Abstrakt

Nehodgkinské lymfomy (NHL) jsou skupinou heterogennich lymfoproliferativnich malignit
pochdzejicich z B/T lymfocytl nebo NK bunék. Deregulace signdlni drahy fosfatidyl-inositol-3-
kindza — protein-kinaza B/AKT (PI3K-AKT) hraje dlleZitou roli v patogenezi, chemorezistenci a
progresi fady B-NHL. Molekularni mechanismy vedouci k aberantni aktivaci PI3K-AKT drahy

jsou odlisné u rlznych podtypd B-NHL.

Lymfom z plastovych bunék (MCL) je B bunécny agresivni Nehodgkinsky lymfom
charakterizovany chromozomalni translokaci (11;14) a pfitomnosti mnoha rekurentnich
molekuldrnich a cytogenetickych zmén, vietné zisku/amplifikaci genu PIK3CA, kddujiciho
pll0a katalytickou podjednotku fosfatidyl-inositol-3-kindzy (PI3K), nebo ztrata funkce

fosfatdzy a homologu tenzinu (PTEN), negativniho regulatoru PI13K.

Cilem této studie byla komplexni analyza vlivu vySe uvedenych aberaci genli PIK3CA a PTEN na
biologii a Iékovou rezistenci MCL a to pomoci bunéénych linii MCL (MINO, JEKO-1, UPF1H,
UPF19U a 7138) s transgenni (over)expresi genu PIK3CA (PIK3CA UP) a knockout/ knockdown
genem PTEN (PTEN KO)/(PTEN KD), napodobujici celkovou a ¢aste¢nou ztratu proteinu PTEN .
Pro studium dopadu studovanych aberaci na preZiti MCL bunék dané signalizaci z BCR byly z
bunécnych linii PIK3CA UP, PTEN KO, a PTEN KD odvozeny bunky s dalSim knockoutem B-
bunécného receptoru. Exprese a aktivita fosforylované proteinkinazy B (AKT) byla analyzovdna
pomoci Western blotting a pomoci metody Forster resonance energy transfer (FRET). Energo-
metabolické drahy byly zkoumany pomoci Seahorse analyzatoru a pomoci hypoxického
inkubatoru. Ke stanoveni citlivosti/rezistence bunécnych linii PIK3CA UP, PTEN KO, a PTEN KD
k 1é¢bé byl pouzit panel riznych selektivnich inhibitor( izoformy PI3K, inhibitor AKT, inhibitor

Bruton tyrozinkinazy (BTK), inhibitor glykolyzy a BH3 mimetika.

Transgenni nadmérna exprese genu PIK3CA nebyla spojena s patrnymi zménami ve
fosforylaci nebo aktivaci AKT. Navic citlivost bunéénych linii PIK3CA UP na panel inhibitor( PI3K
nebo ibrutinib (inhibitor BTK) zlstala prakticky nezménéna. Je zajimavé, Ze dvé ze 4
testovanych bunécnych linii byly odolné;jsi vici venetoclaxu (inhibitor BCL2), ktery se pouziva

pri 1éCbé recidivujiciho/refrakterniho (R/R) MCL, a viéi S63845 (inhibitor MCL1). Zvysena



exprese genu PIK3CA sniZila zavislost testovanych bunéénych linii MCL na preziti, dané
signalizaci z BCR, sniZila hladiny oxidativni fosforylace (OXPHQS), zvysila rezistenci na inhibitor
glykolyzy, 2-deoxyglukdzu (2-DG), a zrychlila rychlost ristu nddoru in vivo. Presné molekuldrni
mechanismy, které jsou pfiinou téchto pozorovani, zlstdvaji nerozpoznané, nicméné
nezménéna aktivita a nezménény stav fosforylace AKT naznacuji, ze dUsledky zisku funkce
genu PIK3CA u MCL jsou zprostfedkovany nezavisle na AKT. Ztrata PTEN byla spojena
s vyraznym fenotypem PTEN KO bunék, ktery byl manifestovan hyperfosforylaci a nadmérnou
aktivaci proteinu AKT, zvySenou rezistenci na vétSinu testovanych inhibitord PI3K, ibrutinib
(inhibitor BTK) a venetoclax (inhibitor BCL2), zvySenou citlivosti na inhibitor BCL-XL, zvySenou
glykolyzou spojenou se zvySenou rezistenci na 2-DG (inhibitor glykolyzy), zvySenym rychlost
rdstu nadoru in vivo a pozoruhodné snizenou zdvislosti na preziti, dané signalizaci z BCR.
Céste¢na ztrata PTEN méla podobnou, ale méné vyraznou manifestaci ve srovnani s totdlni
ztratou PTEN, kde bunky PTEN KD vykazaly nadmérnou aktivaci proteinu AKT, zvySenou
rezistenci na copanlisib (inhibitor pan-PI3K), ibrutinib (inhibitor BTK) a venetoclax (inhibitor

BCL2), nezménénou citlivost na BCL — XL inhibitor a zvySena odolnost vici 2-DG.

Lze shrnout, Ze zisk funkce genu PIK3CA a ztrata funkce proteinu PTEN vedly k rlznym
fenotyplim, nicméné u obou doslo ke snizeni zavislosti MCL bunék na preziti, dané signalizaci

z BCR, a zvyseni preziti MCL bunék pfi inhibici BCL2, inhibici glykolyzy a hypoxii.



