. Porovnanim poméri viabilnich bunék bylo mozné odlisit rezistentn&jsi linie. Cast
mutantnich kultivati vykazovala zvySenou rezistenci k chemoterapeutiku, avsak
nezanedbatelny podil knockoutt si zachoval citlivost, ¢i projevoval dokonce citlivost vyssi. Tato
senzitivita k L-asparaginaze nebyla plné vysvétlena neptitomnosti posunu ¢teciho ramce u
nékterych z vytvorenych mutantnich monoklonalnich kultur. Na podkladé tohoto zjisténi byla
provedena geneticka analyza jednotlivych bunéénych linii pomoci analyzy SNP, ktera vrhla

svétlo na tento problém.

REH Il linie a subklony z ni vzniklé vykazovaly vyssi rezistenci k ASNaze neZ REH I buniky. To
HIF1la v pripadé REH 1], jeZ je spjata s niZsi citlivosti na chemoterapeutikum (nepublikovana

data skupiny CLIP).

6.3 SNP MICROARRAY

U klonu REH I 14 byla objevena delece q34 na chromozomu 5, ktera je asociovana s vyssi
citlivosti na ASNazu (nepublikovana data skupiny CLIP) U klonu REH I 63, kde byla produkce
fazniho proteinu zachovana, byly nalezeny ¢etné aberace vcetné trizomie chromozomu 22, a
delece HIF1A. Obé tyto zmény mohou byt potencialné zodpovédné za pozorovanou vyssi
rezistenci k depleci asparaginu a glutaminu. V pripadé klonu REH II 187 byla nalezena rozsahla
amplifikace na chromozomu 11 v oblasti q22.3 zahrnujici mimo jiné nékolik genii pro kaspazy.
U klonti REH II 195 a 196 jsem pozoroval ztratu amplifikace oblasti q21.2 na chromozomu 7
obsahujici mj. i gen CDK6 pro cyklin dependentni kinazu Gcastnici se regulace bunécného cyklu.
Klon 196 navic vykazoval deleci rozsahlé oblasti na chromozomu 16 obsahujici transportér
glukoézy SLC5A2, predilekéné exprimovany predevsim v ledvinach a tumor supresorové geny
ARMC5a TGF-B1. Témito nalezy se podarilo vysvétlit neocekavané vysokou citlivost

k pouzitému chemoterapeutiku v pripadé klont REH I 14, REH 11 187, 195 a 196 a naopak mirny
narust rezistence klonu REH I 63 bez piitomnosti indukované mutace ve fiznim genu. Naproti
tomu u klond REH 117 a 23 a REH 11 190, 192 a 200 nebyly nalezeny zadné signifikantni
genetické odlisnosti oproti kontrolam, coZ byla pozitivni informace pro pokracovani v dalsich
experimentech. Toto zjiSténi totiz zvysuje pravdépodobnosti, Ze zména v citlivosti k ASNaze
byla zpisobena knockoutem fizniho genu ETV6-RUNX1. Chromozomalni aberace tedy
vysveétluji nesrovnalosti v citlivosti ziskanych mutant na L-asparaginazu ve srovnani

s negativnimi kontrolami.

Neocekavanou informaci pro nas bylo podezi‘eni doktorky Markéty Zaliové PhD., ze dvé
bunécné linie se kterymi jsme pracovali pochazi ve skutec¢nosti z jedné ptivodni kultury. V obou

piipadech se jednalo o bunécnou linii REH. Omyl nastal pti dodani druhé bunécné linie

67



z partnerské laboratore v Nizozemsku. Ackoliv se mélo jednat o linii AT-2, po konzultaci a
ovéreni v partnerské laboratoti bylo potvrzeno, Ze skute¢né doslo k zaméné za leukemické
bunky REH a buriky byly pireznaceny jako ,REH II“. Bez zajimavosti vSak jisté nejsou odliSnosti
zjiSténé mezi obéma liniemi, které mohou vysvétlovat odlisnosti v jejich chovani béhem MTS
eseje i metabolickych experimentt. Ackoliv se jedna o bunécnou kulturu z jednoho pocatku,

v pribéhu dlouhodobého pasazovani doslo ziejmé subklonalni expanzi k evoluci obou linii, jez
ziskaly genetické odliSnosti. BEhem SNP analyzy vyslo najevo, Ze REH II se oproti REH I
vyznacuji pritomnosti delece HIF1A na chromozomu 14 a kratké delece oblasti p21.1 na
chromozomu X. Mikrodelece na X zasahuje pouze gen DMD a neméla tudiz vyznam pro dalsi
experimenty, delece HIF1A je vS§ak vyznamnj, jelikoZ tento gen ovliviiuje citlivost na L-
asparaginazu. [ pres totozny ptivod linii jsme se tedy po pieznaceni rozhodli s obéma
pokracovat. Pozoruhodnym zjisténim pro mé ziistava genetickd nehomogenita a proménlivost
nadorovych linii, ktera miize mit dopad na vysledky experimentt i jejich replikovatelnost

s pouzitim neidentickych kultur stejného ptvodu.

6.4 BUNECNA SIGNALIZACE

Pro pozorovani bunécné signalizace, apoptdzy a autofagie byla zvolena metoda Western blot
s pouzitim vhodnych protilatek. Cile monitorace signalizace byly rozdéleny do ¢tyt skupiny:

mTOR draha, nutri¢ni stav buiiky a metabolismus, markery apoptézy a markery autofagie.

Na aktivitu mTORC1 drahy bylo usuzovano z detekce proteinti S6 a p70S6K a jejich
fosforylovanych forem, jejichZ procentualni zastoupeni zaroven koreluje s proteosyntetickou
aktivitou bunky. V ptipadé komplexu mTORC2 byla detekovana koncentrace proteinu RICTOR,

jeZ je nutnou soucasti této multiproteinové struktury.

Pro detekci nutri¢niho stavu buiiky bylo mimo urceni ¢innosti mTORC1 a mTORC2 vyuZito
stanoveni fosforylace proteinu AMPK jeZ pozitivné koreluje s nedostatkem ATP. Fosforylace
CAD pak umoznuje syntézu pyrimidinovych nukleotidi a umoznilo tedy odhadnout intenzitu
nukleosyntézy jako jednoho z dilezitych markert proliferace a klicového markeru bunécného
prezivani (Schulze and Harris, 2012). Pritomnost fosforyované formy proteinu ACC zvysuje
bunéénou produkci malonyl-CoA, jeZ inhibuje FAO. Uroveti fosforylace enzymu byla tedy
pouzita jako negativni marker intenzity katabolického procesu oxidace mastnych kyselin.
Funkce Akt v burice je komplexni. Nicméné jeho fosforylace je korelovana s anabolickymi
procesy bunécného ristu, integraci pozitivnich ristovych signala z extracelularniho prostredi a
v ptipadé fosforylované isoformy Akt2 dochazi i k inhibici autofagie (Kang et al., 2011). C-myc
byl monitorovan pro jeho vyznamnou roli v onkogenezi, anabolickém a prolifera¢nim chovani

bunék a glykolyze (Smith et al., 2005).
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Protein PARP je Stépen béhem apoptézy a detekce Stépnych produkti této reakce poslouzilo

jako marker bunécné smrti v reakci na ASNazu.

Proteiny Atg5 a Beclin1 se ic¢astni spousténi procesu autofagie a formovani autofagickych
vezikul a jejich koncentrace tedy v moji praci slouzi jako ukazatel autofagické destrukce
bunécénych kompartment, jeZ bylo ukazano jako klicové pro indukci buné¢né smrti v reakci na

ASNazu.

6.4.1 Bunécna odpovéd na L-asparagindzu

Zde popisuji rozdily v bunécné signalizaci v absenci a pfitomnosti L-asparaginazy pozorované u
kontrolnich nemutovanych bunék. OdliSnosti mutant budou diskutovany v nasledujici
podkapitole. Reakce bunécnych linii na osSetieni média L-asparaginazou na drovni
monitorovanych signaliza¢niho proteinii u kontrolnich nevybocovala ze zjisténi jinych

pracovnich skupin i predchozich vysledkl pracovni skupiny CLIP.

Buriky na nedostatek asparaginu a glutaminu reagovali vyraznym sniZenim aktivity mTORC1
projevujicim se snizenim fosforylace p70S6K na 55 % ptivodnich hodnot a rovnéz sniZenim
fosforylace S6 azZ na nedetekovatelné hodnoty, coz ukazuje na rozhodnou inhibici proteosyntézy
a snahu o konzervaci zasoby aminokyselin. Bylo pozorovano téZ sniZeni koncentrace proteinu

RICTOR o 53 %, svédcici o poklesu funkce komplexu mTORC2.

Fosforylace AMPKa byla opakované po pridavku ASNazy sniZend, coZ naznacuje, Ze k snizeni
aktivity mTORC1 nedochazi prostrednictvim zvySeni AMP a stimulace AMPKa. Stejné tak byla
mirné snizena i koncentrace proteinu ACC, coZ mohlo mit podil na zvySeni degradace mastnych
kyselin mitochondrialni oxidaci, jak bylo ukazano béhem metabolické ¢asti prace. Exprese ACC
je regulovano mj. proteinem PPARGq, jeZ je inhibovan komplexem mTORC1. Fosforylace ACC byla

v

mirneé sniZzena po pridavku ASNazy (vice v pripadé REH I linie a), pricemZ sniZeni bylo
vyraznéjsi u bunék postradajicich fazni gen ETV6/RUNX1 (diskutovano nize). Vzhledem

k pouze lehkému snizeni exprese ACC viditelné v nasich experimentech je pravdépodobné, ze
pozorované zvySeni FAO po piridani ASNazy je zapricinéno jinym mechanismem. V tomto
ptipadé by se mohlo jednat o alosterickou inhibici nedostate¢nou koncentraci citratu, jez
nemiiZe byt ziskavan zpracovanim deficientnich aminokyselin anaplerotickymi drahami. SniZeni
exprese ACC muze byt vysvétleno i interakci mTORC1 s transkripcnim faktorem SREBP-1,

ziejmé skrze protein p70S6K (Zoncu et al,, 2011)a jeho naslednou aktivaci. Po sniZenf ¢innosti

komplexu mTORC1 tedy doslo i k sniZen{ celkového obsahu enzymu ACC.

Hladina c-myc klesla blizko detekéni mezi metody, coZ si vysvétluji celkovou inhibici

proteosyntézy a relativné kratkym poloCasem zivota proteinu c-myc. Pokles transkripéniho
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faktoru mohl zptisobit i snizené vychytavani glukézy pozorované v metabolickych

experimentech.

Akt (PKB) hraje v bunéc¢né signalizaci komplexni roli a dcastni se mj. regulace proliferace,
bunécéného preziti, detekce stavu Zivin a aktivace autofagie. Pro mtj vyzkum je mimoradné
dtlezita negativni zpétna vazba Akt skrze aktivaci mTORC1 a naslednou inhibici mTORC2 a IRS-
1 (Insulin receptor substrate 1) a inhibice komplexu obsahujici Beclin1 a aktivujici proces
autofagie. Pti pouZziti metody Western blot jsme se po ndro¢né optimalizaci metody dockali
smiSenych vysledkd, v pripadé negativnich kontrol linie REH I doslo po ptridani ASNazy k mirné
posileni fosforylace proteinu, u linie REH Il naopak k oslabeni. Konzistentnim vSak byla vyssi
aktivace proteinu u mutantnich linif bez pritomnosti fizniho proteinu ETV6/RUNX1 po oSetieni

L-asparaginazou (diskutovano nize).

ASNaza vedla k mirnému sniZeni koncentrace proteint Beclin1 a Atg5. Pfitomnost tohoto
chemoterapeutika dle téchto ukazateld tedy nevedla k aktivaci autofagie jako zachranného
mechanismu bunééného preZiti v podminkach nedostatku Zivin jak popsal Takahashi et al.
naopak v roce 2017, k detekci byl vSak v jejich ptipadé pouzit protein LC3. Inhibice autofagie ve
vyzkumu Takahashi et al. navic vyvolala u rezistentnich bunék mnohem nizs$i zménu
chemorezistence, nez u jejich citlivych protéjski a u rezistentnich klonii nebyla dokumentovana
vyssi intenzita autofagie u klont s indukovanou rezistenci viici ASNaze. Cytotoxicka autofagie
byla na druhou stranu zjisténa vice publikacemi u riznych nadorovych linif a ¢asto souvisela

s vyraznou inhibici drahy mTOR (Kondo et al., 2005; Sharma et al., 2014; Szlosarek, 2014).

V nasem pripadé nedoslo k zvySeni koncentrace proteinti Beclin1 a Atg5, je vSak tieba uvést, ze
autofagie je komplexné fizeny proces a oba z proteinti maji mnoho interak¢nich partnerti a
napft. antiapoptoticky faktor Bcl-2 miiZe zcela zménit fungovani Beclin 1 z cytotoxického na

cytoprotektivni (Kang et al., 2011). K podrobnéjsi analyze by bylo tfeba provést detekci LC3, a

to jak pomoci Western blotu, tak fluorescen¢ni mikroskopie.
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Obr. 6.1. Shrnuti monitorovanych signaliza¢nich drah a jejich vzajemné komunikace.

6.4.2 Signalizatni zmény v odpovédi na ztratu fizniho genu ETV6/RUNX1

z western blotu v patrani po rozdilech mezi kontrolnimi buititkami bez mutageneze systémem
CRIPR/Cas9 a klony bez pritomnosti fizniho proteinu ETV6/RUNX1. Byl porovnavan stav
signalizace za kultivace v pIném médiu, po oSetfeni média ASNazou, a predevSim posun v reakci
na pridani tohoto chemoterapeutika. Za signifikantni byla povazovana vyrazna zména vsech 4
testovanych knockoutnich klont stejnym smérem oproti obéma kontrolnim liniim. Zde mohlo
dojit ke ztraté potencialné zajimavych rozdilti kviili polovi¢ni genetické davce HIF1a u linie REH
I1, ta vSak byla vyvazena vyssi konzistenci a tim i predpokladanym vyznamem zjiSténé zmény

v signalizaci.

V médiu s piitomnosti ASN a GLN vykazuji knockoutni linie mirné vyssi fosforylaci proteinu S6
(v priméru o 32 %) a CAD (v priimeéru o 34 %). Tyto vysledky ukazuji na vy3si intenzitu
proteosyntézy a nukleosyntézy, coz se vsak na fenotypu neprojevilo zvySenim proliferace.
Moznym vysvétlenim by byla vétsi velikost mutovanych bunék, velikost bunék vsak nebyla
soucasti provedenych pozorovani. Fosforylace téchto proteinti je ovlivnéna aktivitou mTORC1
signaliza¢ni drahou. Fosforylace CAD po oSetieni média ASNazou klesla u klonti postradajicich
ETV6-RUNX1 protein imérné kontrolnim liniim, ztstala vSak vii¢i nim mirné zvysena.

vivs

nim a neni tedy mozné porovnat pokles fosforylace u knockoutnich klont a kontrol.
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Dals$im rozdilem byla v priiméru o 27 % zvySena koncentrace proteinu RICTOR, jeZ je
nepostradatelnou soucasti komplexu mTORC2. Neptimym pozorovanim bylo tedy zjiSténo Ze
knockoutni buiiky reaguji na ASNazu méné vyraznym sniZenim aktivity komplexu mTORC1 a

pravdépodobné mTORC2.

V reakci na 72 hod trvajici kultivaci s ASNazou doSlo u bunék postradajici fizni protein

k vyraznéjsimu poklesu fosforylace enzymu ACC, ktery mohl zapri€init niz8i vzestup FAO po
piidani ASNazy u téchto klon béhem metabolickych experimentd. V piipadé proteinu Akt byla
naopak fosforylace zvySena, zatimco u kontrolnich linif doslo k jejimu zachovani, ¢i poklesu.
Zména fosforylace v porovnani s kontrolnimi klony byla o 20-50 % vyraznéjsi v pozitivnim
sméru. Tento poznatek ma Siroké dlsledky vzhledem k napojeni Akt na drahu mTOR, autofagii,
genovou expresi a fizeni metabolismu. Nartst fosforylace aktivuje komplex mTORC1, a naopak

inhibuje mTOC2. Dochazi také k sniZeni autofagie prostiednictvi proteinu Beclin 1.

Nejvyznamnéjsi zménu jsem zjistil v pripadé markert autofagie, Beclin 1 a Atg5. Zatimco u
kontrolnich linii doslo pouze k mirnému poklesu, v pripadé klont s absenci ETV6/RUNX1 bylo
detekované snizeni koncentrace obou proteinti vyraznéjsi (13,4 % vs. 88,7 %, Beclin 1 a 8 % vs.
35 % Atg5) a v pripadé proteinu Beclin1 i statisticky vyznamné. SniZeni téchto proteint v reakci
na piitomnost ASNazy vSak nemusi nutné znamenat snizeni autofagie a pro definitivni odpovéd’
je treba dalSich experimentalni prace. SniZeni autofagie by bylo v rozporu s publikovanymi
vysledky skupiny Takahashi et al. z roku 2017, ve které vSak bylo vyuZito proteinu LC3 jako
markeru autofagie, priCemz tento protein se podili na jiné Casti procesu autofagie a je
ovliviiovan odliSnou signalizaci. Naopak konzistentni jsou vysledky se zvySenou aktivaci Akt a
mTORC1 zjiSténou u mutantnich klont viici kontrolam. Signalizace téchto proteinii ma inhibi¢ni
efekt na autofagii a také primo na Beclin 1. Také u jinych malignich onemocnéni byla in vitro
zjiSténa v reakci na chemoterapeutika aktivace cytotoxické autofagie pomoci inhibice Akt a

mTORC1 signalizace (Kang et al,, 2011; Kondo et al., 2005; Sharma et al., 2014).

6.4.3 Aplikace zjisténi na bunécny fenotyp

V reakci na ASNazu doslo v souladu s o¢ekdvanimi k inhibici mTORC1 pozorované na poklesu
fosforylace proteinii p70S6K, rpS6, CAD a elF4E-BP1. Inhibice mTORC1 sniZzila skrze tyto
prostiredniky proteosyntézu, syntézu nukleotidii, expresi ACC a tim de novo syntézu mastnych
kyselin a expresi c-Myc a tim celkovou tendenci k proliferaci a vychytavani glukézy. Zaroven
poklesla fosforylace AMPK, coz ukazuje Ze u bunék nenastava zavazny pokles ATP. Doslo i

k poklesu proteinu RICTOR, klicové soucasti komplexu mTORC2. Nizsi aktivita mTORC2 mohla

VIV

VIV
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Bunky postradajici ETV6/RUNX1 vykazovaly vyssi aktivitu mTORC1, coZ se projevilo fosforylaci
rpS6 a CAD a potencidlné tedy zvySenou syntézou proteini a nukleotidi. Vyssi pokles
fosforylace ACC v reakci na ASNazu se muzZe podilet na méné vyjadireném vzestupu FAO oproti
kontrolnim liniim. Vzhledem k mnohem vyraznéjsimu poklesu proteind Beclin 1 a Atg5 reaguji
zfejmé knockoutni klony na ptritomnost L-asparaginazy inhibici autofagie zavislé na téchto
proteinech. Vezmeme-li soucasné v ivahu vyssi rezistenci téchto bunék na toto
chemoterapeutikum, autofagie aktivovana témito drahami ma ziejmé u leukemickych klont
cytotoxické ucinky. Hodnoty LC3 bohuZel nemame k dispozici. Inhibice autofagie a vyssi aktivita
mTORC1 mohla byt také zptisobena zjisténym vyraznéj$im nartstem fosforylace proteinu Akt

klonti postradajicich fazni gen, oproti kontrolam.

Nizsi citlivost k ASNaze u knockoutnich klong, tedy mtize byt na zakladé western blotu

-----

cytoprotektivni signalizaci Akt.

6.5 METABOLICKA AKTIVITA

V reakci na depleci Asn a Gnl zpiisobené ASNazou dochazi k vyraznym zménam bunécéného
metabolismu. Otazkou je, zda se jedna o zdchranné mechanismy pomahajici butice preZzit
nedostatek téchto aminokyselin, nebo jsou to znamky metabolického rozvratu prispivajici

k bunécéné smrti.

6.5.1 Seahorse

V souladu s nasimi ocekavanimi doslo k zvyseni spotreby kysliku po podani ASNazy. Tento
parametr svéd¢i o nartistu intenzity oxidativni fosforylace. Dllezitym pozorovanim byla vsak
opacna reakce bunék postradajicich fizni protein na toto chemoterapeutikum. Vzhledem k vyssi
viabilité knockoutnich bunék je zfejmé sniZenf aktivity dychaciho fetézce v mitochondriich
Zadoucim jevem pro bunécné preziti. Zrejmeé prispiva ke sniZzeni produkce ROS, sniZeni vytiZzeni
Krebsova cyklu, trpiciho na podkladé nedostatku Asn a Gln nemoznosti dopliiovat metabolity
pomoci vyznamnych apaplerotickych reakci deaminace téchto aminokyselin a témito
opatirenimi vede i k sniZeni poskozeni mitochondrii vedouci k poklesu nutnosti jejich odstranéni
autofagii. ZvySenou aktivaci dychaciho retézce mohou leukemické blasty vyZadovat pro syntézu
aspartatu jez byla pri nardstu oxidativni fosforylace zaznamenana (Birsoy et al., 2015). Jedna se
o klicovou aminokyselinu v bunécném metabolismu i syntéze nukleotidli. Knockoutni bunky
jsou zirejmeé schopny si tuto aminokyseliny syntetizovat jinou cestou a tim zabranit pretizeni
mitochondrii. Nizsi spotieba kysliku v dychacim retézci vysvétluje nizsi nartist FAO u
knockoutnich klont, na to navazujici sniZena produkce ROS a poskozeni mitochondrii pak

mohou zptsobit pokles potreby autofagie jako cesty k odstranéni poskozenych mitochondrii a

73



tim vysvétlit nizsi detekovanou koncentraci proteint Beclin1 a Atg5 u bunék s absenci fizniho

proteinu.

Dle téchto zjisténi tedy schopnost regulace bunéc¢ného dychani miize stat ve stredobodu
mechanismu rezistence na toto chemoterapeutikum. Vysledky pozorovani mitochondrialni
respirace pomoci piistroje Seahorse se nam bohuzel nepodatilo vzhledem k problémutim s
metodikou statisticky vyznamné reprodukovat a neni tedy moZné definitivné usuzovat na
vyznam této modifikace bunééného metabolismu. Vysledky nicméné vybizi k zopakovani téchto

vivs

experimentt, mozna s vyuZzitim robustnéjsi metodiky.

6.5.2 FAO

U vSech bunék nastalo po kultivaci s ASNazou vyrazné zvysSeni oxidace mastnych kyselin. Toto
zvySeni bylo vSak ve srovnani s kontrolnimi liniemi u bunék postradajicich ETV6/RUNX1 mensi.
To Ize Castecné vysvétlit vyssi fosforylaci ACC zjiSténou u knockoutnich klont (viz vyse). Stejné
tak byl nalezen rozdil mezi REH I a REH II liniemi, coZ mize byt zpisobeno pritomnosti delece
jedné alely genu HIF1a (souhlasi s nepublikovanymi poznatky laboratoie). Neni bez zajimavosti,
Ze nizsi aktivita FAO u linie REH II opét korelovala s vyssi rezistenci viici ASNaze pritomné u
této linie. Niz$i zvySeni FAO i jeji niZsi celkova aktivita tedy koreluje s poklesem citlivosti na
ASNazu, coz neodpovi poznatkiim publikace (Hermanova et al., 2016), kde po inhibici FAO
spolecné s podanim ASNazy doslo synergické cytotoxické reakci.

Vysvétlenim miiZe byt, Ze aktivace FAO je pouze kompenzatorni cytopatologicka prispivajici

k zachrané bunécné viability. Diky vyssi rezistenci na ASNazu a lepSimu stavu bunécné

signalizace a metabolismu vSak tato zachranna reakce neni u bunék se ztratou fuzniho proteinu

do takové miry nutna. Podobné vysvétleni by se mohlo tykat i autofagie.

6.5.3  Utilizace glukdzy

Utilizace glukdzy z extracelularniho prostoru v pritomnosti ASNazy klesla. Tento pokles byl

s vyjimkou klonu 23 vyraznéjsi v piritomnosti fizniho proteinu. Na tomto poklesu se
pravdépodobné podili nizka exprese genu c-Myc po oSetfeni média L-asparaginazou. Tim vSak
nelze vysvétlit rozdily mezi kontrolnimi liniemi a knockoutnimi klony. Nizsi pokles glykolyzy
bunék postradajicich ETV6-RUNX1 miize byt vysvétlen spiSe nizsi aktivaci FAO, jako

kompetujici drahy dodavajici metabolity do Krebsova cyklu a dychaciho retézce.
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7 SOUHRN

Zde prezentovana diplomova prace se zabyva spojitosti mezi specifickou chromozomalni
aberaci t(12;21) s pritomnosti fizniho genu ETV6-RUNX1 na citlivost leukemickych bunék na
1é¢bu ASNazou. Zaroveii vrha nové svétlo na mechanismus vzniku této rezistence i

mechanismus uc¢inku zminéného chemoterapeutika.

Pii tvorbé knockoutnich klont postradajicich fizni protein bylo nutné celit nékolika
komplikacim, jez vedli k poznatku, Ze rezistence je mimo absence fuzniho genu asociovana s
dalSimi mutacemi jaderné DNA, napf. deleci genu HIF1a a Ze nddorové linie nejsou zdaleka
geneticky homogennimi kulturami. Byly vSak tispésné ziskany knockoutni klony bez

pritomnosti proteinu ETV6-RUNX1 v cytoplasmé a se stabilné zvySenou rezistenci viici ASNaze.

U knockoutnich klonti byly zjistény odliSnosti v bunéc¢né signalizaci a koncentraci proteint
Beclin1 a Atg5 asociovanych s autofagii v porovnani s negativnimi kontrolami exprimujicimi
fazni protein. ZvySena byla fosforylace Akt a mTOR, jeZ maji na butiku anabolické,
protiautofagické a antiapoptotické ucinky. Dale byl zaznamenan v reakci na ASNazu vyssi pokles

fosforylace proteinu ACC odrazejici se v niz§im nartistu FAO oproti kontrolnim burnikam.

Metabolické experimenty odhalily diilezitou souvislost mezi rezistenci leukemickych blastd na
ASNazu a intenzitou dvou procest spjatych s mitochondrialnim metabolismem. Citlivé bunky
reagovali na pritomnost chemoterapeutika vyraznym naristem FAO i aktivity dychaciho
fetézce. U rezistentnich klonii doslo naopak k poklesu spotieby kysliku a aktivity dychaciho
Fetézce a k mirnéjSimu naristu FAO. Zaroven si buiiky postradajici fuzni protein zachovali vyssi

rychlost zpracovani glukézy oproti svym protéjskiim s piitomnosti tohoto proteinu.

Rezistence na ASNazu tedy souvisi s vy$$im pocCtem genetickych prestaveb, které méni
metabolickou reakci na toto chemoterapeutikum. SniZen{ aktivity dychactho retézce a nizsi
hyperaktivace FAO mohou vést k niz§imu poSkozeni mitochondrii. S nizZSim poskozenim
mitochondrii miiZze souviset nizsi koncentrace autofagickych proteinii Beclin1 a Atg5. Pro urceni
skute€né intenzity autofagie vSak nemame dostatek podkladi. Vyssi aktivita mTORC1, Akt a
CAD miiZe poskytnou dulezité signaly pro bunécné preziti, stejné jako vhodnou modifikaci

metabolismu.

VysledKky vyzkumu prinesli fadu podnétnych poznatki i stimuli pro dalsi experimentalni praci.
S vhodnym navazanim ve sméru analyzy metabolismu a autofagie mize dal$i badani piinést

vysledky aplikovatelné do praxe ve formé piredchazeni, ¢i zvraceni rezistence viici ASNaze.
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