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Abstrakt

Nadorova krevni onemocnéni vznikaji akumulaci mutaci v krvetvornych kmenovych buiikéach.
Vznikne tak maligni klon, ktery ma selekéni vyhodu diky lepSimu piezivani a neomezené
proliferaci, tento proces vyvoje leukémie nazyvame leukemogeneze. Leukemogeneze je komplexni
proces a je obtizné urcit jedinou mutaci, ktera je za transformaci krvetvornych bun¢k zodpoveédna.
Kromeé transkripcni deregulace zptisobené onkogennimi fiznimi proteiny, hraji v leukemogenezi
zasadni roli také mutace specifickych gentl, které reguluji kritické signalni drahy. Mezi takové geny
patii naptiklad mutace v genech pro isocitrat dehydrogenazu 1 a 2 (mutIDH1/2). Pfepoklada se, ze
tyto geny hraji vyznamnou roli ve vyvoji leukémie, na coz ukazuje jejich vzrustajici frekvence v
progresi myelodysplastického syndromu do akutni myeloidni leukémie. Mezi funkce mutIDH1/2
patii epigeneticka regulace, zmény v metabolismu a redoxni homeostaze. Bylo zjisténo, ze regulace
produkce a eliminace reaktivnich kyslikatych latek (ROS), tzv. redoxni homeostaza je dilezita pro
spravnou funkci hematopoetickych kmenovych buné€k a jeji naruseni je Castym jevem
doprovazejicim maligni transformaci téchto bunék. Nékteré mutace, véetné mutIDH1/2, ovliviiuji
produkci a eliminaci ROS, a tim narusuji redoxni homeostazu. Vysledkem je pak ovlivnéni
redoxnich kaskad skrze modifikace proteind, které ptispivaji k leukemogenezi. Mezi dusledky
téchto zmén patii neomezena proliferace a narusena diferenciace hematopoetickych kmenovych

bunék. Cilem této prace je ptiblizit aspekt redoxniho metabolismu mutIDH1/2 v leukemogenezi.

Kli¢ova slova: leukemogeneze, IDH1/2 mutace, redoxni signalizace, oxidacni stres, hematopoeza



Abstract

Blood cancers are caused by the accumulation of mutations in haematopoietic stem cells. This
creates a malignant clone that has a selection advantage due to improved survival and unrestricted
proliferation, a process of leukaemia development called leukemogenesis. Leukemogenesis is a
complex process and it is difficult to identify a single mutation that is responsible for the
transformation of haematopoietic cells. In addition to transcriptional deregulation caused by
oncogenic fusion proteins, mutations in specific genes that regulate critical signaling pathways play
a critical role in leukemogenesis. Examples of such genes include mutations in the isocitrate
dehydrogenase 1 and 2 genes (mutIDH1/2). These genes are thought to play an important role in the
development of leukaemia, as indicated by their increasing frequency in the progression of
myelodysplastic syndrome to acute myeloid leukaemia. The functions of mut/DH1/2 include
epigenetic regulation, changes in metabolism and redox homeostasis. It has been shown that
regulation of reactive oxygen species (ROS) production and elimination, so-called redox
homeostasis, is important for the proper function of haematopoietic stem cells and its disruption is a
frequent phenomenon accompanying malignant transformation of these cells. Some mutations,
including mutIDH1/2, affect the production and elimination of ROS and thus disrupt redox
homeostasis. As a result, redox cascades are affected through protein modifications that contribute
to leukemogenesis. The consequences of these changes include unrestricted proliferation and
impaired differentiation of haematopoietic stem cells. The aim of this study is to describe the redox

metabolism aspect of mutIDH1/2 in leukemogenesis.

Key words: leukemogenesis, IDH1/2 mutations, redox signaling, oxidative stress, haematopoiesis
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1 Uvod

Oxidacné/redukéni (redoxni) metabolismus je nedilnou soucasti fyziologickych procest
v butikach. Pro jejich sprdvné fungovani je dilezité udrzovani redoxni homeostazy, kterd je dana
rovnovahou mezi produkei a eliminaci reaktivnich kyslikatych a dusikatych latek (ROS/RNS). Je-li
tato rovnovaha narusend, nastava oxidacni stres, ktery je pro buiiku nebezpecny, jelikoz miize
zpusobovat zdvazna poSkozeni riiznych intracelularnich struktur a vést ke starnuti nebo tumorogenezi
bun¢k. Za fyziologickych koncentraci jsou vSak ROS, ptedevsim pak peroxid vodiku, vyznamnymi
signalnimi molekulami. ROS posttranslacné modifikuji proteiny na thiolovych zbytcich, a tim mohou
zmenit funkcei proteinu, napt. zménou struktury, aktivaci, inaktivaci ¢i ovlivnénim jinych signélnich
posttransla¢nich modifikaci. Bylo zjisténo, Ze tento reversibilni proces reguluje diilezité biologické
funkce, napf. apoptoézu, bunéény cyklus, proteinovou homeostazu a dalsi. Proto je nutné redoxni
rovnovahu pfisné€ regulovat.

Mnoho studii uvadi, ze redoxni signalizace hraje také vyznamnou roli v normalni a maligni
hematopoeze. Kontrola nizké hladiny ROS je klicova pro spravnou funkci hematopoetickych
kmenovych bun¢k (HSC). Jeji zvySeni vyvola aktivaci drah vedoucich k proliferaci a diferenciaci
HSC. Dojde-li vsak k akumulaci ROS v HSC, a to z extracelularnich nebo intracelularnich zdroju,
dochazi k naruseni spravné funkce téchto bunék a mize dojit k jejich maligni transformaci. Pro
leukemické bunky je typickd zvySena hladina ROS. Nadorova krevni onemocnéni jsou
charakterizovana ztratou schopnosti HSC diferencovat se ve zralé krvinky. Predpoklada se, ze k
maligni transformaci dochéazi v pribehu zivota, kdy HSC postupné ziskavaji fadu somatickych
mutaci, které mohou vést k zablokovani diferenciacniho potencialu a neomezenému ristu. Vzhledem
k tomu, ze leukemogeneze je vicestupiiovy proces, je obzvlaste velmi obtizné urcit jedinou hnaci silu
tohoto procesu. Nicméné bylo prokazano, ze n€kolik leukemogennich genovych zmén je schopno
preprogramovat metabolické drahy, indukovat produkci ROS, a tim narusit celkové redoxni prosttedi.
Patfi mezi né€ i jedny z ¢astych mutaci gent kddujicich metabolické enzymy isocitrat dehydrogenazu
1 a2 (IDH1, IDH2).

Cilem této prace je popsat princip redoxni homeostazy, jeji funkci v krvetvornych bunkach za
fyziologickych podminek a pii maligni transformaci. Charakterizujeme vliv leukemogennich mutaci
na redoxni metabolické drahy. Na zavér se zaméfime na mutace v genech pro isocitrat dehydrogenazu
1 a2, jejich onkogenni potencial, vliv na bunécny metabolismus, redoxni homeostazu a jejich vyznam

V progresi onemocnéni.



2 Typy nadorovych krevnich onemocnéni

Néadorova krevni onemocnéni jsou rozmanitou skupinou komplexnich chorob. Vznikaji
maligni transformaci HSC a progenitorovych bun€k nejcastéji v lymfatickych uzlinach a v kostni
dfeni. Podle fenotypu bunék se d€li na lymfoidni a myeloidni neoplazmy, které se pak dale déli na
leukémie (akutni a chronické), myelomy a lymfomy (Snowden et al., 2017). Tato prace je zaméfena
zejména na myeloidni malignity, a to akutni myeloidni leukémie (AML) a myelodysplasticky

syndrom (MDS).

2.1 Akutni myeloidni leukémie

AML je skupina onemocnéni, charakterizovana akumulaci nezralych myeloidnich bunék, které
ztratily schopnost diferenciace a odpovédi na regulacni mechanismy proliferace (Estey & Dohner,
2006; Hope et al., 2003). Pti¢inou této nadorové transformace hematopoetickych prekurzort je
ziskani chromosomalnich ptestaveb a specifickych mutaci v genech (Rubnitz et al., 2010). SEER
statistiky dat sesbiranych mezi lety 2015-2019 na populaci Spojenych stati americkych uvadégji
incidenci AML 4,1 ptipadii na 100 000 obyvatel ro¢n€ a tmrtnost 2,7 ptipadti na 100 000 obyvatel
cca 68 let. Existuji vSak i ptipady vyskytu u déti. Cast&ji jsou navic timto onemocnénim postizeni
muzi nez zeny (National Cancer Institute, 2022). AML se klinicky manifestuje slabosti, horeckou,
nadmérnou Unavou, krvicenim a snadnéj$i tvorbou modfin. Nejcast&jSim zplsobem [éCby je
chemoterapie, ktera mize byt nasledovana transplantaci kmenovych bun¢k. Dalsimi typy 1é¢by jsou
radia¢ni terapie nebo cilena terapie, jako je napf. podani monoklonalnich protilatek. Navic je bézna
podpirnd péce v pribéhu 1écby (PDQ® Adult Treatment Editorial Board, 2022). Lindsley et al.
(2015) uvadi klasifikaci AML do tii kategorii na zaklad¢ klinické ontogeneze: de novo AML, AML
souvisejici s 1écbou (t-AML) a sekundarni AML (s-AML), vychazejici zMDS nebo

myeloproliferativniho onemocnéni (MPN).

2.2 Myelodysplasticky syndrom a sekundarni AML

MDS tvofi skupinu klonalnich onemocnéni, charakterizovanych neucinnou krvetvorbou
v kostni dfeni, vedouci k morfologicky abnormalnimu vyvoji hematopoetickych bunék a ke
krevnim cytopeniim. Ma et al. zpracovali data ze SEER databaze z let 2001 az 2003 sesbirana z
populace Spojenych stati americkych. MDS se nejcastéji vyskytuje u starSich pacientil se stfedni

hodnotou véku pii diagnoze 76 let. Ro¢ni incidence se vyrazné lis§i u muzi a Zen, konktrétné 4,5 na



100 000 obyvatel u muzii a 2,7 na 100 000 obyvatel u zen (Ma et al., 2007). Klinické projevy MDS
vychazeji z nedostatku bun€k v periferni krvi a patii k nim dusnost, slabost, inava a snadng&jsi
krvaceni a tvorba modfin. Lécba tohoto onemocnéni zahrnuje podptrnou péci, chorobu modifikujici
latky, jako je napf. imunosupresivni terapie, nebo alogenni transplantaci HSC (PDQ® Adult
Treatment Editorial Board, 2021). MDS casto ptechazi v s-AML (Adgs et al., 2014). Studie z roku
2012, ve které Walter et al. osekvenovali genom pacientti s MDS pied a po transformaci do AML,
uvadi, ze progrese do s-AML je pohanéna ziskem novych mutaci a klonalni selekci. AML je
odlisitelnd od MDS ptitomnosti 20 a vice % blastl v kostni dfeni nebo periferni krvi (Vardiman et
al., 2002). S-AML je charakterizovana horsi prognézou oproti de novo AML (Renaud et al., 2016).
Lisi se i vyskytem mutaci v konkrétnich genech. Lindsley et al. ve studii z roku 2015 pfisli na to, Ze
mutace v genech SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXLI, EZH2, BCOR a STAG2 jsou vysoce
specifické pro s-AML. Tyto geny jsou zaroven bézn¢ mutované u MDS, coz naznacuje, Ze hraji roli

jiz v progresi MDS (Lindsley et al., 2015).

3 Role mutaci v leukemogenezi

Transformace bunék v leukemogenezi spociva v naruseni schopnosti diferencovat se a v nabyti
schopnosti neomezené se mnozit. Tyto procesy jsou podminény ziskem nékolika genetickych mutaci
v HSC, které daji vznik malignimu klonu (Corces-Zimmerman & Majeti, 2014). Gilliland & Griffin
v roce 2002 popsali ,,2-hit” model leukemogeneze, ktery spoc¢iva v tom, ze pro maligni transformaci
bungk je nutna kooperace dvou tiid mutaci v genech. Mutace prvni tfidy je nezbytna pro neomezenou
proliferaci bunék a mutace druhé tiidy zasahuje do schopnosti diferenciace a apoptdzy bunck
(Gilliland & Griffin, 2002). Do mutaci tfidy I patii bézné€ se vyskytujici mutace v genech Fms-like
tyrosine kinase 3 (FLT3), KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase (KIT), erythroblastoma RAS
viral oncogene homolog (N-RAS) a Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (K-RAS), cellular
tumor antigen p53 (TP53) a dalsi. Mutace tfidy Il zahrnuji napt. mutace v genech nucleophosmin 1
(NPM1), CCAAT/enhancer binding protein a. (CEBPA), runt-related transcription factor 1 (RUNXI)
a GATA binding protein 2 (GATA-2) (Kihara et al., 2014). S postupnymi objevy novych mutovanych
genll bézné se vyskytujicich v AML se ale ukazalo, Ze ,,2-hit" model leukemogeneze neni dostacujici.
Byly odhaleny dalsi tfidy mutaci, které pfispivaji k maligni transformaci bunék. Predevsim jde o
mutace v genech dilezitych v regulaci epigenetickych procesti, methylace DNA a posttransla¢ni
histonové modifikace. Do téchto skupin genti jsou zahrnovany napt. geny tet methylcytosin
dioxygenase 2 (TET?2), isocitrate dehydrogenase 1 a 2 (IDH1/2), additional sex combs-like 1 (ASXLI)
a DNA methyltransferase 34 (DNMT3A) (Shih et al., 2012).



Obecné Ize v tumorogenezi rozlisit mutace podle jejich potencialu pohanét vyvoj rakovinného
onemocnéni na driver a passenger mutace. Driver mutace udeluji butikam novou vyhodnou schopnost
rustu, coz vede k selekci téchto mutaci v rakovinnych bunkach. Passenger mutace nezptsobuji zisk
zadnych schopnosti uzitecnych v tumorogenezi, pouze doprovazeji driver mutace (Stratton et al.,

2009). Mutace v genech vyskytujici se v AML s urcitou frekvenci uvadi ptehledova Tabulka 1.

Frekvence Frekvence Frekvence
Kategorie Gen v MDS (%) vs-AML (%) v AML (%)

Epigenetické

Kohesiny STAG?
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ATM Nebyly nalezeny Zadné
FANCL Bl Zaana ata I:l mutace

PIGA

Tabulka 1: Tabulka frekvence vyskytu mutovanych gent u myelodysplastického syndromu (MDS), sekundarni
akutni myeloidni leukémie (s-AML) a akutni myeloidni leukémie (AML). Pfevzato z (Sperling et al., 2016)
(pozménéno).



3.1 Nejcast€jsi mutace v AML a MDS

Mezi nejcastéji se vyskytujici genetické modifikace u pacientd s AML patii mutace v genech
FLT3 a DNMT3A4 (Kihara et al.,, 2014). Ukazalo se, ze maji signifikantni vliv na prognézu
onemocnéni, patii mezi driver mutace v leukemogenezi. F'L73 koduje tyrosinkinazovy receptor t¥idy
111, dilezity v proliferaci a diferenciaci hematopoetickych bun¢k. Mutace v tomto genu se vyskytuje
priblizné u 25 % ptipadit AML (Kihara et al., 2014; Schnittger et al., 2002), a to nejcast€ji jako vnitini
tandemova duplikace v juxtamembranové doméné (FLT3-ITD), nebo jako bodova mutace
v tyrosinkinazové doméné (FLT3-TKD). Vede k autofosforylaci a ke konstitutivni aktivaci receptoru,
ktery aktivuje RAS/mitogen-activated protein kinase (MAPK), Signal transducer and activator of
transcription (STAT) a phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) /protein kinase B (Akt) signalni drahy,
¢imz podporuje bunécnou proliferaci (Meshinchi & Appelbaum, 2009). Pritomnost FLT3-ITD u
pacientiit AML indikuje horsi prognézu v porovnani s pacienty bez této mutace (Abu-Duhier et al.,
2000; Rombouts et al., 2000). DNMT3A je DNA methyltransferaza, ktera je zodpovédna za
methylaci cytosinového zbytku na CpG dinukleotidech. Mutace v genu pro DNMT3A byla nalezena
pfiblizné u 15-25 % pacienti s AML (Kihara et al., 2014; Ley et al., 2010) a je asociovana se Spatnou
prognozou, s vy$si mirou relapst a s kratkym celkovym ptezitim (OS) pacientd (Shin et al., 2016).

Mezi nejcastéjsi mutace v MDS a s-AML patfi mutace gentt TET2 a ASXLI. TET2
dioxygenaza je diilezitd v udrZzovani rovnovahy mezi prezitim, ristem a diferenciaci normalnich HSC
(Delhommeau et al., 2009). Mutace v TET2 je asociovana s delSim OS (Kosmider et al., 2009).
Mutace v genu pro regulator transkripce homeotickych genti, ASXL 1, mé nepfiznivy vliv na prognozu
pacientt. Je spojovana se snizenym OS (Thol et al., 2011). Obé& tyto mutace se vyskytuji pfiblizné u
20 % pacienti s MDS (Delhommeau et al., 2009; Thol et al., 2011)

V nasi praci se zamétime na mutace v genech pro isocitrat dehydrogenazu 1 (IDH1) a 2 (IDH2)

(IDH1/2).



4 TIsocitrat dehydrogenaza 1 a 2

4.1 Normalni funkce Isocitrat dehydrogenaz

Enzym isocitrat dehydrogenaza se v bunce vyskytuje ve tiech izoformach s riiznou lokalizaci,
IDH1 v cytosolu a peroxisomech, IDH2 a isocitrat dehydrogenaza 3 (IDH3) v mitochondriich. Dosud
bylo identifikovano pét genti kodujicich lidské IDH, z toho tfi kdduji podjednotky heterotetramerni
IDH3 a zbylé dva koduji IDH1 a IDH2. Gen IDH3A4 lokalizovan na chromozomu 9 kéduje dvé a-
podjednotky, IDH3B na chromozomu 13 B-podjednotku a IDH3G na chromozomu X y-podjednotku
IDH3. Gen IDH?2 lezi na chromozomu 15 a IDHI na chromozomu 2 (Al-Khallaf, 2017).

IDH1/2, které funguji ve form¢ homodimert, katalyzuji oxidativni dekarboxylaci isocitratu na
o-ketoglutarat (a-KG) za soucasné redukce nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP') na
redukovany NADP*® (NADPH) a jejich reverzni reakei, reduktivni karboxylaci. IDH3 se ucastni
citratového cyklu, katalyzuje ireverzibilni reakeci isocitratu na o-KG za soucasné redukce
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD™) na redukovany NAD" (NADH). Lisi se od izoforem 1 a 2
zejména tim, ze obsahuje regulacni podjednotky, je tedy mozné jeho funkci regulovat (Al-Khallaf,
2017).

IDH1 a 2 jsou dalezitou soucasti procesi v normdlnich, ale i nadorovych bunkach.
Mitochondrialni IDH3 je inhibovana zvySenou hladinou NADH a adenosin-5°-trifosfatu (ATP)
(Gabriel et al., 1985). Proto pii zvySseném poméru NADH/NAD" v mitochondriich roste hladina
isocitratu. V té&chto podminkach se uplatituji zbylé dvé izoformy enzymu. Cést isocitratu je
metabolizovana v mitochondriich IDH2 za vzniku NADPH. Zbytek je konvertovan na citrat
reverzibilni akonitazou. Citrat je poté transportovan do cytosolu, kde je bud’ pfeménén zpét na
isocitrat a zpracovan pomoci IDHI opét na NADPH a o-KG, nebo je metabolizovan ATP citrat
lyazou na acetylkoenzym A, ktery je vyuzit v anabolickych procesech buinky (Al-Khallaf, 2017)
(Obrazek 1).

IDH1/2 hraji dalezitou roli i v nadorovych buiikach, zvlasté pii zpomaleni mitochondrialni
respirace, at’ uz z divodu poskozeni respiracnich komplexti anebo kviili nedostatecnému okyslic¢eni
bun¢k (Al-Khallaf, 2017). Pfi inhibici nebo poSkozeni oxidativni respirace musi mit bunky zalozni
mechanismus pro tvorbu prekurzorti pro makromolekularni syntézu, jako je citrat. Za timto celem
v téchto bunkach slouzi reduktivni karboxylace zavisla na glutaminu. Dochézi k vyuziti glutaminu
pro syntézu a-K G, ktery je reduktivni karboxylaci pomoci IDH2 v mitochondriich a IDH1 v cytosolu
pfeménén na isocitrat, prekurzor pro citrat (Wise et al., 2011). Citrat je po transportu do cytosolu

vyuzit pro anabolické procesy, které jsou v naddorovych bunkach maximalizovany, pro syntézu



mastnych kyselin, fosfoglyceridii a cholesterolu, dalezitych prekurzorti bunéénych membran (Al-

Khallaf, 2017).
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Obrazek 1: Funkce a lokalizace jednotlivych izoforem IDH. Ptevzato z (Al-Khallaf, 2017) (pozmé&néno).

4.2 Mutace v genech IDH]I/2

Mutace v genech kodujicich enzymy IDH1/2 se nachazi u rtznych typt nadorovych
onemocnéni. Poprvé byly objeveny v gliomech v roce 2008 (Williams Parsons et al., 2008). U
pacientii s AML byly odhaleny v roce 2009, kdy Mardis et al. pomoci paralelniho DNA sekvenovani
AML genomu s normalnim karyotypem identifikovali mutované (mut) IDH u 16 ze 188 vzorkd, kde
u vSech byla nalezena zdména argininu v pozici 132 za cystein, histidin nebo serin. Pozd¢&ji byly
objeveny mutace i genu kddujicim mitochondrialni IDH2. Ward et al. v roce 2010 prokazali vyskyt

IDH1/2 mutaci u 23 % (18 ze 78) pacientd s AML. Na rozdil od mutovanych IDH v gliomech se u

Kosmider et al. v roce 2010 nalezli mutované IDH1/2 v 5 % MDS, 8,8 % MDS/MPN a v 9,7 % s-

AML. Tyto mutace byly vzdy heterozygotni a vzajemn¢ se vylucujici.



4.3 Funkce mutovanych IDH1/2

Mutace IDH1/2 je zptsobena specifickou zaménou klicovych arginind za jiné aminokyselinové
zbytky. Jedna se o R132 u IDH1 a R140 a R172 u IDH2 (Ward et al., 2010; Yan et al., 2009). U
akutnich myeloidnich leukémii je u mutovanych IDH1 R132 nejcastéji substituovan histidinem a
cysteinem (Dang et al., 2009; Mardis et al., 2009), u mutovanych IDH2 je obvykle R140 nahrazen
glutaminem a R172 lysinem (C. L. Green et al., 2011; Ward et al., 2013). Zaména argininu v aktivnim
misté enzymu zptsobi sniZeni afinity IDH1 pro isocitrat (S. Zhao, Lin, Xu, Jiang, Zhai, et al., 2009),
coz vede ke ztrat€ schopnosti katalyzovat oxidativni dekarboxylaci isocitratu na o-KG (Yan et al.,
2009). Zaroven bylo zjisténo, ze mutované enzymy IDH1 a IDH2 katalyzuji ireverzibilni reakci o-
KG na novy produkt, (D)2-hydroxyglutarat ((D)-2HG), za soucasné spotieby NADPH (Dang et al.,
2009; Ward et al., 2010) (Obrazek 2).

IDH1 mutace je vzdy heterozygotni a IDH funguje ve formé dimerd. Proto se teoreticky bude
v buiikach vyskytovat 25 % wild-type/wild-type (wt/wt) homodimert, 25 % mut/mut homodimert a
50 % mut/wt heterodimerti (S. Zhao & Guan, 2010). U heterodimeru mut/wtIDHI1 v cytosolu je
neomorfni enzymaticka aktivita zavisla na normalni aktivit¢ wt podjednotky, jejiz reakce produkuje
potiebné NADPH a o-KG. (Dang et al., 2009; Ward et al., 2013). Naopak pro neomorfni aktivitu
mitochondrialnich mutIDH2 nejspi$ neni aktivita wt enzymu potieba, protoze v mitochondriich je
hladina o-KG udrzovana riznymi anaplerotickymi reakcemi a obvykle se tam vyskytuje vétsi pomer
NADPH/NADP" (Ward et al., 2013), zejména diky proton-translokujicim transhydrogendzam
(Rydstrom, 2006).
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Obrazek 2: Znazornéni vnitrobunétné lokalizace a chemickych reakei katalyzovanych wild-type a
mutovanymi IDH. Pfevzato z (Tommasini-Ghelfi et al., 2019).



4.4 Role (D)-2hydroxyglutaratu v leukemogenezi

Nové vznikajici produkt (D)-2HG je onkometabolit. Jeho hladina je za normalnich okolnosti
regulovana enzymy 2-Hydroxyglutarat dehydrogenazami, které jej preménuji zpet na o.-KG (Achouri
et al., 2004). (D)-2HG je dikarboxylova kyselina slozen4 z 5 uhlikii. Od a-KG se li§i hydroxylovou
skupinou na 2., chiradlnim, uhliku, kterd nahrazuje ketonovou skupinu u a-KG. Chemické vzorce

téchto dvou latek jsou zndzornény na Obrazek 3.
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Obrazek 3: Chemicky vzorec a-ketoglutaratu (a-KG) a 2-hydroxyglutaratu (2-HG)

Na zaklad¢ této strukturni podobnosti (D)-2HG v tumorogenezi kompetitivné inhibuje a-KG
dependentni dioxygenazy, vcetné histon demethylaz, TET 5-methylcytosin hydroxylaz a proteinti
obsahujicich prolylhydroxylazovou doménu (PHD) (W. Xu et al., 2011; S. Zhao et al., 2009). Tato
inhibice mlze vést ke zménam exprese genl dilezitych ve fyziologickych procesech bunék, ¢imz
mize (D)-2HG prispivat k jejich maligni transformaci.

(D)-2HG potlacuje aktivitu a-KG dependentnich TET 5-methylcytosin hydroxylaz (W. Xu et
al., 2011). TET katalyzuji pfeménu 5-methylcytosinu na 5-hydroxymethylcytosin a jsou dalezité v
demethylaci DNA v oblastech CpG ostriivkli (Tahiliani et al., 2009). Inhibice téchto enzymi vede k
hypermethylaci DNA (Figueroa et al., 2010) a je asociovana s krevnimi nadorovymi onemocnénimi
(Tahiliani et al., 2009).

Histon demethylazy obsahujici Jumonji C (JmjC) doménu jsou dal$im z inhibi¢nich cilti (D)-
2HG. Jsou to enzymy modifikujici chromatin, které odstraiiuji methylovou skupinu z histont, a tim
kontroluji genovou expresi (Chowdhury et al., 2011). Jejich inhibice vede ke zvySené methylaci
histont (W. Xu et al., 2011). Demethylace histonti je dlilezita pro diferenciaci progenitorovych bun¢k,
jejich inhibice tedy zplsobuje naruseni myeloidni diferenciace (Lu et al., 2012).

Proteiny obsahujici PHD, které podporuji degradaci hypoxia inducible factor la (HIF-1a)
prostednictvim hydroxylace, jsou také zavislé na a-KG. HIF-la je soucasti HIF-1, coz je

transkripéni faktor, regulujici dilezité metabolické procesy pii hypoxii, které jsou kli¢ové pro



nadorovy rust. Hladina tohoto faktoru je u mutovanych IDH1 zvySena, coz indikuje moznou inhibici
proteinu obsahujiciho PHD onkometabolitem (D)-2HG. Tato inhibice vede tedy ke stabilizaci HIF-
la, ¢imz maze prispivat k tumorogenezi prostiednictvim aktivace HIF-1a drahy, kterd aktivuje

expresi gend dilezitych pro nddorovy rast (S. Zhao et al., 2009).

4.5 Vliv IDH1/2 mutaci na prognozu pacientil

Mutace v genech pro IDH1 nebo 2 u AML jsou obvykle asociovany s vy$§im vékem pacientd,
s nizsi hladinou leukocytt a s vy$si primérnou hladinou krevnich desti¢ek nez wt/DH. Nejcastéji se
vyskytuji u pacientil s cytogeneticky normalni AML (CN-AML) (S. Abbas et al., 2010; Paschka et
al., 2010). Ve studii Paschka et al. z roku 2010 se nejvice vyskytovaly u CN-AML spolu s mutacemi
v NPM-1 a byly asociovany s hor$i progn6zou u AML s mutovanymi NPM-1 bez FLT3-ITD. Rtizné
studie vSak popisuji odlisné vysledky vyzkumu vlivu IDH mutaci na prognézu u AML. Patel et al. v
roce 2012 popsali souvislost mutace v IDH2 se zvysenym OS. Dale zjistili, Ze pacienti AML se
sttednim rizikem (IR-AML), kteti zarovei nesli mutace i v NPM1 i v IDHI nebo 2, vykazovali vyssi
OS (89 %) ve srovnani s pacienty s mutNPM1 a wtIDH (31 %). V jiné studii byli schopni najit
signifikantni vliv na prognoézu az pii analyze mutIDH]1 a 2 separatné (Q. Xu et al., 2017). U pacientt
s mutIDH1 popsali nizsi OS a preziti bez ptihody (EFS) nezu wtIDH 1. Naopak u pacientti s mutIDH2
objevili prodlouzeni OS, které bylo signifikantni zejména u pacientll IR-AML. Ve studii z roku 2020
Sara Zarnegar-Lumley et al. uvedli, Ze samotna mutace nepiedvida vysledek onemocnéni u pacientti
s AML. EFS pacientti s mutIDH se signifikantné neliSilo od EFS u pacientli bez mutaci v téchto
enzymech (39 % pro mutIDH a 40 % pro wtIDH). Pfisli v§ak na to, ze pii soucasné mutaci NPM1
doslo ke zvyseni EFS (76 % pro mutNPM1/mutlDH a 24 % pro mutIDH/wWtNMP1), coz tedy
znamenalo lepsi progndzu. Tento objev byl signifikantni u pacientd do 60 let. Pokud nesli navic
mutaci v DNMT3A, tzn. mutIDH/mutNPM 1/mutDNMT3A, doslo u pacientd ve stiednim veku (30-
59 let) opét ke zhorSeni progndzy oproti mutlIDH/mutNPM1, EFS kleslo z 57 % na 25 % (Sara
Zarnegar-Lumley et al., 2020). Z této studie tedy vyplyva, ze vliv IDH mutaci na prognézu u AML
zavisi na kontextu, na dalSich mutacich vyskytujicich se zaroven s mutacemi v IDH1 nebo 2.

Na zaklad¢€ dosavadnich vysledkd neni mozné vyvodit jednoznacny zavér co se tyce vlivu mutaci
v genech pro enzymy IDH1 a 2 na progndzu u pacientd s AML. VétSinou se vSak studie shoduji
v tom, ze IDH2 mutace je asociovana s lepsi progn6zou onemocnéni (A. Green & Beer, 2010; Patel

etal., 2012; Q. Xu et al., 2017).
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4.6 Vyvoj léciv cilenych na mutované IDH1/2

Objev Castych vyskytt IDH mutaci v rakovinnych onemocnénich vedl k vyvoji 1€kt cilenych na
inhibici onkogenniho mechanismu piisobeni téchto mutovanych enzymd. Prvnim schvalenym Iékem
pro pacienty s AML s mutIDH2 je Enasidenib (také IDHIFA, AG-221). Je to selektivni alostericky
inhibitor mutIDH2. Navaze se na misto na enzymu a stabilizuje jeho otevienou konformaci, ¢imz
znemozni syntézu (D)-2HG. Normalizuje hladinu (D)-2HG v buiikach, coz vede k obnoveé myeloidni
diferenciace (Yen et al., 2017).

Ivosidenib (také TIBSOVO, AG-120) je alostericky inhibitor mutIDH1 (Popovici-Muller et al.,
2018). Soutézi o navazani na konkrétni misto v enzymu s hofeCnatymi ionty, které jsou dulezitymi
kofaktory mutIDH1. Timto navazanim brani pribéhu neomorfni reakce (Deng et al., 2015). Stejné
jako Enasidenib snizuje hladinu (D)-2HG, a tim obnovuje myeloidni diferenciaci (Popovici-Muller
et al., 2018).

Dalsi inhibitory mutIDH u AML jsou ve vyvoji. Zaroven také probihaji klinické studie
Enasidenibu a Ivosidenibu v kombinaci s dal§imi jiz osvédCenymi 1éky, jako je napt. hypomethyla¢ni

¢inidlo Azacytidin (DiNardo et al., 2019; MacBeth et al., 2021).

5 Redoxni metabolismus

Oxidaéné/redukéni (redoxni) homeostaza je rovnovaha mezi produkei a eliminaci ROS. Tyto
latky hraji roli v dilezitych fyziologickych procesech, jako je imunitni obrana nebo redoxni
signalizace. Mezi nejcast€ji vyskytované ROS v burikach patii superoxidovy radikal, peroxid vodiku,
hydroxylovy radikal, singletovy kyslik a dalsi. ZvySena koncentrace ROS, ktera je charakteristicka
pro rakovinné buiiky, vede k naruseni buné¢né redoxni rovnovahy a k navozeni oxida¢niho stresu,
pii kterém mohou tyto vysoce reaktivni latky poskodit biologické makromolekuly, a postupné
zplsobit smrt buniky (Valko et al., 2007). Proto eukaryotické organismy vyvinuly nékolik

mechanismil pro eliminaci ROS, které se spole¢n¢ nazyvaji bunéény antioxida¢ni obranny systém.

5.1 Reaktivni kyslikaté a dusikaté latky

Jednim z hlavnich zdroji ROS v buinikach je mitochondridlni respiracni fetézec. Funguje na
principu prenosu elektrontl z redukovaného koenzymu NADH a flavinadenindinukleotidu (FADH,)
pres 4 proteinové komplexy na terminalni akceptor elektrontl, kyslik, ktery je redukovan na vodu.
Zaroven vznika protonovy gradient pres vnitini mitochondridlni membranu, ktery je posléze vyuzit

na produkci ATP. Behem transportu elektronti vSak mize dojit k pfed¢asnému uvolnéni elektronu
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z komplexu I nebo III a k redukci kysliku na superoxidovy radikal a dale na peroxid vodiku (R. Z.
Zhao et al, 2019). Dalsim hlavnim producentem ROS jsou NADPH oxidazy (NOX),
transmembranové proteiny, které transportuji elektrony z cytoplazmatického NADPH pies FAD a
dva hemové kofaktory pies membrany na kyslik za vzniku superoxidového radikalu (Magnani &
Mattevi, 2019).

Hlavnim pfedstavitelem reaktivnich dusikatych latek (RNS) je oxid dusnaty. Jeho produkci
v butikach zprostfedkovavaji NO syntazy, které katalyzuji pfeménu L-argininu, NADPH a
molekularniho kysliku na L-citrulin, NADP" a oxid dusnaty. Oxid dusnaty je pomérné stabilni, ptesto
ale mize reagovat s molekularnim kyslikem za vzniku radikalu oxidu dusicitého. Tento radikal se
muze spojit s dalSim stejnym radikdlem a vytvofit oxid dusity. V pfitomnosti superoxidového
radikalu probiha reakce s oxidem dusnatym na peroxynitrit (Paulsen & Carroll, 2013).

ROS a RNS ve vysokych koncentracich zptisobuji zdvazna poskozeni v bunice. Tyto reaktivni
latky mohou vazat proteiny, lipidy i nukleové kyseliny, ¢imz méni jejich strukturu a funkci. Dochazi
k peroxidaci lipidi za vzniku malondialdehydti nebo 4-hydroxy-2-nonenalil, coz jsou mutagenni a
toxické latky. Mize dojit k strukturni modifikaci DNA, ktera vede k mutagenezim a posléze ke
karcinogenezi. Hrozi piimé poskozeni DNA od bodovych mutaci v mensim rozsahu az po alterace na
urovni chromosomalnich piestaveb. ROS i RNS také oxiduji proteiny, pfedevs§im jejich cysteinové
nebo methioninové zbytky, coz miiZe zpisobit nevratné zmény a vést ke ztraté funkce proteinu a jeho
nasledné degradaci (Valko et al., 2007). Aby t€émto zavaznym poskozenim buiika zabranila, potiebuje

specialni systémy, které ji pfed nimi ubrani — antioxidaéni systém.

5.2 Antioxida¢ni systém bunck

Hladina ROS je za fyziologickych podminek udrzovana antioxida¢nimi enzymatickymi systémy
bunky. Superoxidovy radikal mize byt pfeménén spontanné nebo za katalyzy superoxid dismutazou
(SOD) na peroxid vodiku a kyslik. Peroxid vodiku je mirny oxidant, jehoz koncentrace je v buice
regulovana enzymy Katalazou, Peroxiredoxinovym (PRx) a Glutathion peroxidazovym (GPx)
enzymatickym systémem, které jej pfeméni na vodu. Peroxid vodiku, ktery neni uspésné eliminovan,
mize reagovat se stopovymi kovovymi ionty za vzniku hydroxylového radikélu, coz je velmi
reaktivni oxidant, jehoz hladina v buiice neni Zaddnym zndmym mechanismem regulovédna (Paulsen

& Carroll, 2013) (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Hlavni predstavitelé ROS a reakce antioxida¢niho systému buiky. Pievzato z (Sulivan & Chandel,
2014).

Jak jiz bylo zminéno, superoxidovy radikal mize reagovat s oxidem dusnatym na peroxyntrit,
ktery je velmi reaktivni a nebezpecny pro bunécné struktury (Niles et al., 2006; Rubbosi et al., 1994;
Salgo et al., 1995). Proto je dulezita role superoxid dismutazy, ktera predstavuje klicovou obranu
bunky proti kyslikatym volnym radikaltiim. Doposud jsou znamé tii izoformy, které se 1isi v lokalizaci
a vkovovém kofaktoru, ktery vyzaduji pro svou katalytickou Cinnost, cytosolickd Cu/ZnSOD
(SOD1) (Crapo et al., 1992), mitochondrialni MnSOD (SOD?2) (Karnati et al., 2013) a extracelularni
Cu/ZnSOD (SOD3) (Marklund et al., 1982). Katal4dza ptisobi v cytosolu a peroxisomech, kde udrzuje
nizkou hladinu peroxidu vodiku.

Dva dulezité antioxidacni enzymatické systémy jsou systém PRx a GPx. Rozkladaji peroxid
vodiku na vodu mechanismem zahrnujicim oxidaci cysteinu v aktivnim misté¢ enzymu. PRx je
oxidovan za soucasné redukce peroxidu vodiku. Oxidovany PRx je poté redukovany thioredoxinem,
ktery pro svou redukci pomoci thioredoxin reduktdzy vyuziva vlastni volné thioly. GPx vyuziva pro
svou redukci polypeptid glutathion. Oba enzymy pro regeneraci vyzaduji NADPH (Liou & Storz,
2010). NADPH je hlavnim redukénim ¢inidlem v butnikach a je kliCovy pro spravnou funkci
antioxida¢niho systému. NADPH nepronika pies mitochondridlni membranu, a proto kazdy enzym,
ktery jej syntetizuje, pfispiva ke dvéma hlavnim poolim NADPH v buikach: cytosolovému a
mitochondridlnimu (Ying, 2007). Nedostatek NADPH vede ke $patné regeneraci antioxidacnich
enzymu, a tedy ke zvySené hladin€ ROS uvnitt bun¢k. To miiZze zplsobit nevratna poskozeni, ale

zaroven narusit dulezity zptisob redoxni signalizace.
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5.3 Vliv IDH mutaci na redoxni homeostazu

Bylo prok4dzéno, ze mutace IDHI1/2 pifimo ovlivituji oxidacné/redukéni (redoxni) stav
v naddorovych buiitkdch (Shi et al., 2014; Tang et al., 2020). Zatimco wtIDH1/2 se vyznamné podileji
na hladiné NADPH v cytosolu a mitochondriich, jejich mutované varianty maji podstatné snizenou
schopnost produkovat NADPH a misto toho spotiebovavaji znaéné mnozstvi NADPH (Gelman et al.,
2018; Tang et al., 2020). Bunky s mutovanou IDH se snazi piepracovat sviij metabolismus tak, aby
udrzely bunéény NADPH/NADP® v rovnovaze a udrzely tak redoxni homeostazu. Piesun
energetického metabolismu na pentosofosfatovou drahu, zavislost na glutamatu nebo zvysena aktivita
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), regulatoru bunééné odpoveédi na oxidacni stres, jsou
Casto pozorované kompenza¢ni mechanismy u bun¢k s mutIDH1/2 (Gelman et al., 2018; Tang et al.,
2020; Tiburcio et al., 2020). Zda se vsak, Ze tyto mechanismy nestaci k plné kompenzaci spotfeby
NADPH, a kladou tak na tyto buiiky vysoké metabolické naroky, coz je ¢ini zranitelngj$imi vici
oxida¢nimu stresu (Gelman et al., 2018). Zmény v redoxni homeostaze vyvolané mutovanymi IDH1
nebo IDH2 navic pfetrvavaji, i kdyZ mutace jiz neni pfitomna, a proto se obecné uznava, Ze
prepracovani redoxni sit€¢ iniciuje adaptacni mechanismy pfedchéazejici vzniku rezistence k

inhibitorim IDH (Mugoni et al., 2019).

5.4 Vliv redoxniho prostfedi na proteom

ROS nejsou pouze Skodlivymi vedlej$imi produkty metabolismu, ale v nizkych netoxickych
koncentracich hraji dtlezitou roli ve fyziologickych procesech. Piikladem je bunécna signalizace, ve
které ptsobi jako sekundarni posli (Paulsen & Carroll, 2013).

Schreck et al. v roce 1991 zjistili, ze peroxid vodiku, ktery je voln€ permeabilni pfes membranu,
specificky aktivuje transkripéni nuclear factor kappa B (NF-kB). Pozdéji byly objeveny dalsi dulezité
transkripcni faktory, regulovatelné ROS (Myrset et al., 1993; Wasylyk & Wasylyk, 1993). Redoxni
regulaci fady z nich (AP-1, NRF2, CREB, HSF1, HIF-1, TP53, NF-«kB, NOTCH, SP1 and SCREB-
1) ve zkratce popsali v roce 2014 Marinho et al. Prestoze je nejcastéji s bunécnou signalizaci
asociovan peroxid vodiku, dilezitou roli hraji i jiné ROS a RNS. Neékolik studii popisuje napiiklad
klicovou roli superoxidového radikalu (Huang et al., 2002; Winterbourn & Metodiewa, 1999).

Redoxni signalizace funguje na principu mistné specifické posttranslaéni modifikace
signaliza¢nich proteint. ROS oxiduji aminokyselinové zbytky, nej¢astéji thiolové skupiny cysteint.
Oxidaéni modifikace thiold je regulovana sensitivitou proteinti obsahujicich cysteinové zbytky k
ROS. Ta se lisi v zavislosti na jejich ioniza¢ni konstanté (pKa), jelikoz reakce probihda mechanismem

nukleofilniho ataku thiolu na peroxid vodiku, thioly s niz$i pKa jsou reaktivnéjsi (Little & O’brien,
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1969; Winterbourn & Metodiewa, 1999). Dale pak piistupnosti volnych thiolovych skupin a
koncentraci ROS v jejich blizkosti. Reakci ROS s volnymi thioly vznika cela $kala posttransla¢nich
modifikaci, viz Obrazek 5. Reakci volnych thiold s peroxidem vodiku dochazi k reverzibilni oxidaci
thiolu na kyselinu sulfenovou. Pfi vétSim pfebytku peroxidu vodiku v§ak mtze dojit k ireverzibilni
preméné thiolu na kyselinu sulfinovou a poté na kyselinu sulfonovou (Davis & Billmers, 1981; Little
& O’brien, 1969). Vyjimkou jsou ur¢ité PRx, u kterych je pfeména na kyselinu sulfinovou
reverzibilni (Hyun et al., 2005). Kyselina sulfenova je nestabilni, a tedy velmi reaktivni. Existuje jen
nekolik ptipadt, kdy byla nalezena v butice za fyziologickych podminek (Nakamura, 1983; Pal et al.,
1969). Kyselina sulfenovd muize reagovat s okolnimi thioly na stejném proteinu za tvorby
intramolekuldrnich disulfidickych mustkti, nebo na odlisném proteinu, coz ma za nasledek tvorbu
intermolekuldrnich disulfidickych mistkii (Rehder & Borges, 2010). Mize formovat cyklické
sulfenamidy s dusiky okolnich aminokyselin (Yang et al., 2007). Kyselina sulfenovd mutze také
podléhat S-glutathionylaci, coZ je tvorba disulfidického muistku mezi sulfidem cysteinu na tripeptidu
glutathionu a sulfidem kyseliny sulfenové (Barrett et al., 1999). Glutathionylace ale miize probihat i
bez intermediatu kyseliny sulfenové piimo z thiold, pres thiosulfinatové intermediaty nebo pres thiyl
radikaly. Rzné potencidlni mechanismy S-glutathionylace proteinti byly popsany autory Mieyal et
al. v roce 2008. RNS také zprostiedkovavaji modifikace thiold cysteinl, a to mechanismem S-
nitrosylace (Stamler et al., 1992). Tyto thiolové modifikace je mozné zvratit zpétnou reakci pomoci
antioxidacnich systémi, zejména thioredoxinu a glutaredoxinu. Napiiklad reverzni reakce
glutathionylace, deglutathionylace, je ve vét§iné ptipadech katalyzovana glutaredoxinem (Mieyal &
Gravina, 1993; Peltoniemi et al., 2006). Byly vSak popsany ptipady, kdy probiha i za pomoci
thioredoxinu, proteinu disulfid isomerazy (Jung & Thomas, 1996) ¢i sulfiredoxinu (Park et al., 2009).
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Obrazek 5: Pichled posttranslacnich modifikaci cysteinovych thioll proteint prostfednictvim ROS. Hlavnimi
produkty téchto reakei jsou kyselina sulfenova, ¢asteéné ireverzibilni kyselina sulfinova a kompletné nevratna
kyselina sulfonovd. Dochazi k S-glutathionylaci, k tvorbé intramolekularnich ¢&i intermolekularnich
disulfidickych mustki nebo cyklickych sulfenamidi a déle sulfinamidd. Prevzato z (Groitl & Jakob, 2014).

Oxidace cysteinovych thioli vede k tvorbé mnoha riznych produktd a umoziuje bunkam
rozpoznat zmény v redoxni rovnovaze a proteiniim piizpisobit se aktualnimu redoxnimu prostiedi v
bunice (Groitl & Jakob, 2014). Prostfednictvim téchto modifikaci mize byt ovlivnéna struktura a
funkce proteintl. Tato redoxni regulace enzymi je dulezita v mnoha klicovych metabolickych
drahach. Ptikladem je regulace komplexu II respira¢niho fetézce. Pro jeho spravnou funkci je nutna
S-glutathionylace cysteinu na 70 kDa podjednotce, ktera vaze jeji substrat FAD (Y. R. Chen et al.,
2007). Dalsim piikladem je hexokinaza, ktera katalyzuje fosforylaci glukoézy na glukdza-6-fosfat a
jako dulezitého enzymu glykolyzy je jeji funkce ptisné regulovana. Oxidace thiolti hexokindzy 2
inhibuje jeji aktivitu (Xiao et al., 2020). Dale ROS prostfednictvim redoxni signalizace inhibuji
progresi bunééného cyklu (Deshpande et al., 2002; Li et al., 2009), vyvolavaji apoptézu bunky
(Deshpande et al., 2002; Jiang et al., 2003) nebo ovliviiuji miru degradace proteinii (Davies &
Goldberg, 1987; Fligiel et al., 1984).
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6 Role redoxni homeostazy v hematopoeze

Podstatou krvetvorby je unikatni schopnost sebeobnovy a diferenciace HSC lokalizovanych na
vrcholu hematopoetické hierarchie do riznych typii krevnich bunék. HSC sidli v kostni dfeni, kde se
asymetricky déli, za vzniku dal$i multipotentni HSC a buiiky diferencované, kterd jiz schopnost
sebeobnovy nema. Tyto progenitorové buiiky jsou posléze zakladem bunéénych linii (Orkin & Zon,
2008). Ptibyva stale vice diikazli o tom, ze udrzovani redoxni homeostazy v HSC hraje diilezitou roli
v jejich spravné funkci, a tim i v krvetvorbé. Regulace redoxni homeostazy v HSC zavisi jednak na
mikroprostfedi, ve kterém se nachdzeji, tzv. niche (Orkin & Zon, 2008), ale také na produkci a

eliminaci ROS intracelularné.

6.1 Role mikroprostiedi kostni dfené na hladinu ROS v HSC

HSC v klidovém stadiu piebyvaji v kostni dfeni v hypoxickych podminkach. Hypoxické
prostfedi je dulezité pro udrzeni HSC v Gy fazi bunééného cyklu (Hermitte et al., 2006), a také
prispiva k udrzeni nizké hladiny ROS. Udrzovani nizké hladiny ROS je kli¢ové pro sebeobnovu HSC.
Vypovida o tom napt. prace Jang & Sharkis z roku 2007, kde autofi definovali dvé populace HSC
podle intracelularni hladiny ROS: ROS™™ a ROS"e" a zjistili, ze ROS"Y populace vykazuje v&tsi
schopnost sebeobnovy. Naopak u ROS"&" dochazelo k diferenciaci a postupnému vy&erpani
kmenovych bunék (Jang & Sharkis, 2007). Jang & Sharkis také uvedli, ze ROS™ HSC se vyskytuji
v v osteoblastické (endostealni) niche s nizkou hladinou kysliku a navrhli, Ze aktivace HSC, ktera
do vaskularni niky. To naznacuje, ze hladina ROS pfimo imérn¢ souvisi s mirou diferenciace HSC a
prechodem klidovych HSC do aktivniho stavu, ve kterém jsou schopny d¢lit se a diferencovat v
ptipad¢, kdy je potfeba doplnit krevni pool (Cao et al., 2016; Kubota et al., 2008; Takubo et al., 2010).
Z toho plyne, Ze hladina kysliku v mikroprostiedi, ve kterém se builky nachazeji, je dulezitym

faktorem regulujicim jejich aktivitu.

6.2 Intracelularni zdroje ROS v HSC

Mezi hlavni intracelularni zdroje ROS u HSC patfi, jak jiz bylo zminéno vyse, mitochondrialni
dychaci tetézec. HSC maji relativn€ nizkou mitochondrialni aktivitu
a nizky mitochondrialni membranovy potencial a pfi tvorbé energie spoléhaji hlavné na anaerobni
glykolyzu (Simsek et al., 2010). Tak udrzuji nizké hladiny ROS, které jsou zasadni pro jejich
schopnost sebeobnovy a pluripotence (Maryanovich et al., 2015; Takubo et al., 2013). Nicméng
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upregulace mitochondrialni aktivity v soucinnosti se zvySenou hladinou ROS je klicova pro
diferenciaci HSC a poskozeni oxidativni fosforylace nebo podani antioxidantti vede k naruseni tohoto
procesu (C. Chen et al., 2008; Maryanovich et al., 2015; Yu et al., 2013).

Dalsim kli¢ovym zdrojem ROS u HSC jsou enzymy NOX, konkrétné izoformy NOX1, NOX2
a NOX4. Jejich aktivita se zda byt v malé mife konstitutivni i v klidovych HSC, které jsou vybaveny
systémy kontrolujicimi tuto nizkou produkci ROS, jako je napt. SOD3 (Piccoli et al., 2005, 2007).
Aktivitu téchto enzymt vsak lze i stimulovat. Mira exprese podjednotek NOX2 se v pribéhu
diferenciace bun¢k zvySuje (Dakik et al., 2021). Zd4 se, ze aktivita NOX1 a NOX2 je stimulovana
prostfednictvim signalnich drah aktivovanych pomoci ROS (Piccoli et al., 2007), coz naznacuje

pfitomnost mechanismu pozitivni zpétné¢ vazby.

6.3 Kontrola hladiny ROS v HSC

Pro funk¢ni hematopoézu je tedy dtlezité udrzovat nizkou hladinu ROS, a tim udrzovat HSC
v klidovém stadiu, dokud neni potieba doplnit krevni pool. Pro udrzeni nizké hladiny ROS jsou
dilezité antioxidacni systémy. Saretzki et al. zjistili, Ze béhem diferenciace dochdzi k utlumeni
antioxidacni a antistresové obrany, coz potvrzuje fakt, ze se HSC b&hem tohoto procesu vyskytuji v
prostiedi s vyssi koncentraci ROS (Saretzki et al., 2004). Produkci a eliminaci ROS v HSC kontroluji
specidlni transkripcni faktory a signalni drahy citlivé na redoxni zmény (tzv. redoxni sensory) jako
jsou napiiklad subrodina transkripénich faktord Forkhead O (FoxO), Ataxia telangiectasia mutated
(ATM) nebo Kelch-like ECH asociated protein 1 (KEAP1) (Essers et al., 2004; Guo et al., 2010; Paul
et al., 2014).

Tothova et al. (2007) deletovali FoxO1, FoxO3 a FoxO4 v dospé€lém hematopoetickém
systému a ukazali, ze mysi bez té€chto transkripénich faktord vykazovaly zvySeni hladiny ROS. Tato
delece vedla k redukei poctu HSC, zplsobené zvySenou diferenciaci a nedostate¢nou sebeobnovou
téchto bunék. Po podani antioxidantu N-acetylcysteinu (NAC) doslo k obnove fenotypu HSC, coz
indikuje, ze zptisobené poskozeni souvisi se zvysenou hladinou ROS a FoxO transkripéni faktory
jsou tedy dulezité v obrané proti nim. FoxO totiz aktivuji kliCové antioxidacni systémy v bunkach,
MnSOD (Kops et al., 2002) a katalazu (Tan et al., 2008), a také hraji dilezitou roli v oprave poskozené
DNA (Tran et al., 1999). FoxO transkrip¢ni faktory jsou regulované prostfednictvim rtznych
posttransla¢nich modifikaci. Pfikladem je signdlni drdha PI3K/Akt, ktera je aktivovana napf.
rustovymi faktory béhem HSC diferenciace (Miyamoto et al., 2007). Akt fosforyluje FoxO v jadre,
coz vede k jeho translokaci do cytoplazmy, a tedy zabranéni jeho aktivité v regulaci exprese gent

(Brunet et al., 1999). U HSC v klidové fazi je PI3K/Akt dréha reprimovana, FoxO transkrip¢ni faktory
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se vyskytuji v jadie, kde mohou regulovat transkripci a branit bunku pied akumulaci ROS (Yamazaki
et al., 2006). FoxO ovSem mohou byt aktivovany signalnimi drahami zprostfedkovanymi zvysenou
hladinou ROS. Piikladem je fosforylace prostfednictvim c-Jun N-terminal kinase (JNK). Ve studii
Essers et al. z roku 2004 prisli na to, Ze po vyvolani mirného oxida¢niho stresu podanim peroxidu
vodiku v butikach doslo k aktivaci malé RAS like (Ral) GTPase, ta fosforyluje a aktivuje JNK, ktera
fosforyluje specifickd mista na FoxO4. Tim zprostfedkovava translokaci FoxO4 do jadra a aktivuje
jeho transkripéni aktivitu. Pfi aktivaci této signalni drahy zvySenou hladinou ROS tedy dochézi
k FoxO-zprostiedkované aktivaci transkripce gend pro antioxidacni obranu buitky (Essers et al.,
2004). Tyto transkripcni faktory jsou tedy pfimymi redoxnimi sensory.

ATM hraje roli v udrzovani stabilniho genomu a je také dulezity pro regulaci hladiny ROS v
HSC (Ito et al., 2004). Ito et al. v roce 2004 popsali zvySeni hladiny tumorovych supresori p16™<42
a p19”RFv buiikach s deficitnim ATM, které vede k naruseni funkce HSC. Po podani NAC se jejich
hladina opét snizila, coz implikuje, Ze zvySeni bylo v disledku akumulace ROS a ze ATM protein
kindza je dualezitd v regulaci jejich hladiny (Ito et al., 2004). ATM je piimo aktivovana
prostfednictvim redoxni signalizace, je tedy dalSim z redoxnich sensord. V ptitomnosti ROS dochazi
k tvorb¢ dimeri ATM spojenych intermolekularnimi disulfidickymi mistky (Guo et al., 2010).
Alexander et al. (2010) ve své studii prokazali funkci ATM v obrané proti ROS. Zjistili, ze aktivace
ATM v odpoveédi na zvysenou hladinu ROS vede k aktivaci tuberous sclerosis complex 2 (TSC2),
coz je tumorovy supresor, ktery inhibuje aktivitu mammalian target of rapamycin complex 1
(mTORC1) (Alexander et al., 2010). Mammalian target of rapamycin (mTOR) zaujima dulezitou
funkci v hematopoéze a v udrzovani HSC v klidovém stavu. Jelikoz aktivace mTOR je asociovana se
zvy$enou produkci ROS v HSC (Jang & Sharkis, 2007), TSC prostiednictvim inhibice mTOR (Inoki
et al., 2002) reguluje hladinu ROS v téchto bunkach (C. Chen et al., 2008). TSC2 je inaktivovan
PI3K/Akt drahou, coZ pozastavuje inhibici mTOR (Inoki et al., 2002; Manning et al., 2002). PI3K/Akt
dréha je negativné regulovana tumor supresorovym genem Phosphatase and tensin homolog (PTEN)
(Stambolic et al., 1998), ktery je inhibovéan prostfednictvim ROS (Lee et al., 2002). Zhang et al.
(2006) pozorovali u mysi s mutovanym PTEN snizeni poc¢tu HSC v klidové fazi a ukazali, ze tato
mutace vede k mobilizaci HSC z kostni dfené do periferni krve a do sleziny, coz ma za nasledek jejich
vyCerpani. V piipadé mutovaného PTEN dochazi ke konstitutivni aktivité drahy PI3K/Akt, ktera
zpusobuje depleci HSC a vede k rozvoji nadorovych onemocnéni (Kharas et al., 2010). Toto naruSeni
funkce HSC, pozorované i ve studii Yilmaz et al. (2006), bylo mozné zvratit poddnim inhibitoru
mTOR, rapamycinu, coz znaci, Ze bylo zprostiedkovano kinazou mTOR (Yilmaz et al., 2006).

Keap1/Nrf2 systém hraje klicCovou roli v hematopoeze. U mysi s deficitnim proteinem Keapl

dochazi k neustalé aktivaci Nrf2, coz vede k indukci vstupu HSC do bunééného cyklu za ucelem
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diferenciace. Spravna rovnovaha aktivity Nrf2 a jeji regulace proteinem Keapl je tedy dilezita v
regulaci HSC (Murakami et al., 2017). ZvySena hladina ROS inaktivuje Keapl, ¢imz aktivuje Nrf2
(Murakami et al., 2017; Paul et al., 2014) a vede tedy k pfechodu HSC z klidového stavu a k jejich
diferenciaci. Nrf2 zaroven aktivuje expresi genil kddujicich proteiny dilezité v antioxidacni obrané

bunky (Itoh et al., 1997).

6.3.1 ROS regulované drahy s roli v hematopoeze

ROS také moduluji molekuly, které maji dulezité funkce v oblasti kmenovych bungk,
diferenciaci nebo reakci na stres, jako je HIF-1a, p38 MAPK a TP53.

HIF-1a je klicovym transkripénim faktorem, dilezitym pro adaptaci HSC v hypoxickém
prostfedi. Tento protein je stabilizovan u HSC v klidovém stadiu (Takubo et al., 2010). Dilezitou
funkci HIF-1a je regulace glykolytické drahy (Semenza et al., 1994), ktera je klicovou soucasti
adaptace bun¢k v prostiedi s nizkou koncentraci kysliku a ktera mize pfispivat k nizsi hladiné ROS
ve srovnani s buitkami vyuzivajicimi oxidativni metabolismus. U bun€k s defektnim HIF-1a byla
prokazana zvySena hladina ROS, ktera zplsobuje pfemnozeni téchto bun¢k a ztratu kmenovosti. Prili§
velka stabilizace HIF-1a ale také vede k naruSeni spravného fungovani HSC, proto je dtlezita ptisna
regulace udrzovani hladiny tohoto faktoru (Takubo et al., 2010). HIF-1a také aktivuje wingless and
int-1 (Wnt)/B-katenin signaliza¢ni drahu, ktera je potfebna pro udrzovani HSC v klidovém stadiu
(Lopez-Ruano et al., 2015; Mazumdar et al., 2010). Wnt/B-katenin signalni kaskéda je inhibovana
redoxni signalizaci prostfednictvim nukleoredoxinu (Funato et al., 2006).

p38 MAPK je dalsim dulezitym proteinem regulovanym pomoci ROS, ktery ovliviiuje funkci
HSC. Ito et al. v roce 2006 pozorovali zvySenou hladinu ROS spolu se zvySenou mirou fosforylace
p38 MAPK v HSC s deletovanym ATM, coz vedlo k naruseni klidové faze HSC. Tyto defektni G¢inky
se podafilo zvratit poddnim inhibitoru p38 MAPK nebo antioxidantu (Ito et al., 2006). Ve studii z
roku 2007 Miyamoto et al. zjistili, ze HSC s deletovanym Foxo3a zaroveni vykazuji zvySenou
fosforylaci p38 MAPK, ktera je zptisobend akumulaci ROS. Aktivace této kaskady prostfednictvim
zvySené hladiny ROS tedy vede k naruSeni funkce sebeobnovy HSC.

Pro udrzovani HSC v klidovém stadiu je dulezity TP53 (Liu et al., 2009). Zaroven ale zvySena
hladina tohoto proteinu, pozorovana v neptitomnosti jeho inhibitoru mouse double minute 2 (Mdm?2)
a v pfitomnosti oxidativniho stresu, vede k akumulaci dalSich ROS, coz vyvolava zastaveni
buné¢ného cyklu HSC a jejich nasledné vycerpani (H. A. Abbas et al., 2010). Z téchto studii vyplyva,

ze pro spravné fungovani HSC je dilezita rovnovaha v hladiné genu p53 a jeho inhibitoru Mdm?2.
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7 Role redoxni homeostazy v leukemogenezi

Leukemogeneze je komplexni proces, ktery zahrnuje n€kolik krokd, jejichz vysledna souhra
vede k neomezené proliferaci a poruse diferenciace krvetvornych bunék. Mnoho studii podporuje

fakt, ze ROS hraji dilezitou roli v tomto procesu.

7.1 Extracelularni zdroje ROS a jejich role v leukemogenezi

Bylo ukdzano, Zze ROS mohou byt inicidtory genetickych zmén vedoucich k leukemogenezi.
Jedn4 se o pripady sekundarni produkce ROS v disledku vnéjSich zdroji jako napf. expozice
oxidacnim latkdm, jako je benzen nebo zafeni. Expozice benzenu vede ke zvySeni hladiny ROS,
poskozeni DNA, aktivaci drahy NF-kB a poruse tvorby erytroidnich a myeloidnich kolonii (Badham
& Winn, 2010a). Pisobenim SOD nebo katalazy jsou tyto dopady inhibovany (Badham & Winn,
2010b; Tung et al., 2012). ROS tedy hraji klicovou roli v naruSeni signalnich drah krvetvornych bun¢k
pii benzenem iniciované toxicit¢ (Badham & Winn, 2010a). Mezi dalsi toxické latky, které poskozuji
HSC tim, Zze vyvolaji oxidac¢ni stres, patii napt. BDE 47. Expozice fetalnich HSC BDE 47 zptisobuje
ztratu zivotaschopnosti HSC, pokles mitochondrialniho membranového potencialu, zvyseni apoptozy
a stimulovany nartst oxidac¢niho stresu v dusledku zvySené produkce ROS a peroxidace lipidu.
Mitochondrialni membranovy potencial a zivotaschopnost HSC 1ze obnovit pfedchozi inkubaci HSC
s NAC (Shao et al., 2008). lonizujici ozafovani jako bézna metoda 1éCby leukémie vede ke zvysené
expresi nékolika receptorti a genti zapojenych do regulace oxidac¢niho stresu, véetné gend pro heme

oxygenase 1 a NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (Monzen et al., 2011).

7.2 Intracelularni zdroje ROS v leukemickych buiikach

Mezi intracelularni zdroje ROS v leukemickych buiikdch patii predev§sim mitochondrialni
dychaci fetézec. Leukemické bunky jsou zavislé na mitochondridlni produkci ATP, oxidativni
fosforylaci (Lagadinou et al., 2013). Sriskanthadevan et al. méfili aktivitu citrat syntazy a pocet kopii
mitochondrialni DNA (mtDNA). Pfisli na to, Ze AML buiiky vykazovaly vétsi mitochondrialni hmotu
oproti normalnim HSC. Navic v nich byla objevena zvySena exprese faktort pozitivné regulujicich
mitochondridlni biogenezi. Tato zvétSena hmota mitochondrii ale nebyla doprovazena zvysSenou
aktivitou respiracnich komplexa I, Il a IV nebo ATP syntdzy, coz znamena, ze AML buiiky obsahuji
mensi rezervni kapacitu dychaciho fetézce nez normalni HSC. To vede k vys$i nachylnosti k
oxida¢nimu stresu (Sriskanthadevan et al., 2015). V leukemickych bunkach byla také zpozorovana

vys$§i frekvence vyskytu mutaci v mtDNA (He et al., 2003). Ta mize byt zpisobena oxida¢nim
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stresem, ktery vede k poskozenim DNA, jez mohou pozménit expresi gentl a vést k defektni oxidativni
fosforylaci. Tyto alterace v mitochondridlnim genomu mohou podporovat leukemogenezi (Kang et
al., 2016).

Mezi dalsi zdroje ROS v leukemickych buiikach patti NOX, xantin oxidoreduktaza a dalsi
oxidazy zahrnuté v zanétlivych reakcich, jako jsou cyklooxygenazy a lipoxygenazy (Prieto-Bermejo
et al., 2018). ZvysSena aktivita NOX2 enzymi byla nalezend u vice nez 60 % AML pacientl a vedla
k akumulaci ROS u AML (Hole et al., 2013). NOX2 je vSudypfitomné exprimovan v blastickych
buitkdch AML. V leukemickych kmenovych buiikach a v recidivujici AML je jeho exprese snizena
(Dakik et al., 2021).

Podobné jako je tomu u HSC, k regulaci hladiny ROS v leukemickych bunkach pfispiva
mikroprostfedi AML bunék a hraje roli v udrzovani jejich spravné funkce. ZvySena produkce ROS
NOX enzymy vyvolavd pfrenos mitochondrii stromalnich bunék kostni dfen¢ do AML bunék
prostfednictvim tunelovaci nanotrubice (angl. tunneling nanotubes). Tyto mitochondrie jsou poté
vyuzivany AML bunkami (Marlein et al., 2017). Kooperace mezi AML a stromalnimi buikami kostni
dfen¢ za ucelem podpory pieziti a ristu AML bunék vSak probihd riznymi mechanismy. Dal$im
prikladem je ptenos acetatu ze stromalnich bunék do AML bunék, ktery je v téchto bunkach vyuzit v
trikarboxylovém cyklu pro vyrobu energie. Tento acetat je ve stromalnich bunkach syntetizovan z
pyruvatu, coz je stimulovano ROS, které byly preneseny z AML bunék skrz gap junctions (Vilaplana-
Lopera et al., 2021).

7.3 Mutace v genech vedouci k akumulaci ROS v myeloidnich leukemickych
buiikach

K naruSeni hladiny ROS dochazi také v dusledku mutaci v genech hrajicich roli
v leukemogenezi. Ty mohou zplsobit navySeni produkce ROS prostfednictvim regulace rtiznych
signalnich drah, které se uCastni mechanismi kontroly hladiny ROS. FLT3-ITD mutace, béZn¢ se
vyskytujici v AML, se projevuji konstitutivni aktivaci receptoru FLT3. Ten prostfednictvim
fosforylace proteinti Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1) a STATS zvySuje aktivitu
NOX a néasledné produkci ROS (Sallmyr et al., 2008; Stanicka et al., 2015). Vysledna akumulace
ROS vede ke dvoutetézcovym zlomim v DNA a jejich nepfesné a neefektivni opravé mechanismem
,nhon-homologous end joining™. Tato poSkozeni DNA mohou vést k zisku dal$ich mutaci, hrajicich
roli v leukemogenezi a v rezistenci leukemickych bunek na 1éky (Sallmyr et al., 2008). Dal§im fuznim
onkogenem, jehoz exprese vyvolava produkci ROS v leukemickych bunkach, je BCR-ABL. BCR-ABL

onkogen produkuje onkogenni tyrosin kinazu (Sattler et al., 2000) a nachazi se u vétSiny pacientl
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s chronickou myeloidni leukémii (Rohrbacher et al., 2008). Produkce ROS v disledku BCR-ABL
exprese prispiva k maligni transformaci, bunéénému ristu, rezistenci k apoptoze a zvySenému DNA
poskozeni (Kim et al., 2005; Sattler et al., 2000). Podobn¢ také MLL-AF9 fizni onkogen reguluje
hladinu ROS v leukemickych bunikach. U leukemii s MLL-AF9 dochazi k expresi MEIS1, ktery
omezuje produkci ROS a zajist'uje tak jejich prezivani. Knockout Meis! v MLL-AF9 mysim modelu
vyvolal zietelné zvySeni produkce ROS a apoptézu (Roychoudhury et al., 2015). Podobnou funkci
ma myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 4 (MLL4), jehoz delece v MLL-AF9 zpiisobuje
zvySeni kromé hladiny ROS také myeloidni diferenciace leukemickych blastti (Santos et al., 2014).
Z téchto dat plyne, ze Meisl 1 MLL4 geny jsou nezbytné pro iniciaci MLL-fusion leukemii. Mutace
v GTPase Ras také vede k jeji konstitutivni aktivaci. Hole et al., ukazali, Ze pfitomnost mutaci N-Ras
nebo H-Ras v CD34" hematopoetickych progenitorovych bufnikach vyvolala produkci ROS
zprostiedkovanou NOX. Navic se ukazalo, ze takto vzniklé ROS podporuji proliferaci téchto bunék,
a to nezavisle na rustovych faktorech (Hole et al., 2010). Aydin et al. popsali zvySenou produkci ROS
enzymem NOX2 vyvolanou mutovanou K-Ras (Aydin et al., 2018). Mutace v genu kodujicim Janus
kinase 2 (JAK2), konkrétng JAK2V'7F, se b&zné& vyskytuje v MPN. Podnécuje produkci ROS, a to
aktivaci NOX (Hurtado-Nedelec et al., 2013) nebo sniZzenim exprese katalazy prostfednictvim
fosforylace Akt. Tato akumulace ROS vede k oxidativnim poskozenim DNA (Marty et al., 2013).

S vyskytem mutaci v leukemogenezi uzce souvisi pfitomnost onkometaboliti, které také
mohou podporovat produkci ROS. Jednim z nich je onkometabolit (D)-2HG, produkovany
mutovanymi IDH1 a 2, ktery reverzibilné vyvolava leukemickou transformaci bun¢k. Zvysena
hladina (D)-2HG spolu s (D)-2HG-zprosttedkovanou inhibici TET2 blokuje diferenciaci TF-1 bun¢k
(Losman et al., 2013). Ukazalo se, ze (D)-2HG zvySuje hladinu ROS v buiikdach. ROS potom
prostfednictvim ERK-dependentni drahy zvysuji miru fosforylace NF-kB, ¢imz vyvolaji navazani
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 (PIN1). To vede k aktivaci genové exprese
zprostiedkované NF-kB. Geny kontrolované NF-kB drahou zahrnuji cytokiny, které posléze stimuluji
proliferaci bun€k (J. Y. Chen et al., 2016). Dale bylo zjisténo, ze (D)-2HG naruSuje stabilizaci
proteinu HIF-1a, ¢imZ ovliviiuje preferenci bunék pro metabolické drahy, konkrétné presmérovava
metabolismus smérem k oxidativni fosforylaci (Béttcher et al., 2018). Tento onkometabolit navic
inhibuje lysine-specific demethylase 4A (KDM4A), ktera je sou¢asti Jumonji domain 2 rodiny lysin
demethylaz a prostfednictvim navazani DEP domain-obsahujiciho mTOR-interagujiciho proteinu
inhibuje aktivitu mTORCI1 a 2. Inhibice KDM4A tedy vede k aktivaci mTOR (Carbonneau et al.,
2016). (D)-2HG pusobi jako onkometabolit, a to prostiednictvim ovlivnéni nékolika riiznych procest
v buiikdch. Mezi né€ patii zvySeni proliferace a blokovani diferenciace, podpora akumulace ROS,

aktivace mTOR signalizace a také presmérovani preference buiiky k oxidativni fosforylaci.
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7.4 Antioxidacni systémy v leukemogenezi

Razné studie naznacuji zménu v hladiné antioxidacnich systémil u leukemickych bunék.
Snizena aktivita téchto enzymli by mohla vést ke zvySeni oxidacniho stresu a pfispivat timto
zpusobem k leukemogenezi. Rasool et al. popsali signifikantn€ snizenou hladinu SOD, katalazy, GPx
a redukovaného glutathionu (Rasool et al., 2015). Studie Agrawal-Singh et al. naznacuje, Ze by
snizeni hladiny antioxidacnich systémt mohlo byt diisledkem epigenetického utiSeni genti. Pfisli na
to, ze v AML bunkach dochazelo ke snizeni transkripce genu pro PRx2 (PRDX2), a to v dusledku
snizené acetylace histonu 3 a hypermethylace promotoru tohoto genu. Ztrata transkripce PRDX2 byla
asociovana s horsi prognézou pacienti s AML (Agrawal-Singh et al., 2012).

Existuji v8ak piipady, které ukazuji naopak zvyseni aktivity antioxidacnich systémi u bunék
AML oproti normalnim bunkam (Kato et al., 2003). V nedavné studii byla popsana zvysena aktivita
SOD v buikach obsahujicich IDH mutaci, ale snizena aktivita SOD v bunikadch s mutaci v DNMT3A.
Hladina antioxida¢nich systému by tedy mohla byt ovlivnéna i vyskytem genetickych mutaci, které

by mohly timto zplisobem mit vliv na proliferaci leukemickych bunék (Mondet et al., 2019).

7.5 Adaptace bun¢k v leukemogenezi

Zvysena produkce ROS vyvolava proliferaci AML buné¢k a vede k potlaceni aktivity p38MAPK
(Hole et al., 2013), ktera je v normalnich buiikach naopak aktivovana akumulaci ROS a zptsobuje
ztratu schopnosti sebeobnovy bun¢k (Ito et al., 2006). Aktivace p38MAPK funguje jako obrana proti
proliferaci AML buné€k vyvolané oxidacnim stresem. Inhibice této odpovédi je tedy pravdépodobné
jedna z adaptaci leukemickych bun€k ke zvySené hladiné ROS a miize dochézet k selekci bunék
vykazujicich tuto inhibici (Hole et al., 2013). ZvySena produkce ROS vede ke zvySené mite aktivity
glykolyzy, a to prostfednictvim vyvolani exprese uncoupling protein 2 a fosforylace adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK), coz vede ke zvySeni exprese kliCového enzymu
pozitivné regulujicicho glykolyzu, 6-fosfofrukto-2-kinazy/fruktoza-2,6-bisfosfatazy. Rist a preziti
AML bunék se navic ukazalo byt zavislé na aktivaci tohoto enzymu (Robinson et al., 2020).

V AML je bézna konstitutivni aktivace PI3K/Akt signalizace. Kharas et al. analyzovali bunky z
transplantovaného mysiho modelu kostni dfené, do kterych vnesli myristoylovany AKT1 (myr-
AKT). Zjistili, ze fosforylace proteinu AKT hraje roli v transformaci bunék. Po podani myr-AKT
byla v pfijemcich pozorovana progrese do MPN nebo T-lymfomu a s niz§im vyskytem i transformace
do AML (Kharas et al., 2010). AKT inhibuje FoxO transkripéni faktory, které aktivuji expresi
nékolika antioxida¢nich gent, ¢imz konstitutivni aktivace proteinu AKT piispiva k oxida¢nimu stresu

v bunkach.
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Pro AML bunky je typickd zvySena hladina ROS, ktera je disledkem mutovanych gent,
potlaceni antioxidacnich systémul nebo v dusledku jinych aktivit dilezitych v transformaci bunék.
Akumulované ROS mohou zptsobovat poskozeni DNA, které vedou k dal§im mutacim, nebo mohou

ovliviiovat riizné redoxni signaliza¢ni drahy, a tim zvySovat pfeziti a miru rdstu bungk.
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8 Zavéer

Leukemogeneze je komplexni proces, ktery je vysledkem postupné nahromadénych mutaci
v HSC béhem Zivota. Tyto mutace ovliviiuji celou Skalu biologickych procest jako je genova exprese,
epigenetické mechanismy, signalni drahy klicové pro preziti a proliferaci, ale také energeticky a
redoxni metabolismus. Mezi Casté mutace v metabolickych drahéch, jejichz frekvence vyskytu
vzristd béhem leukemogeneze, jsou mutace v enzymech IDH1/2. Funkce mutovanych enzymi lezi
na kiizovatce epigenetické regulace, metabolismu a redoxni homeostazy. V této praci byla
predstavena role redoxnich signalizaénich drah dalezitych v leukemogenezi. Uvodem byla popséna
vybrand nadorovd krevni onemocnéni a nejcastéjSi mutace, které hraji roli ve vzniku téchto
onemocnéni. Byly uvedeny mechanismy onkogenniho plisobeni mutovanych IDH 1/2 a jejich
vyznam v ovlivnéni epigenetickych a metabolickych procesii v leukemickych bunkach, vliv na
prognozu a vyvoj 1éCiv cilenych na IDH1/2. Byl zdaraznén vliv mutovanych IDH1/2 na redoxni
homeostazu. A to at’ uz depleci NADPH, ktery je klicovym redukénim ¢inidlem nezbytnym pro
antioxidacni obranu buiiky, nebo inhibici dilezitych a-KG-dependentnich dioxygenaz.

Prace poukazala na dilezitou roli ROS v bunééné signalizaci a v regulaci mnoha procest v
normalni i maligni krvetvorbé. Pro zachovani spravné funkce téchto procestt musi byt hladina ROS
pfisné regulovana, coz je zajisténo antioxidaénim obrannym systémem burky. V préci byly popsany
hlavni enzymy ucastnici se této obrany. Pro leukemické buiiky je typicka zvySend hladina ROS,
jejichz intracelularni i extracelularni zdroje jsou v praci uvedeny. Akumulace téchto reaktivnich latek
hraje roli v adaptaci bun¢k na zmény spojené s nddorovou transformaci, a to prostfednictvim redoxni
signalizace, ktera plisobi na rizné signalizacni kaskady a reguluje metabolické zmény v buiikach.
Mezi né patii zvysSena proliferace a potlacena diferenciace bunék, rezistence k apoptéze nebo zmeény
v preferenci energetického metabolismu. Tyto nové ziskané vlastnosti poskytuji leukemickym
buiikdm vyhody, vedouci k jejich pfezivani a ztraté odpovedi na 1écbu.

Na zavér bych tedy uvedla, ze pro komplexni pochopeni funkce mutovanych IDH1/2 je nezbytné
porozumét jejich vlivu také na redoxni homeostdzu pro vyvoj a zlepSeni G¢innosti soucasnych a
pripadné i novych terapeutickych pfistupt k 16¢bé IDH-mutovanych leukemii. Tomuto aspektu IDH-

mutovanych leukemii se budu vénovat ve své diplomové praci.
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