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ABSTRAKT

Leukémie je heterogenni skupina hematologickych malignit, které vznikaji neoplastickou
proliferaci nezralych krevnich bun¢k. Jednim z charakteristickych znakli nddorovych bun¢k je
jejich preprogramovany metabolismus. Z tohoto diivodu je terapie cilend na deregulované
metabolické procesy atraktivni strategii 1écby malignit, vCetné hematologickych. Dilezitou
soucasti metabolismu bun¢k je metabolismus aminokyselin, jehoz cileni se jevi jako klicova
strategie v 1é€b¢ leukémie. Glutamin, podminéné esencialni aminokyselina, hraje zasadni roli
v energetickém metabolismu a udrZzovani redoxni rovnovahy leukemickych bunék, ¢imz
prispiva k jejich riistu a proliferaci. Strategie 1écby zaméfené na metabolismus glutaminu
zahrnuji depleci glutaminu, aplikaci inhibitord transportérii glutaminu a inhibitor enzymu
glutaminazy. Aby byla 1écba leukémie G¢inna, je tfeba vzit v potaz, Ze glutamin je soucasti
mnoha metabolickych drah a kazd4 z téchto drah ma mnoho regulacnich faktorti. Terapie
zaméfena na metabolismus glutaminu by tedy méla byt navrzena tak, aby neovliviiovala
zdravé bunky a imunitu pacientl. Tato prace popisuje leukémii, v¢etné jejich typt a 1écby, a
metabolismus glutaminu a jeho mozné cileni pii 1é€bé leukémii. Pozornost je také vénovana
enzymu L-asparaginaze, ktery se pouziva pii 1écbé akutni lymfoblastické leukémie a ma jak

glutaminazovou, tak asparagindzovou aktivitu.

Klic¢ova slova: leukémie, glutamin, L-asparagindza, terapie, metabolismus



ABSTRACT

Leukemia is a heterogeneous group of hematological malignancies that result from the
abnormal proliferation of immature blood cells. One of the hallmarks of tumor cells is their
altered metabolism. Therefore, therapy targeting deregulated metabolic processes is an
attractive strategy for the treatment of malignancies, including hematological ones. Amino
acid metabolism is an important part of cellular metabolism, and targeting it appears to be a
key attractive strategy in the treatment of leukemia. Glutamine, a conditionally essential
amino acid, plays a crucial role in energy metabolism and maintaing the redox balance of
leukemia cells, thereby contributing to their growth and proliferation. Strategies to treat
leukemia by targeting glutamine metabolism include glutamine depletion, the use of
glutamine transporter inhibitors and glutaminase enzyme inhibitors. To ensure the
effectiveness of leukemia treatment, it is essential to recognize that glutamine is involved in
numerous metabolic pathways, each of which is regulated by multiple factors. As a result,
therapies targeting glutamine metabolism should be carefully designed to avoid affecting
healthy cells and patient immunity. This thesis describes leukemia, including its types and
treatments, and glutamine metabolism and its potential targeting in leukemia treatment.
Attention is also given to the enzyme L-asparaginase, which is used in the treatment of acute

lymphoblastic leukemia and has both glutaminase and asparaginase activity.

Key words: leukemia, glutamine, L-asparaginase, therapy, metabolism
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1 UVOD

Nadorovd onemocnéni zpusobena patofyziologickymi zménami v piirozeném procesu
bunécného déleni jsou kazdorocné zodpovédna za vysoky pocet umrti na celém svéte
(Matthews et al., 2022). V roce 2020 bylo celosvétové diagnostikovano a hlaSeno vice nez
19,3 milionu novych nadorovych onemocnéni, coz na zakladé¢ uvadénych udaji povede k
piiblizn¢ 10 miliontiim umrti za rok (Ferlay et al., 2021). Leukémie je nddorové onemocnéni,
které¢ vznikd v disledku nadmérné produkce abnormalnich krevnich bun¢k (Nemkov et al.,
2019). S odhadovanym ro¢nim pocétem 500 000 piipadu tvoti leukémie 2,5 % celkového
poctu ptipadii nddorovych onemocnéni (Chhikara & Parang, 2023).

Leukemické buiiky rostou a déli se rychleji nez zdravé bunky, coz zvySuje jejich naroky na
energii, biosyntetické prekurzory a syntézu makromolekul (Altman et al., 2016;
Gronningsater et al., 2020). V oblasti 1écby leukémie existuji Uspé$né piiklady cileni na
metabolismus aminokyselin v preklinickych 1 klinickych stadiich (Chen & Zhang, 2024).
Glutamin je "podminéné esencialni aminokyselinou" a jeho metabolismus hraje v nadorovych
bunkach klicovou roli, nebot’ se podili na udrzovani redoxni homeostazy, regulaci signalnich
transduk¢nich drah a udrzuje bunéénou proliferaci (Yang et al., 2017). Potencidlni strategie
lécby leukémie cilici na metabolismus glutaminu zahrnuji depleci glutaminu, aplikaci
inhibitorti transportérd glutaminu a inhibitori glutaminazy (Xiao et al., 2023). Jednou
z atraktivnich moznosti deplece glutaminu je vyuziti L-asparaginazy, enzymu, ktery je
dlouhodobé schvaleny pro klinické pouziti k 1écbé détské akutni lymfoblastické leukémie,
kterd je celosvétove nejCastéjSim nddorovym onemocnénim u déti. Tento enzym je soucasti i
dospélého protokolu na 1écbu akutni lymfoblastické leukémie, ale omezené, jelikoz dospéli
jsou cCasto citlivéjsi na jeho toxické a vedlejsi ucinky a celkové hiife toleruji 1é€bu zahrnujici

jeho pouziti (Egler et al., 2016; Koprivnikar et al., 2017).

Cilem této prace je popsat typy leukémii a jejich lécbu. Déle jsou popsany rozdily v
metabolismu glutaminu u zdravych a nadorovych bunék s diirazem na bunky leukemické.
V neposledni fad¢€ se prace zabyva riiznymi potencialnimi strategiemi 1€cby s cilem ovlivnit

deregulovany metabolismus glutaminu v leukemickych bunkéach.



2 LEUKEMIE

Leukémie je heterogenni skupina hematologickych malignit, které vznikaji neoplastickou
proliferaci nezralych krevnich bun¢k (Nemkov et al., 2019; Pejovic & Schwartz, 2002).
Pojem ,Jleukémie” pochazi zteckych slov "leukos", coz znamend bily, a "haima", coz

znamena krev (Whiteley et al., 2021).

Zdravé bilé krvinky zahrnuji lymfocyty, neutrofily, eozinofily, bazofily a monocyty; jsou
produkovany v kostni dfeni a pomahaji té€lu bojovat s infekcemi a jinymi nemocemi. Mezi
abnormalni bilé krvinky patii blasty, nezralé granulocyty a atypické lymfocyty (Adjouadi et
al., 2010). Takové atypické bilé krvinky, které nejsou funkénimi imunitnimi buinikami,
obsazuji prostor v kostni dfeni, a nakonec narusuji jeji schopnost produkovat dostatecné
mnozstvi ¢ervenych krvinek, krevnich desti¢ek a zdravych bilych krvinek. Toto nadmérné
mnozstvi leukemickych bunék se hromadi i v dalSich hematopoetickych tkanich, jako jsou
periferni krev a nékteré lymfatické tkan¢, napiiklad slezina a lymfatické uzliny. V dusledku
toho dochazi k inhibici normalni hematopoetické funkce a infiltraci dalSich
nehematopoetickych tkani a organi (Nemkov et al., 2019; Ward et al., 2017; Zhao et al.,
2020).

2.1 Rozdéleni leukémii

Leukémie, jako termin oznacujici Siroké spektrum hematopoetickych malignit, je
klasifikovana do podtypti na zakladé morfologie, imunofenotypu, cytogenetickych a
molekularnich zmén a klinickych projevi (Arber et al., 2016). Leukémie 1ze obecné rozdélit
do ¢tyt hlavnich typt: akutni lymfoblastickd leukémie (ALL), akutni myeloidni leukémie
(AML), chronicka lymfoblastickd leukémie (CLL) a chronickd myeloidni leukémie (CML)
(Zhao et al., 2020). Akutni a chronicka leukémie se rozliSuji podle procentualniho zastoupeni
blastli v kostni dieni nebo krvi a také podle rychlosti nastupu ptiznakd. Blasty, coZ jsou
nezralé bilé krvinky, obvykle tvoii méné nez 5 % buné€k kostni dfené¢ u zdravého jedince.
Akutni leukémie se vyznacuji vice nez 20 % blastl, coz vede k rychlému néstupu ptiznaki.
Naopak, chronické leukémie maji méné nez 20 % blasti s relativn€ pomalym néastupem
pfiznakl. Dals$i moZnost rozliSeni t€chto dvou typii leukémii je podle miry zralosti bunék pfi
jejich nadorové transformaci. Akutni leukémie predstavuji malignity nezralych, Spatné
diferencovanych blastl, které mohou podléhat klonalni expanzi a proliferaci. To vede k
nahrazeni a naruSeni vyvoje a funkce zdravych krevnich bun€k. Na druhou stranu, u

chronické leukémie jsou bunky castecné zralé. Tyto bunky nefunguji efektivné a déli se piilis
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rychle, coz vede k jejich hromadéni v periferni krvi a lymfatickych orgédnech (Brunning,
2003; Chennamadhavuni et al., 2023; Szczepanski et al., 2003). Klasifikace na myeloidni
nebo lymfoblastickou leukémii je zaloZzena na bunéném ptivodu. Lymfoblastické leukémie se
tyka transformace progenitorovych bunék kostni diené¢, které¢ se diferencuji do lymfocyti,
véetné NK (z angl. natural killer) bunék, T bun€k a B bun¢k. V pifipadé myeloidni leukémie
dochdzi k maligni transformaci prekurzorit myeloidni linie (monocyty, granulocyty, bazofily,
neutrofily, eozinofily, erytrocyty a trombocyty) (Foon & Todd, 1986; Nemkov et al., 2019;
Pelcovits & Niroula, 2020).

2.2 Vznik leukémie

Hematopoéza je dikladné regulovany proces, ktery kontroluje vyvoj rtiznych linii krevnich
bunék ze spoletné pluripotentni hematopoetické kmenové buiky (HSC, z angl.
haematopoietic stem cell) (Obr. 1) (Chennamadhavuni et al., 2023; Kosmider & Moreau-
Gachelin, 2006).

.l-lsc
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I . ;; CMP

ﬁﬂfuilw

NK Thuika B bufka Monncyt Erytrocyt Eu»smoﬁl Basoﬁl Neutroﬁl Megakaryocyt
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.
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Dendriticka Makrofag
buiika

Obrazek 1 Hematopoéza. HSC — hematopoeticka kmenova burtika, z angl. haematopoietic stem cell;
MPP — multipotentni progenitor; CLP — lymfoidni progenitor, z angl. common lymphoid progenitor;
CMP — myeloidni progenitor, z angl. common myeloid progenitor; NK — z angl. natural killer.
Adaptovano z Raza et al., 2021.



HSCs se vyznacuji schopnosti sebeobnovy i diferenciace: sebeobnova zarucuje celozivotni
udrzeni kmenovych bunék, zatimco diferenciace zahrnuje postupné kroky smeéfujici k
vytvoieni zralych krevnich bun¢k. Pii hematopoéze vznikaji z hematopoetickych kmenovych
bunék multipotentni progenitory (MPP). MPP se dale diferencuji na lymfoidni a myeloidni
progenitory (CLP, z angl. common lymphoid progenitor; CMP, z angl. common myeloid
progenitor), které se ndsledné diferencuji na zralé lymfatické a myeloidni buiiky. NaruSeni
drah, které reguluji tyto procesy, v disledku ziskani transformacnich mutaci, vede k

leukemogenezi (Laurenzana et al., 2018; Wang & Dick, 2005).

Leukémie, podobné jako ostatni nddorova onemocnéni, mlize vzniknout v disledku mnoha
riznych genetickych modifikaci. Tyto modifikace zahrnuji zmény v jednotlivych
nukleotidech, jako jsou substituce nebo delece bazi; a také delece, amplifikace nebo
translokace genii a epigenetické modifikace, které cCasto ovliviluji promotorové nebo
enhancerové oblasti (Lin & Aplan, 2004). Tyto genetické zmény lze rozdé€lit do dvou skupin.
Jedna skupina mutaci zahrnuje zmény transkripénich faktort, které jsou dulezité pro regulaci
hematopoetické diferenciace. Druhd skupina se tyka mutaci signalnich proteint, které
ovlivituji proliferaci bunék. Pozdé¢ji byl navrzen "two-hit" model leukemogeneze, podle
kterého leukémie vznikd kombinaci téchto dvou skupin mutaci (Gary Gilliland & Griffin,
2002). Avsak v literatufe lze nalézt i1 jinou definici "two-hit" modelu, kterd predstavuje
leukemogenezi jako dvoustupiiovy proces. Prvnim krokem je predisponujici geneticka
mutace, kterd vznika u ditéte jiz v déloze matky, a druhym krokem je expozice jedné nebo
vice infekcim (M. Greaves, 2018). Dalsi predpoklad této teorie je, Ze vystaveni infekcim
béhem raného Zivota miZe chranit pfed rozvojem prekurzorové B-bunééné ALL (B-ALL).
V piipadé¢ absenci Casné expozice infekcim mulze pozdni expozice vyvolat sekundarni
bunééné mutace, které védou k leukemogenezi. Dosud neexistuje shoda ohledn¢ teorii vzniku

leukémie, ale "two-hit" modely jsou povaZzovany za velmi pravdépodobné (Tebbi, 2021).

Presné pfiCiny leukémie nejsou Upln€ zndmé, ale bylo identifikovano nékolik genetickych a
environmentalnich faktorii zvySujicich riziko tohoto onemocnéni (Zatloukalova et al., 2021).
Mezi rizikové faktory leukémie patii naptiklad pfedchozi chemoterapie, zejména alkylacni
latky a inhibitory topoizomerazy Il (zvySuji riziko akutni leukémie v pozdéjSim véku) nebo
vystaveni ionizujicimu zafeni (zvySuje riziko vyskytu vice subtypil leukémie) (Baeker Bispo
et al., 2020). U dospélych je expozice k benzenu spojena s vétSim rizikem vyskytu AML
(Rinsky, 1989; Snyder, 2012). Také n¢ktera genetickd onemocnéni jsou spojena se zvySenym

rizikem vzniku leukémie. Tyto genetické poruchy mohou zahrnovat mutace v genech
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tumorovych supresort (koduji proteiny regulujici bunéény cyklus a potlacuji nekontrolovanou
proliferaci bun¢k), jako je napfiklad Li-Fraumeniho syndrom (Swaminathan et al., 2019).
Mutace se také mohou vyskytovat v genech zodpovédnych za opravu poSkozené DNA.
Pti Fanconiho anémii nebo Bloomové syndromu nejsou poskozené buiiky schopny detekovat
a opravit své mutace, coz vede ke hromadéni poskozené DNA a vyssi Sanci vzniku leukémie
(Stieglitz & Loh, 2013). Virov¢é infekce také mohou zpusobit leukémii. Genetickéd informace
viru se mize piimo integrovat do genomu prekurzorovych bunék a podporovat abnormalni
proliferaci a diferenciaci bunék, jako je naptiklad virus lidské T-bunécné leukémie. Avsak
kumulativni celozivotni riziko vzniku T-bunéné ALL (T-ALL) je u infikovanych osob pouze
2-4 % (Edlich et al., 2000; Manns et al., 1999). Virova infekce také mtze nepiimo ovlivnit
leukemogenezi vyvoldnim abnormdlnich imunitnich reakci, coz vede k nekontrolované
proliferaci bunék, jako je tomu v ptipad¢ viru Epsteina-Barrového (de Thé et al., 1985; M. F.
Greaves & Alexander, 1993; Kinlen, 1995). AvSak pfitomnost jednoho ¢i vice rizikovych
faktorii nemusi automaticky vést k rozvoji leukémie a mnoho pacientii s touto diagndzou

nema znamé rizikové faktory (Zatloukalova et al., 2021).

2.3 Prognoza a lécba

Prognoza a 1écba leukémie se vyrazné 1isi podle jejiho konkrétniho subtypu, cytogenetickych
a molekularnich charakteristik, véku pacienta a jeho aktudlniho zdravotniho stavu

(Chennamadhavuni et al., 2023; R. L. Siegel et al., 2017).

ALL se vyskytuje u déti 1 dospélych, ale jeji vyskyt se méni s vékem. Nejvyssi vyskyt je u
déti do péti let, poté vyskyt postupné klesa. Nicménég, kvili bimodalnimu rozdéleni vyskytu
ALL, od 40 let opét dochdzi k mirnému nartstu vyskytu této nemoci (Malard & Mohty,
2020). Prestoze se pétileté celkové preziti détskych pacienti s ALL zvysilo z 31 % aZ na
90 %, pouze 25 % pacienti starSich 50 let Zije déle neZ 5 let od stanoveni diagnozy (Hoelzer
& Gokbuget, 2000; Hunger & Mullighan, 2015). Spatné vysledky u ALL dospélych se
ptipisuji CastéjSimu vyskytu vysoce rizikovych leukémii s vétsi rezistenci k 1é¢iviim, horsi
toleranci a dodrzovanim 1€¢by, a méné ucinnym lécebnym protokoliim ve srovnani s détskou
ALL (Annino et al., 2002; Thomas et al., 2004). ALL vzniké transformaci hematopoetickych
progenitori B nebo T buné€k s chromozomalnimi abnormalitami nebo genetickymi zménami
(Malard & Mohty, 2020). Mezi ¢asté chromozoméalni mutace u ALL patii translokace mezi
chromozomy 9 a 22, znama jako filadelfsky (Ph, z angl. Philadelphia) chromozom pozitivni

onemocnéni. Vyskyt této konkrétni translokace, kterd vede ke vzniku fhzniho genu



BCR-ABL (viz str. 8 — CML), se zvySuje od 3 % u déti az po vice nez 50 % u dospélych
starSich 50 let. Tento fizni gen je spojen se Spatnou prognézou; nicméné lécba inhibitory
tyrozinkinazy vyrazné zlepsuje vysledky (Biondi et al., 2012; Schultz et al., 2014; Slayton et
al., 2018). Také translokace chromozomu 12 a 21 s fuznim genem ETV6-RUNXI1 se u déti
vyskytuje Casto (ptiblizné 30 %) a je spojena s ptiznivou prognézou (Sun et al., 2017). Kromé
translokaci také existuji genetické zmeény, které vedou k abnormalnimu poctu chromozomd.
Vysoké hyperdiploidie, coZ je zisk nejméné péti chromozomi, je pfitomna u 25 % ALL v
détském veéku a u méné nez 3 % dospivajicich a mladych dospélych a dospélych. Tato zména
je spojena s pfiznivou prognozou (Paulsson et al., 2015). Primarni 1écba ALL obvykle
zahrnuje Ctyfi faze v prabéhu 2-3 let: indukéni, konsolidacni, intenzifika¢ni a dlouhodobou
udrZovaci 1écbu (Malard & Mohty, 2020). Cilem indukéni chemoterapie je eliminovat maligni
buiikky a obnovit zdravou hematopoézu za ucelem dosazeni kompletni remise. Indukce je
zalozena na kombinaci chemoterapie, kterd obvykle zahrnuje glukokortikoidy, vinkristin,
L-asparaginazu a antracyklin (Siegel et al., 2018; Stock et al., 2019). Konsolidace je druhym
krokem lé¢ebného postupu a sestdvd z nékolika kratkych po sobé jdoucich cykli
chemoterapie kazdé¢ 2 tydny, obvykle s cytarabinem, vysokymi ddvkami metotrexatu,
vinkristinem, L-asparaginazou, merkaptopurinem a glukokortikoidy, po dobu 12 tydnii. Po
této fazi nasleduje pozdni intenzifikacni faze, kterd zahrnuje kombinaci 1é¢iv podobnou
indukéni fazi 1é€by (Teachey et al., 2021). UdrZovaci 1écba se sklada z denniho podéavani
merkaptopurinu a tydenniho podavani metotrexatu s vinkristinem nebo bez néj a jednou za
1-3 mésice z pulzii glukokortikoidt. Udrzovaci 1é¢ba se podava po dobu 2-3 let po indukci
(Richards et al., 1996). Uginnost jednotlivych fazi terapie se standardné monitoruje pomoci
méteni minimalni rezidudlni nemoci (MRN). Monitorovanim MRN se detekuji maligni bunky

a je to nejvyznamnéjsi prognosticky faktor u akutnich leukémii (Li, 2022).

AML je nejbéznéj$im typem akutni leukémie postihujici dospé€lé, a ma nejhorsi progndézu
mezi vSemi typy leukémie jak u déti (66,5 % pétileté preziti), tak i u dospélych (26,6 %
petileté preziti) (Starkova et al., 2018). Toto onemocnéni se Castéji vyskytuje u starSich osob,
pficemz median véku pii stanoveni diagndzy je 67 let (Thomas, 2009). Vék je klicovym
faktorem ovliviyjicim vysledek 1écby AML; ¢im je pacient starS$i, tim horSi byva jeho
prognéza. To je disledkem vys§i rezistence nemoci (vysokého vyskytu nepiiznivych
cytogenetickych abnormalit, mnohocetné 1ékové rezistence a dalSich dosud neobjasnénych
rizikovych faktorti) a omezené tolerance cytotoxickych 1éCiv (Appelbaum et al., 2006;

Kantarjian et al., 2006). Vétsina piipadii AML souvisi s chromozomalnimi translokacemi,



které cCasto zpusobuji genetické zmény (Martens & Stunnenberg, 2010). Mezi bézné
chromozomalni abnormality u AML patfi monosomie nebo delece casti nebo celych
chromozomt 5 nebo 7 a trizomie chromozomu 8. Tyto genetické zmény jsou spojeny s
neptiznivou prognoézou (pctileté preziti 5-10 %) (Byrd et al., 2002). Na druhou stranu,
translokace mezi chromozomy 8 a 21, kodujici fizni protein AML1-ETO, nebo translokace
mezi chromozomy 15 a 17, kodujici fuzni protein PML-RARa, jsou castymi mutacemi
spojenymi s piiznivou progndzou (az 55 %) (Mrozek et al., 2009). Lécba AML zahrnuje
induk¢ni terapii a postremisni terapii. Mezi bézné pouzivané metody indukéni terapie patii
cytotoxickd chemoterapie s nebo bez cilené terapie a hypometylacni 1écba s nebo bez cilené
terapie (Othus et al., 2016). U vSech pacienti s AML, ktefi jsou schopni tolerovat
chemoterapii a maji pfiznivé nebo stfedni riziko, se zakladni 1écba nezménila po dobu 50 let.
Tato 1écba zahrnuje kontinudlni infuzi cytarabinu po dobu 7 dnil a pfidani antracyklinu,
obvykle daunorubicinu, denné po dobu prvnich 3 dnt. Tato indukéni 1é¢ba je znama jako
7 + 3 (A. Burnett et al., 2011; Fernandez et al., 2009). Vysledky se zlepsily pfidanim riznych
cilenych 1éka ke klasické indukéni chemoterapii, jako je napiiklad gemtuzumab ozogamycin
(GO), coz je monoklondlni protilatka proti CD-33 (proteinu exprimovanému v bunikdch
myeloidni leukémie). Pfidani GO snizuje riziko relapsu a zlepsuje celkové preziti (Castaigne
et al., 2012). U pacientl s nepfiznivym rizikem je mira kompletni remise po standardni 7 + 3
chemoterapii pouze kolem 40 % (Fernandez et al., 2009). V posledni dobé dvé terapie,
CPX-351 a venetoklax ve spojeni s hypometylacni latkou, ukazuji lepSi vysledky nez
standardni 1écba u pacientli s nepfiznivym rizikem onemocnéni. CPX-351 je lipozomalni
formulace cytarabinu a daunorubicinu, coZ znamena, ze ob¢ léCiva jsou uzaviena v
lipozomech, coz vede k prodlouZzené expozici obéma lécivim (Lancet et al.,, 2018).
Venetoklax je vysoce selektivnim inhibitorem anti-apoptotického proteinu BCL-2.
Piedpoklada se, ze BCL-2 zprostiedkovava rezistenci na standardni 1é€bu u pacientl s AML
(DiNardo et al., 2019). Cilem postremisni terapie je pfedchazet relapsu onemocnéni. Existuji
dveé bézné pouzivané strategie: dalsi cytotoxicka chemoterapie po dosazeni remise (napiiklad
vysoké nebo stfedni davky cytarabinu) nebo alogenni transplantace krvetvornych kmenovych
bunék. Volba terapie zavisi na konkrétnich rizicich a pfinosech, které poskytuje kazda 1écebna

linie (A. K. Burnett et al., 2002; Suciu et al., 2003).

CLL je nejcastéjSim typem leukémie u dospélych v zapadnich zemich, piedstavuje piiblizné
25-30 % vSech pripadl leukémie (Hallek, 2019). Median véku pii diagndze se pohybuje mezi
67 a 72 lety (Watson et al., 2008). Celkové pétileté pieziti pacientd s CLL je rtzné, od



pfiblizné€ 20 % u pacientil s vysokym rizikem aZ po vice nez 90 % u téch s méné agresivnimi
genetickymi riziky (van Oers, 2016). Bunky CLL casto vykazuji rizné genomové zmeény,
pricemz zadna z nich neni specifickd pouze pro toto onemocnéni (Rigolin et al., 2012). Mezi
nejCast¢j$i aberace patii deleci dlouhého raménka chromozomu 13, kterd se objevuje v 50 %
ptipadli CLL a obvykle je spojena s ptiznivou prognézou (Cimmino et al., 2005). Trizomie
chromozomu 12 (10-20 % ptipadl) je spojena se stiedni prognézou, zatimco deleci dlouhého
raménka chromozomu 11 (5-20 % ptipadl) s neptiznivou prognézou (Stankovic et al., 1999;
Winkler et al., 2005). Delece kratkého raménka chromozomu 17 se obvykle objevuje u méné
nez 10 % pripadi CLL pti diagnoze, ale jeji vyskyt se zvySuje az na 30 % v rezistentnich
pripadech nebo v prubéhu onemocnéni. Pacienti s touto deleci patii do kategorie nejvyssiho
rizika (Gaidano et al.,, 2012). Prvnim krokem v 1é€b&€ CLL je rozhodnuti, zda je 1écba
nezbytnd pro pacienta s nové diagnostikovanou CLL (Eichhorst et al., 2015). Vzhledem k
absenci dukazl o pfinosu pocatecni 1écby v ptipadech asymptomatické CLL je preferovanym
pristupem sledovani a c¢ekani, dokud se neobjevi pfiznaky nebo znamky progrese
onemocnéni. Ziejmou vyhodou tohoto pfistupu je sniZeni toxicity spojené s 1é€bou (Brown et
al., 2016). Obecné je lécba indukovana pro pacienty se symptomatickym nebo aktivnim
onemocnénim (Hallek et al., 2018). Imunochemoterapie se doporucuje pro pacienty mladsi 65
let bez vyznamnych komorbidit a infekci a zahrnuje kombinaci fludarabinu, cyklofosfamidu a
rituximabu. U starSich pacientll s anamnézou infekci lze zvazit alternativni 1écbu kombinaci
bendamustinu a rituximabu (Eichhorst et al., 2016). Pro pacienty ve v€ku star§Sim 65 let s
vyznamnymi komorbiditami je preferovanou 1écbou chlorambucil v kombinaci s
obinutuzumabem (Goede et al., 2014). Pacienti s deleci chromozomu 17 maji neptiznivou
progndzu a jsou piirozené¢ rezistentni na purinova analoga a protilatky anti-CD20, a proto by
se méli 1éCit novymi terapeutickymi pfistupy, jako jsou inhibitory Brutonovy tyrosinkinazy
(akalabrutinib nebo ibrutinib), regulatory apoptézy BCL-2 (venetoklax) a inhibitory PI3K
(idelalisib nebo duvelisib). Tato 1é¢ba miize byt monoterapii s t€émito cilenymi latkami nebo

kombinaci s jinymi typy terapie (Byrd et al., 2014; Furman et al., 2014; Roberts et al., 2016).

CML piedstavuje piiblizné 15 % vSech leukémii u dospélych, pfi¢emz vétSinou postihuje
pacienty kolem 60 let véku (Deininger et al., 2020). Diky zavedeni tyrozinkindzovych
inhibitortt (TKI) doslo v nedavné dobé& k vyraznému snizeni miry umrtnosti, a dnes je
desetileté preziti pacientl 60-90 % (Jabbour & Kantarjian, 2022; Radivoyevitch et al., 2019).
CML Ize rozdélit na dvé faze: chronickou a blastickou. V chronické fazi dochazi k nadmérné

produkci terminalné diferencovanych granulocytii, zatimco v blastické fazi dochazi ke ztraté



diferenciace a k narGstu myeloidnich blasti v kostni dieni, coz méa horSi progndézu nez
chronicka faze (M. W. Deininger et al., 2020; Osman & Deininger, 2021). Pokud CML ptejde
do blastické faze, mohou se jeji pfiznaky velmi podobat piiznakiim AML, ale vétSina pacientt
(90-95 %) ma chronickou fazi (Liu et al., 2020). Diagnostika CML se obvykle provadi na
zaklad¢ identifikace specifické chromozomalni abnormality zndmé jako Ph chromozom.
Tento chromozom vzniké recipro¢ni translokaci mezi dlouhymi rameny chromozomu 9 a 22,
coZ ma za nasledek pfemisténi protoonkogenu ABL z chromozomu 9 do oblasti chromozomu
22, kterd je oznacovana jako BCR. Tato translokace vytvaii fuzni gen BCR-ABL, ktery
produkuje fuzni protein s tyrozinkindzovou aktivitou. Tento protein pak aktivuje signalni
transdukéni drahy, coz vede k nekontrolovanému ristu bun¢k (Al-Achkar et al., 2013;
Deininger et al., 2000). CML mize byt také spojena s dalS§imi cytogenetickymi
abnormalitami, avSak v menS§i mife. Mezi nejcastéj$i zmény patii trizomie chromozomu 8,
dalsi Ph translokace, izochromozom 17q (ktery zahrnuje deleci kratkého raménka a duplikaci
dlouhého raménka na chromozomu 17) a trizomie chromozomu 19. Prognosticky vyznam
téchto zmén pii diagndze a pro progresi onemocnéni je vSak méné jasny (Cervantes et al.,
1986; Johansson et al., 2002). Objev TKI, jako je imatinib, zménil osud pacientii s CML tim,
ze zabranil blastické transformaci onemocnéni a vyznamné prodlouzil pteziti az u 90 %
pacientdi (Russo et al., 2020). Tento cileny pfistup inhibice enzymu neni kurativni, ale mize
dlouhodobé udrZzovat kontrolu nad onemocnénim bez nutnosti chemoterapie a jejich
nezadoucich ucinkl (Moen et al., 2007). Kurativni lécba spociva v transplantaci krvetvornych
kmenovych bunék, ktera je obvykle urcena pro mladsi pacienty nebo v ptipad¢€, Ze pacient

nereaguje na lécbu TKI (Angstreich et al., 2004).

2.4 L-asparaginaza

L-asparagindza (ASNaza) je enzym, ktery hraje klicovou roli v 1é€bé détské akutni
lymfoblastické leukémie (Yoneda & Cross, 2010). ASN4aza je soucasti i dospélého protokolu
na lécbu ALL. Ale dospéli ¢asto hiife toleruji 1é€bu ASNazou, jelikoZ jsou citlivejsi na jeji
vedlejsi toxické ucinky, mezi néz patii hypersenzitivni reakce, pankreatitida, jaterni
dysfunkce a tromboza. Tyto komplikace omezuji Siroké vyuziti tohoto 1éku pii 1é€beé leukémie
u této vekové skupiny (Patel et al., 2017). Navic nékteré studie naznacuji, Ze starSi pacienti
mohou mit niz8i miru vylucovani ASNazy, coz zvySuje expozici 1€éku a vede k jeho vyssi

toxicité (Egler et al., 2016; Kawedia & Rytting, 2014; Koprivnikar et al., 2017).



ASNaza katalyzuje hydrolyzu asparaginu na aspartat a amoniak (Obr. 2) (Kwok et al., 2017).
ASNaza téz vykazuje glutaminazovou aktivitu, coz ji umoziuje hydrolyzovat glutamin na
glutamat za soucasné¢ho uvolnéni amoniaku (Obr. 2) (Richards & Kilberg, 2006). Tento
enzym se nachdzi v rtznych organismech, jako jsou mikroorganismy, rostliny a néktera

zvirata (Cachumba et al., 2016).

0] 0
0 0
OH+H.0 ——» OH + NH3
L-aparagindza
NH, NH, OH NH,
Asparagin Aspartat
0 0 0 0
H!NW OH+H:0 ———————n HDJ\/\lJL DH"'NHa
L-aparagindza
NH, NH,
Glutamin Glutamat

Obrazek 2 Hydrolyza asparaginu (Asn) na aspartat (Asp) a glutaminu (Gln) na glutamat (Glu)
pomoci enzymu L-aparaginaza. Adaptovano z Nguyen et al., 2016.

2.4.1 L-asparaginaza u leukémii

Enzym ASNaza je protinddorovou latkou schvalenou pro 1é€bu ALL a lymfosarkomu (Verma
et al., 2007). Prvni vyzkumy, které naznacovaly uc¢innost ASNazy v boji proti leukémii, se
uskutecnily v 50. a 60. letech 20. stoleti (Juluri et al., 2022). Ukdazalo se, ze sérum morcete
dokéaze vést k regresi lymfomd u mysi a potkan, pficemz nésledné studie identifikovaly
ASN4ézu jako klicovou slozku séra zodpovédnou za tento efekt (Broome, 1961; Ho et al.,
1970; Kidd, 1953). Dnes je izolovano vice variant enzymu ASNazy, ale pro terapeutické
ucely se zatim vyuzivaji tfi bakterialni varianty: izolovand z Erwinia chrysanthemi (Erwinia
asparaginaza — ErA), plivodni nemodifikovand forma z Escherichia coli (E. coli asparaginaza

—EcA) a jeji pegylovana verze (PEG-ASNéza) (Pieters et al., 2011).

Zajimavosti je, Ze 1 lidsky genom obsahuje gen kodujici enzym s ASNazou aktivitou
(L asparaginase like 1, ASRGL1). ASRGL1 se nachdzi v cytosolu a je produkovan pfedev§im
v mozku, varlatech, dé€loZznim endometriu a jatrech. ASNazova aktivita ASRGLI je vSak
mnohem niZs§i nez aktivita EcA a ErA (Cantor et al., 2009). Posledni vyzkumy se zamé&tuji na
terapeutické vyuziti této ASNazy, zejména v lécbé ALL. ASRGL1 ma potencial snizit
imunogenitu 1é¢by, vykazuje vysokou tepelnou stabilitu vhodnou pro lékaiské pouziti, ma

silnou afinitu k asparaginu a nevykazuje glutamindzovou aktivitu. Nicméné pokusy o
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nahrazeni terapeutického enzymu bakteridlniho pivodu zatim nebyly GspéSné (Cantor et al.,

2009; Nomme et al., 2012; Oinonen et al., 1995; Sugimoto et al., 1998).

2.4.2 Vlastnosti L-asparaginazy

Kinetické a biochemické vlastnosti ASNazy se lisi podle mikrobidlniho zdroje (Prakasham et
al., 2007). Napiiklad, ASNéza z riznych zdroji ma odlisny polocCas rozpadu, coz ovliviiuje
délku deplece asparaginu. Polocas rozpadu EcA je 1,24 + 0,17 dne, zatimco u ErA je pfiblizné
0,6 = 0,13 dne. To znamend, ze pfipravek s kratsSim poloCasem je tieba podavat castéji.
PEG-ASN4éza ma nejdelsi polocas rozpadu — 5,73 + 3,24 dne (Miiller & Boos, 1998). Jak
asparaginaza EcA i ErA jsou antigenni a mohou vyvolat hypersenzitivni reakce. Nicméné
vyskyt alergickych reakci na ErA je niz$i, kolem 2 %, zatimco u EcA dosahuje piiblizné
20 %. Diky odlisné antigenni determinanté lze ErA pouzit u pacientd alergickych na variantu
EcA (Beard et al., 1970; Capizzi et al., 1970; Clavell et al., 1986). PEG-ASN4za je nejméné
imunogenni a vhodna pro pacienty s alergii na obé piedchozi varianty (Kurtzberg et al.,
2011). V8echny zminéné ASNazy vyuzivaji jako substraty asparagin a glutamin, av§ak maji k
témto dvéma aminokyselinam zcela odliSnou afinitu, coz ukazuje Michaelisova konstanta
(Km). Kwm je koncentrace substratu, ktera je potfebnd pro dosazeni poloviny
maximalni rychlosti reakce pfi dané koncentraci enzymu. Vysokd hodnota Km znamena
mensi afinitu enzymu k substratu, zatimco nizkda Kwm znaci vysSi afinitu k substratu,
a tedy vySSi enzymatickou aktivitu. Nejsiln€$i afinitu k glutaminu vykazuje
ErA (Km je 3,6 x 10 mol x L"), nasledn& EcA (Kwm je 1,4 x 10 mol x L), nejmensi afinitu
pro glutamin m4 PEG-ASNéaza (Km je 7,39 x 10° mol x L. Co se ty&e asparaginu,
nejsilngjsi afinitu k nému vykazuje EcA (Kwm je 1,5 x 107 mol x L"), dil PEG-ASN4aza (Kum je
4,0 x 10 mol x L"), a nejmensi afinitu k asparaginu méa ErA (Kwm je 4,8 x 10 mol x L!). To
v§e znamena, Ze nejvySS$i asparagindzovou aktivitu vykazuje EcA, zatimco nejvyssi
glutaminazovou aktivitu ma ErA (Chandra & Madakka, 2019; Nguyen et al., 2017; Xu et al.,
1989).

Na zékladé¢ téchto vlastnosti byla v evropskych i americkych protokolech EcA preferovanou
primarni 1é¢bou, a to diky svému del§imu polocasu rozpadu a vyssi G¢innosti. PEG-ASNaza
byla nejprve zavedena jako 1€k sekundarni volby pro pacienty, u nichz se po 1écbé EcA
objevila hypersenzitivita. V dnesni dobé se PEG-ASN4aza stava preferovanou primarni 1écbou
misto nativni formy ASN4azy, a to diky delsi u¢innosti a mensimu vyskytu alergickych reakci.

ErA byla pfijata do 1écebnych protokoll jako sekundarni nebo terciarni 1écba. Je indikovéana k
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1écbé pacient s ALL, ktefi vyvinuli hypersenzitivitu na preparat asparagindzy z E. coli

(Pieters et al., 2011; Pinheiro et al., 2002; Rizzari et al., 2013).

2.4.3 Mechanismus pusobeni L-asparaginazy

Glutamin a asparagin jsou neesencialni aminokyseliny, to znamend, Ze si je lidské buiky
dokazi syntetizovat. Nicméné jejich spotfeba je zvySena u proliferujicich buné€k, jako jsou
naptiklad nadorové bunky (Kuo et al., 2021). V metabolismu nadora plni tyto aminokyseliny
dalezité a riznorodé funkce, vCetné syntézy proteint, nukleotidd a lipidd, udrzovani redoxni
homeostazy a regulace mnoha alosterickych a epigenetickych mechanismii (Choi & Coloff,

2019).

Zdravé bunky vytvaieji asparagin prostfednictvim enzymu asparaginsyntetazy (ASNS), ktery
katalyzuje pfeménu aspartatu a glutaminu na asparagin a glutamat v reakci zavislé na ATP
(Obr. 3) (Lomelino et al., 2017). Ale v ptipadé bun¢k ALL je gen kodujici tento enzym bud’
slab¢ anebo vibec exprimovan, a proto nejsou schopny asparagin syntetizovat de novo. To
vede k jejich zavislosti na asparaginu z extracelularniho prostiedi, aby splnily zvySené naroky
na trvaly rlst a proliferaci (Hermanova et al., 2012; Killander et al., 1976; Kumar et al.,
2014). Lécba ASNazou je zalozena na hydrolyze asparaginu pfitomného v krevnim séru a na
snizené aktivit¢ enzymu ASNS v bunkdch ALL. Tim dochazi k inhibici syntézy proteint,
zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1, a nakonec k apoptoze leukemickych bun€k (Batool et

al., 2016; Hermanova et al., 2012; Lee et al., 1989).

0 0 0
ATP AMP+PP, 0 0 o
OH + HJN OH - OH + HO OH
Asparagin

OH NH, NH, syntetaza NH, NH, NH,

Aspartat Glutamin Asparagin Glutamat

Obrazek 3 Pfeména aspartatu a glutaminu na asparagin a glutamat v reakci zavislé na ATP pomoci
enzymu asparaginsyntetazy. Adaptovano z Lomelino et al., 2017.

2.44 Eryaspaza

Eryaspdza je novou formou poddvani ASNazy. Enzym je vloZen do erytrocytu s cilem
prodlouzit jeho polocas rozpadu a snizit hypersenzitivitu a dal$i toxické ucinky (asparaginaza
uvnitt erytrocytu neni rozpoznavana imunitnim systémem). Eryaspdza ma polocas rozpadu
kolem dvou tydna (Halfon-Domenech et al., 2011; Hammel et al., 2020; Lynggaard et al.,

2022). Pfes membranu se aktivnim transportem z plazmy do erytrocytu transportuji
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aminokyseliny asparagin a glutamin, které jsou nésledné hydrolyzovany ASNézou, ¢imz se
snizuje jejich hladina v krevnim séru (Alpar & Lewis, 1985; Kwon et al., 2009). Mezi vyhody
tohoto pfistupu patii biokompatibilita, uplna biologicka rozlozitelnost, absence toxickych
aditiv, delsi polocas rozpadu, prodlouzeni intervalli mezi davkami léCiva a snizeni vedlejSich
ucinkt (Hamidi et al., 2007). Eryaspéaza je momentaln¢ ve fazi klinickych testl, a jest¢ nebyla

schvalena (Maese & Rau, 2022).

3 GLUTAMIN

Glutamin je aminokyselina obsahujici pét uhlikli, amino- a amidoskupinu. Koncentrace
glutaminu v krevni plazmé Clovéka je ze vSech aminokyselin nejvyssi (0,6 az 0,8 mM).
Glutamin je obecné aminokyselina neesencialni, zdravy organismus mé dostatecné zasoby
glutaminu a také jej dokaze syntetizovat de novo ve velkém mnoZstvi. Nicméné, béhem
katabolickych stresti jako jsou nadory, operace, traumata, infekce nebo sepse se zda, ze
spotieba glutaminu prevysuje jeho maximalni produkei, coz mize vést k depleci glutaminu a
ptispét ke zhorSeni zdravotniho stavu. V souc€asnosti se proto pro glutamin pouziva termin
"podminéné esencialni" aminokyselina (Krebs, 1935; Labow & Souba, 2000; Lacey &
Wilmore, 1990).

3.1 Metabolismus glutaminu

Prestoze je glutamin v krvi a tkdnich zastoupen ve velkém mnoZstvi, je také rychle
spotfebovavan. Divodem jeho extrémné vysokého obratu je Siroké spektrum metabolickych
funkci, které pfimo nebo nepiimo zavisi na této aminokyseliné¢ (Labow & Souba, 2000).
Glutamin slouzi jako donor dusiku pfi syntéze nukleotidi a aminokyselin, které jsou
prekurzory nukleovych kyselin a bilkovin. V bunice glutamin reguluje signalni drdhu
mTORCI1, ktera ovliviiuje bunécny rist a prubéh bunééného cyklu. Dale se podili na produkcei
energie/ATP prostfednictvim cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA, z angl. tricarboxylic acid
cycle). Glutamin je také nezbytny pro tvorbu glutathionu v bunce k udrZzeni redoxni
homeostazy. Tyto dilezité funkce glutaminu jsou kliCové pro pteziti a rast bunck, coz

vysvétluje jeho vysoké zastoupeni v plazmé (Altman et al., 2016; Wise & Thompson, 2010).

Mezi dilezité intracelularni enzymy syntézy a hydrolyzy glutaminu patii glutaminsyntetdza
(GS) a glutamindza (GLS, z angl. glutaminase). GS katalyzuje syntézu glutaminu z amonného
iontu (NH4") a glutamatu za spotieby ATP, zatimco GLS hydrolyzuje glutamin na glutamat a
NH4" (Obr. 4) (Krebs, 1935; Neu et al., 1996). Co se tyka jejich intracelularni lokalizace, GS
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je prevazné lokalizovana v cytosolu, zatimco GLS se nachazi pfedevSim v mitochondriich.
Tato lokalizace odpovid4d funkcim téchto enzymu: GS produkuje glutamin pro syntézu
cytoplazmatickych proteinii a nukleotidli, zatimco GLS katalyzuje preménu glutaminu na
glutamat, ktery je nasledn¢ konvertovan na a-ketoglutarat (a-KG) vstupujici do cyklu TCA a
slouzici jako zdroj energie a metabolickych intermediati v bunce (Curi et al., 2016;

DeBerardinis et al., 2007; Moreadith & Lehninger, 1984).

) O 8] 0O
HDJL/\I/U\ OH+ NH,"+ ATP ————— HENW OH + ADP + P
Glutamin

NH, syntetaza NH,
Glutamat Glutamin
0 0 0 0
H NML OH +H,0 —— HOM‘\ OH + NH,*
z Glutaminaza
NH, NH,
Glutamin Glutamat

Obrazek 4 Syntéza glutaminu pomoci enzymu glutaminsyntetazy. Hydrolyza glutaminu pomoci
enzymu glutaminazy. Adaptovano z Cruzat et al., 2018.

3.1.1 Produkce energie

Cyklus TCA slouzi ptedevsim k produkci redukénich ekvivalentt NADH+H' (déale pouze
NADH) a FADH,, které pak vstupuji do dychaciho fetézce, kde jsou vyuzity k vyrobé ATP
prostiednictvim oxidativni fosforylace. Do cyklu TCA vstupuje acetyl-CoA (z angl.
acetyl-coenzyme A), ktery se zkondenzuje s oxalacetatem (OAA) za vzniku citratu. Citrat je
pak prosttednictvim sledu reakci pfeménén zpét na OAA, ¢imz cyklus miiZze pokracovat dal
(Obr. 5). V rychle se délicich bunkach ma cyklus TCA jesté jednou roli, kdy meziprodukty
cyklu slouzi jako zdroj pro rtizné biosyntetické drahy. Za téchto podminek by se OAA mohl
stat limitujicim, pokud by nebyl vytvafen jinym zpisobem neZ z mitochondridlniho citratu.

Tyto alternativni cesty produkujici OAA se nazyvaji anaplerotické (Owen et al., 2002).

jako dulezity meziprodukt v cyklu TCA. Vstup a-KG do cyklu TCA a jeho nasledné oxidace
vedou k vytvoreni dvou molekul NADH a jedné molekuly FADH» prostfednictvim fady

reakci (Obr. 5). Kromé toho, pfi pfeméné sukcinyl-CoA (z angl. succinyl-coenzyme A) na
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sukcinat sukcinyl-CoA-syntetdzou, se vytvaii jedna molekula GTP, kterou Ize snadno
pfeménit na ATP nukleosid-difosfatkinazou. NADH a FADH,, které vznikly glutaminolyzou
snaslednym vstupem o-KG do cyklu TCA, jsou pak piivedeny do elektronového
transportniho fetézce, aby se vytvoril elektrochemicky gradient nezbytny pro produkci ATP

oxidativni fosforylaci (DeBerardinis et al., 2007; Fan et al., 2013).

acetyl-CoA

NAD* / \

\vco,
4 _ NAD'
H,0 — TCA NADH

GS

)
\—bcor‘ Y
FADH; {~ NAD" Glutaminolyza
\

|

/

GTP GDP

Obrazek 5 Glutaminolyza a vstup a-KG do TCA a produkce redukénich ekvivalentt a GTP.
Adaptovéno z Yoo et al., 2020.

3.1.2 Syntéza neesencialnich aminokyselin

Glutamin je také dilezitym zdrojem uhliku a dusiku pro metabolické meziprodukty a syntézu
makromolekul. Pfimo se podili na syntéze proteinti a slouZi jako prekurzor pii tvorbé dalSich
aminokyselin. Aminoskupina glutamatu, vzniklého hydrolyzou glutaminu, miiZe byt vyuzita v
nékolika transaminacnich reakcich (Obr. 6). To zahrnuje syntézu alaninu z pyruvéatu (Pyr),
syntézu aspartatu z OAA a tvorbu fosfoserinu, ktery se nasledné defosforylovan na serin.
Alternativné mize byt glutamat dale pfeménén na prolin  prostiednictvim
oxida¢né-redukénich reakci. Jestlize je glutamat pfeménén na o-KG, uhlikova kostra
glutaminu mutiZze vstoupit do cyklu TCA a takto se podilet na syntéze aminokyselin (Obr. 6).
Glutamin je také substratem pro ASNS (viz kapitola 2.4.3; Obr. 3) (Higashiguchi et al., 1995;
Jepson et al., 1988; Yoshida et al., 1995).
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TCA
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Obrazek 6 Syntéza aminokyselin z glutaminu. Adaptovano z Choi & Coloff, 2019.

3.1.3 Syntéza nukleotidii

Glutamin je nezbytnym donorem dusiku pro syntézu purind i pyrimidinti de novo, a je proto
zasadni pro tvorbu nukleovych kyselin béhem bunétné proliferace (Gaglio et al., 2009). Pti
biosyntéze purind se dva glutaminy vyuzivaji k tvorbé inosinmonofosfatu (IMP), prekurzoru
adenosinmonofosfatu (AMP) a guanosinmonofosfatu (GMP). Pro pteménu IMP na GMP je
zapotiebi dalsi molekula glutaminu. Pti biosyntéze pyrimidind je jedna molekula glutaminu
spotfebovana na syntézu uridinmonofosfatu (UMP), a jeSté jedna molekula je pottebnd k
pfeméné uridintrifosfatu (UTP) na cytidintrifosfat (CTP) (Chiara et al., 2023; Cory & Cory,
2006). Glutamin také muze pfispivat k syntéze nukleotidli jinymi zplsoby, naptiklad
prostiednictvim aspartatu, ktery vznikd bud’ z prekurzoru TCA, anebo pfimo transaminaci
z glutamatu (viz kapitola 3.1.2). Jelikoz je glutamin klicovym stavebnim prvkem pfi
biosyntéze nukleotidli, jeho nedostatek omezuje pribéh bunécného cyklu, coz miize vést
k jeho zastaveni v S-fazi (Fontenelle & Henderson, 1969; Gaglio et al., 2009; Sullivan et al.,
2015).
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3.1.4 Regulace signalni drahy mTORC1

Glutaminolyza je mitochondridlni draha, pii které dochdzi k deamidaci glutaminu a
k nasledné deaminaci glutamatu, coz vede k produkci a-KG. V tomto procesu je glutamin
nejprve preménén na glutamat pomoci enzymu GLS, ktery je nasledné pfeménén na
a-KG enzymem glutamatdehydrogenazou (GDH) anebo jednou z nékolika transaminaz
(Durén & Hall, 2012, viz kapitola 3.1.2). Nedavné studie ukazaly, ze glutaminolyza aktivuje
sav¢i cil rapamycinu (mTOR, z angl. mammalian target of rapamycin), coz inhibuje autofagii
a podporuje rust bunék. To naznacuje, Ze metabolismus glutaminu je dualezitou soucasti

signalizacniho procesu pro regulaci buné¢ného ristu a proliferace (Duran et al., 2012).

mTOR je konzervovana serin/threoninova kinaza, kterd reguluje bunéény rist, metabolismus
a starnuti (Laplante & Sabatini, 2012; Wullschleger et al., 2006). Tvoii dva strukturn¢ a
funkéné odlisné komplexy, oznacované jako mTORC1 a mTORC2. Zatimco mTORCI je
aktivovan aminokyselinami, ristovymi faktory a buné¢nou energii ve formé¢ GTP, mTORC2
je aktivovan pouze rastovymi faktory (Hara et al., 1998; Laplante & Sabatini, 2013). Leucin
je nejucinngjSim aminokyselinovym aktivatorem mTORCI tim, ze plsobi jako alostericky
aktivator GDH. Pfimou vazbou na GDH leucin stimuluje deaminaci glutamatu za vzniku
a-KG. 0-KG nésledné aktivuje mTORCI prosttednictvim aktivace prolylhydroxylaz, rodiny
a-KG-dependentnich dioxygenaz (Duran et al., 2012, 2013).

3.1.5 Syntéza glutathionu

Existuje zna¢né mnozstvi dliikazi naznacujicich, Ze glutamin hraje kli¢ovou roli pfi regulaci
syntézy glutathionu. Glutathion je tripeptid sloZzeny z aminokyselinovych zbytkli glutamatu,
cysteinu a glycinu; predstavuje hlavni zdroj bunéénych redukénich ekvivalentii. Glutathion
ucinné odstrafuje intracelularni reaktivni formy kysliku (ROS, zangl. reactive oxygen
species) a tim chrani bunku pfed oxidacnim poskozenim (Lu, 2013). Glutamin poskytuje
jeden ze stavebnich blokli glutathionu — glutamat. Déale miZe nepfimo pfispivat k syntéze
glutathionu prostfednictvim vymény intracelularniho glutamatu (ziskaného z glutaminu) za
extracelularni cystin, ktery je pak hned redukovany na cystein, dal§i dileZitou slozkou
glutathionu (Koppula et al., 2021). Studie s radioaktivné znaCenym uhlikem prokézaly, ze
atomy uhliku odvozené od glutaminu jsou v raznych tkanich in vivo zabudovéany do
glutathionu. Role glutaminu v syntéze glutathionu naznacuje, Ze dostupnost této
aminokyseliny miize mit vyznamny vliv na udrZeni oxidoredukéniho prostiedi buiikky (Hong

et al., 1992; Welbourne, 1979).
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3.2 Nadorovy metabolismus glutaminu

Jednim ze znak( nédort je pfeprogramovani bunécného metabolismu za ucelem udrzovani
vysokych narokli na energii potfebnou k proliferaci a pieziti (Boroughs & Deberardinis,
2015). Nadorové buniky vykazuji zmény v mnoha metabolickych drahach, jako jsou naptiklad
glykolyza a glutaminolyza, aby ziskaly dostatek energie a bunéénych stavebnich kameni
potiebnych k podpofe svého neustdlého rGstu. U nadorovych bunck je Casto pozorovan
"Warburgtv efekt" — vyuziti glykolyzy i za ptitomnosti kysliku, kdy se glukéza pfeménuje
prevazné na kyselinu mlécnou, misto aby se zapojila do mitochondridlni oxidativni
fosforylace (Dang et al., 2011; Hensley et al., 2013; Liberti & Locasale, 2016). Nékteré typy
nadorovych bun¢k nedokazou rist pii nedostatku glutaminu a vykazuji "zavislost na

glutaminu" (Fuchs & Bode, 2006).

Metabolismus glutaminu hraje kli¢ovou roli jak ve fyziologii zdravych, tak i nadorovych
bunék. V téchto rychle se délicich buiikach je glutamin, stejné jako v zdravych bunkach,
vyuzivan jako zdroj energie, dusiku a uhliku pro tvorbu aminokyselin, nukleovych kyselin,
glutathionu a je také diilezity pro aktivaci signalni drahy mTORCI1 (Daye & Wellen, 2012).
Aberantni aktivace mTORCI1 je bézna u nadora a signalizace mTORC1 podporuje progresi
nadorl tim, ze stimuluje drahy, které podporuji riist nadorovych bunék, jejich proliferaci a
odolnost vici apoptdze (Tian et al., 2019). AvSak zatimco zdravé bunky vyuZivaji glutamin k
podpote zékladnich biosyntetickych a bioenergetickych potieb, nadorové bunky Ccasto
vykazuji zménény metabolismus glutaminu pro podporu rychlého ristu a proliferace, coz se
projevuje ve zvySeném piijmu, spotiebé glutaminu a u nékterych typd nadord 1

v alternativnich cestach jeho vyuziti (Daye & Wellen, 2012; M. A. Medina et al., 1992).

3.2.1 Metabolismus glutaminu v solidnich nadorech

Spotfeba glutaminu u nadorovych bunék je velmi variabilni a zavisi na jejich etiologii,
plivodu, prostorovych podminkach a bunééném okoli (Dang, 2009). Napiiklad nador jater je
metabolicky velmi zavisly na glutaminu, coZz vede ke zvySeni poctu glutaminovych
transportérii a naslednému zvyseni pfijmu glutaminu nadorovou bunkou. Také béhem jaterni
tumorigeneze dochdzi k pfeprogramovani exprese riiznych genti kodujicich enzymy
souvisejici s metabolismem glutaminu. Vyzkumy ukézaly, Ze hlavni enzymy glutaminolyzy,
jako jsou GLS a GDH, jsou vyznamn¢ nadmérné produkovany, coz ma za nésledek zvySenou
syntézu makromolekul prostfednictvim zvySené¢ho zdroje uhliku a dusiku (Cox et al., 2016;

Wise & Thompson, 2010).
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Vzhledem k tomu, Ze a-KG pochdazejici z glutaminu podporuje cyklus TCA, mohou nadorové
bunky vyuzivat glutaminolyzu k udrzeni biosyntézy mnoha dilezitych molekul. U nadort
ledvin (RCC, z angl. renal cell carcinoma) s poruchou dychaciho fetézce nebo cyklu TCA
bylo zjiSténo, ze tyto nadorové bunky jsou zavislé na reduktivni karboxylaci (RK). Citrat
ziskany RK je pak vyuzit k produkci acetyl-CoA a dalSich prekurzori cyklu TCA.
Acetyl-CoA je nezbytnym meziproduktem pro syntézu lipidi a bez néj nejsou nadorové
bunky zivotaschopné. Kromé toho jsou meziprodukty cyklu TCA potiebné k syntéze dalSich
zakladnich bunécnych stavebnich prvki. Nadorové buiiky se tak mohou stat zcela zavislymi
na glutaminolyze v disledku genetickych zmén ovlivitujicich oxidativni funkci mitochondrii
(Mullen et al., 2011). Studie Gameira a kol. zjistila, ze exprese transkripcnich faktord HIF-1a
a HIF-2a snizuje hladinu intracelularniho citratu, a zaroven je nezbytna pro indukci RK. RK
plni kompenzacni ulohu pro udrZzovani dostate¢né lipogeneze. Proto se buitky RCC, které
exprimuji HIF-lo a/nebo HIF-2a, stavaji silné¢ zavislymi na glutaminu pro proliferaci

(Gameiro et al., 2013).

Studie Sona a kol. ukézala alternativni cestu vyuziti glutaminu v buiikach lidského duktalniho
adenokarcinomu pankreatu (PDAC, zangl. pancreatic ductal adenocarcinoma), kterd je
nezbytna pro rist nddoru. Zatimco vétSina bunék vyuziva enzym GDH k pfeméné glutamatu
ziskaného z glutaminu na a-KG v mitochondriich, ¢imz podporuje TCA cyklus, PDAC
uptfednostiuje odliSnou cestu. Zde je glutamat transaminaci pfeménén na aspartat, ktery je dal
transportovan do cytoplazmy, kde je poté preménén na OAA pomoci aspartattransaminazy
(AST). Nasledn¢ je tento OAA pfeménén na maldt a poté na pyruvat, coZ zvysuje pomer
NADPH/NADP". Dilezité je, ze buitky PDAC jsou na této sérii reakci silné zavislé, protoze
deprivace glutaminu nebo inhibice kteréhokoli enzymu v této draze vede ke zvySeni ROS a
snizeni redukovaného glutathionu. Navic vytazeni jakéhokoli enzymu, ktery je soucasti této
fady reakci, vede také k vyraznému potlaceni riistu PDAC jak in vitro, tak in vivo. Déle bylo v
tomto vyzkumu zji$téno, ze pfeprogramovani metabolismu glutaminu je zprostfedkovano
onkogennim KRAS (z angl. Kirsten rat sarcoma virus oncogene homolog), ktery je
charakteristickou genetickou zménou u PDAC, a to prostfednictvim transkripéni regulace a

represe klicovych metabolickych enzymt v této draze (Son et al., 2013).

Zavislost na glutaminu byla také zjisttna u gliomovych bun€k s mutaci
izocitratdehydrogendzy 1 (IDHI). IDHI katalyzuje pfeménu izocitraitu na o-KG, ale
mutovana isoforma misto toho pfeménuje a-KG na D-2-hydroxyglutarat (2-HG) (coz je

onkometabolit) (Dang et al., 2010; Janke et al., 2017). V disledku funkce mutovaného IDH1
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se gliomové bunky stavaji stale vice zavislymi na produkci a-KG z glutaminu. Proto se tyto
nadorové buiiky spoléhaji na enzym GLS. Z tohoto diivodu v ptipadé inhibice GLS dochazi k
potlaceni ristu gliomovych bun¢k s mutaci IDH1 (Seltzer et al., 2010).

3.2.2 Metabolismus glutaminu u leukémii

Podle literatury jsou metabolické zmény klicovym faktorem i u leukemickych bunék, coz
muze vyznamn¢ ovlivnit pribéh onemocnéni a G¢innou reakci na 1é¢bu (Galluzzi et al., 2013;
Hanahan & Weinberg, 2011). Leukemické bunky maji casto zménény metabolismus
glutaminu, coz muze byt disledek glykolytického fenotypu (Starkova et al., 2018). Nékteré
studie poukdzaly na to, Ze v leukemickych buiikdch je za ptitomnosti kysliku pyruvat
pfevazné preménovan na laktat misto toho, aby byl metabolizovan v cyklu TCA (Starkova et
al., 2018; Yu et al., 2020). Avsak nadorové bunky potiebuji udrzovat funkéni cyklus TCA,
aby mohly poskytovat biosynteticky prekurzor NADPH, ktery je dulezity pro syntézu
nukleotidii a lipidi. Glutamin je prostfednictvim glutaminolyzy a cyklu TCA pfeménén na
malat, ktery je nasledné oxidativné dekarboxylovan na pyruvat za vzniku NADPH a oxidu
uhli¢itého. Proto mize vysokd mira glutaminolyzy proliferujicim bunkam pokryt vyznamnou
¢ast jejich potfeb NADPH. Glutamin také hraje dilezitou roli pfi syntéze aminokyselin a
proteind (viz kapitola 3.1.2) (Heiden et al., 2009; Medina, 2001; Reitzer et al., 1979; Wise &
Thompson, 2010). Zavislost leukemickych bun¢k, hlavné bunék ALL a AML, na glutaminu
byla pozorovana v mnoha studiich, které ukazaly, Ze vysoké extracelularni koncentrace
glutaminu podporuji rist nadord, a zvySena exprese enzymdu, které zprosttedkovavaji
metabolismus glutaminu, koreluje s maligni transformaci bunék (Le et al., 2012; Timmerman

et al., 2013; Wise & Thompson, 2010).
3.3 Cileni na metabolismus glutaminu pfi 1é¢bé leukémie

Inhibice metabolismu glutaminu byla zkouména jako potencidlni terapeuticka strategie pro
1é€bu leukémii. Soucasny vyvoj cilenych 1éCiv zaméfenych na metabolismus glutaminu v
leukemickych bunikach se soustfedi na depleci glutaminu, inhibici glutaminolyzy a inhibici

transportu glutaminu (Starkova et al., 2018).

3.3.1 Deplece glutaminu pomoci L-asparaginazy

Depleci glutaminu mutze zpusobit ASNaza, enzym schopny hydrolyzovat asparagin a
glutamin, ktera je a€innym lékem pro 1écbu pacientii s ALL (Chan et al., 2019). Jiz v roce

1978 bylo zjisténo, ze glutamindzova aktivita ASNazy pozitivné pfispiva k protinddoroveé
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aktivit¢ enzymu, ale zaroven muze vést k toxickym vedlejsim uclinkim (Kaftkewitz &
Bendich, 1983; Wu et al., 1978). Proto existuji protichlidné ndzory ohledné toho, jak zlepsit
terapeuticky index ASNazy (terapeuticky index informuje o relativni bezpecnosti 1éCiva).
Jedna strana ptredpoklada, ze snizenim glutaminazové aktivity lze zlepSit terapeuticky index
ASNazy, protoze deplece glutaminu zvySuje toxicitu ve véEtSsi mife nez protinddorovou
aktivitu, coz vede k nizkému terapeutickému indexu (Katkewitz & Bendich, 1983; Warrell et
al., 1982). Druhé strana piedpokladd, ze terapeuticky index ASNazy lze zlepsSit zvySenim
glutaminazové aktivity. Podpora této hypotézy vychazi z udaji, které naznacuji, ze
glutaminazové aktivita obecné¢ zvySuje ucinnost ASNazy a nekdy je k dosazeni
protinddorového u¢inku nezbytna (Ehsanipour et al., 2013; Fumarola et al., 2001; Kitoh et al.,
1992; Labrou et al., 2010; Offman et al., 2011). Protinddorovy ucinek glutaminazové aktivity
ASNazy lze vysvétlit tim, ze glutamin je nezbytny pro pfechod buné¢ného cyklu z faze G1 do
faze S a slouzi jako substrat pro biosyntézu asparaginu pomoci enzymu ASNS (viz kapitola
2.4.3) (Avramis & Panosyan, 2005; E. Panosyan, 2002). Vysledky studie Chan a kol.
naznacuji to, Ze oba pfistupy maji smysl, a to zejména v zavislosti na expresi ASNS v
leukemickych bunikach. Leukemické bunky lze rozdélit na ASNS-negativni a
ASNS-pozitivni, pfi¢emz druha skupina se dale d€li na buiiky s nizkou a vysokou hladinou
ASNS. Pouze ASNS-pozitivni leukemické buiky jsou schopny syntetizovat asparagin z
glutaminu importovaného z extraceluldrniho prostfedi, coz jim umoZiluje proliferaci bez
ohledu na dostupnost extracelularniho asparaginu. Vysledky experimentu Chan a kol. ukazuji,
ze leukemické buniky s vysokou hladinou ASNS mohou po 1ébé ASNéazou pokraCovat v
proliferaci, ale pouze tehdy, pokud je intraceluldrni syntéza asparaginu a glutaminu
dostatecnd. Naopak, buiiky s nizkou hladinou ASNS jsou citlivéjsi a maji snizenou schopnost
odolavat takové 1écb€; sniZzend produkce asparaginu vede ke sniZené proliferaci.
ASNS-negativni leukemické buiiky jsou citlivé na lé€bu ASNé&zou, avSak zda se, Ze
glutaminazova aktivita ASNazy neni pro inhibici proliferace ASNS-negativnich bunék nutna.
Z toho vyplyva, ze glutaminazova aktivita ASNazy je nezbytna pro protinadorovou aktivitu
viac¢i leukemickym bunkam, které vyznamné exprimuji ASNS, ale ASNS-negativni
leukemické bunky jsou vysoce citlivé na samotnou asparagindzovou aktivitu ASNazy (Chan

etal., 2014).

Nedavné studie naznacuji, Ze ASNaza muZe mit také pozitivni G€inky pii 1é€bé AML.
Willems a kol. odhalili, Ze glutamindzova aktivita ASNazy inhibuje aktivitu mTORCI u
AML (Obr. 7) (Willems et al., 2013). To je zplisobeno tim, Ze jednim z hlavnich procesii
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ovlivityjicich aktivitu mTORCI je dostupnost aminokyselin, pfedev§im leucinu (Avruch et
al., 2009; Hara et al., 1998). Intracelularni leucin je pottebny k aktivaci rodiny proteini Ras
GTPaz, které umoziuji lokalizaci komplexu mTORCI1 na povrchu lysozomu blizko svého
aktivatoru, Rheb (Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008). Leucin mize byt do bunky
importovan vyménou za glutamin prostiednictvim dvousmérného transportéru aminokyselin
typu L 1 (LAT1). Tim padem intracelularni koncentrace glutaminu mize ovlivnit koncentraci
leucinu v bunce. Pfijem glutaminu z extracelularniho prosttedi je prevazné zprostiedkovan
vysokoafinitnim transportérem SLCI1AS, ktery spolupracuje s LATI1. Z tohoto diivodu je
extracelularni dostupnost glutaminu limitujicim krokem pro aktivaci mTORC1 (Fuchs &

Bode, 2005; Nicklin et al., 2009).

3.3.2 Inhibice glutaminolyzy

Inhibice glutaminolyzy muze vyznamné potlacit rast nékterych typti leukemickych bunék.
Naptiklad malé inhibitory, jako jsou BPTES a CB-839, které plsobi jako inhibitory
glutaminazy, vedou k zastavé proliferace a apoptéze bunék AML a BCR-ABL-pozitivnich
bunék CML (Obr. 7) (Parlati et al., 2013; Sontakke et al., 2016). CB-839 také inhibuje
produkci glutathionu a zpiisobuje akumulaci mitochondridlnich ROS, coz nakonec vede k
apoptotické bunécné smrti u AML bez cytotoxickych u¢inkli na zdravé hematopoetické
progenitory (Gallipoli et al., 2018; Gregory et al., 2018; Jacque et al., 2015). Navic CB-839
prokézal antileukemické ucinky nejen na bunky AML, ale 1 na buitky ALL in vivo (Gregory et
al., 2019).

Dale bylo prokazano, Ze podskupina leukemickych a gliomovych bunék s mutacemi v
enzymu IDH1 (u bunék AML muZe €init az 16 %; viz kapitola 3.2.1), je obzvlaste citliva na
inhibici glutaminazy (Seltzer et al., 2010). Studie Dang a kol. prokéazala, Ze akumulace 2-HG
muze byt pfi¢inou onkogeneze u gliomi a jako pravdépodobny mechanismus onkogeneze
bylo navrZeno, Ze 2-HG vyvolava redoxni stres v duisledku poskozeni dychaciho fetézce. Toto
naznacuje, ze 2-HG miize podporovat nadorové mutace. Nicméné¢ mohou existovat 1 jiné
mozné mechanismy, kterymi mtze 2-HG podporovat vznik nadort. Bylo prokazano, Ze
glutamin je zdrojem o-KG, ktery je také substratem mutantni IDH1 a pfeménén na 2-HG, a
proto se tyto bunky stdvaji zdvislymi na glutaminu (Dang et al., 2010). Emadi a kol. také
zjistili, ze inhibice glutaminazy a sniZzeni dostupnosti glutaminu pomoci inhibitoru BPTES
vede ke sniZeni metabolitu 2-HG a tim k inhibici proliferace bunék AML s mutaci IDH1/2
(Emadi et al., 2014).
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3.3.3 Inhibice transportéria glutaminu

Vzhledem k zavislosti bunék AML a ALL na glutaminu, mtize byt inhibice glutaminovych
transportérti dalSi strategii 1écby leukémie. Glutamin je transportovan pifes bunécné a
mitochondridlni membrany specifickymi trasnportéry — SLC1AS, SLC38A2, SLC38A1 a
SLC1A1 (Oburoglu et al., 2014). K exportu glutaminu dochézi prostfednictvim antiporteru
LATI vyménou za extracelularni leucin (Fuchs & Bode, 2005). Inhibitor SLC1AS, GPNA,
indukoval apoptozu a snizoval pteziti bunék AML in vitro (Obr. 7). U mysi s AML 1écba
GPNA ucinn¢ potlacila progresi leukémie. Bylo pozorovano zmirnéni splenomegalie a
hepatomegalie a snizeni infiltrace nehematopoetickych tkani a organii bunkami AML. Vliv
GPNA na tvorbu zdravych krevnich bunék byl vSak omezeny (Ni et al., 2019). Kromé& toho
byl vyvinut novy analog tyrosinu nazvany JPH203, ktery selektivné inhibuje transportni
aktivitu LAT1 (Obr. 7) (Oda et al., 2010). Lécba pomoci JPH203 inhibuje mTORCI a snizuje
expresi c-Myec, ktery je klicovym regulatorem glutaminolyzy u T-ALL. Navic JPH203 nem¢l
zadné toxické uc€inky na zdravé mysi thymocyty a lidské lymfocyty periferni krve (Rosilio et

al., 2014).
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Obrazek 7 Ruzné ptistupy zaméfené na inhibici metabolismu glutaminu v leukemickych butikach.

Adaptovano z Xiao et al., 2023.
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4 ZAVER

Tato bakalaiska prace se zaméfila na souasné poznatky v oblasti leukémie, zejména na jeji
vznik, typy a lécbu. Dale se zabyva pieprogramovanym metabolismem glutaminu v
leukemickych buiikéch a jejich zavislosti na této aminokyselin€. Na zakladé¢ téchto poznatki
byly ukazdny mozné terapeutické strategie zaméfené na inhibici metabolismu glutaminu jako

potencialniho ptistupu k 1é¢be leukémie.

Glutamin hraje vyznamnou roli v metabolismu zdravych i leukemickych bunék, jelikoz
reguluje bioenergetickou a redoxni homeostazu, slouzi jako prekurzor pro syntézu biomasy a
je dulezity pro aktivaci signalni drahy mTORCI1. Nicméng, rozdil v metabolismu glutaminu
mezi zdravymi a leukemickymi bunikami spocivd v tom, Ze leukemické bunky vykazuji
zvySenou spotfebu a pfijem glutaminu, aby udrzely své vysoké naroky na rychly rlst a
proliferaci. I kdyz glutamin mlze byt bunkami syntetizovan de novo, tato produkce neni
dostate¢na pro potieby naddorovych bunck, coz zpiisobuje zavislost leukemickych bunék na
extracelularni dostupnosti glutaminu. Proto se cileni na metabolismus glutaminu v posledni
dobé¢ stava perspektivni strategii pro 1écbu leukémie. Soucasny vyvoj léCiv zamétenych na
inhibici metabolismu glutaminu se soustiedi na depleci extracelularniho glutaminu, inhibici

transportérii glutaminu a na inhibici glutaminolyzy.

Budouci vyzkumy by mély sméfovat k dalSimu studiu a charakterizaci metabolismu
glutaminu v leukemickych buiikdch a k vyvoji ucinnych 1ékt. Dulezité je také zkoumat
kombinované terapeutické strategie, které zahrnuji cilenou terapii spolu s dalSimi
standardnimi l1écebnymi postupy, s cilem maximalizovat terapeuticky Gc¢inek a minimalizovat

vedlejsi ucinky 1écby.
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