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Nazov diplomovej prace: Hodnotenie vplyvu chemokinu CXCL14 na rast AML
bunkovych linii v ko-kultivaciach so stromalnou HS-5 bunkovou liniou.

Akutna myeloidnd leukémia (AML) predstavuje heterogénne nddorové
ochorenie, pri ktorom sa v kostnej dreni a periférnej krvi hromadia nezrelé myeloidné
bunky (blasty), ¢o vedie k Gtlmu normélnej hematopoézy. Napriek pokroku v AML
lieCbe, zahfhajicom chemoterapiu, cielenu terapiu a alogénnu transplantaciu
hematopoetickych kmenovych buniek (allo-HSCT), dlhodobé prezivanie pacientov
zostava nizke a relaps po allo-HSCT predstavuje casty klinicky problém.
Mikroprostredie kostnej drene zohrava vyznamna ulohu v prezivani a proliferacii
leukemickych kmeniovych buniek (LSC), ako aj v rozvoji rezistencie voci liecbe.
Jednym z menej preskimanych faktorov tohto prostredia je chemokin CXCL14,

produkovany najma stromalnymi bunkami kostnej drene.

Cielom tejto prace bolo zistit, ¢i pritomnost chemokinu CXCL14 v ko-
kultivaciach stromalnej bunkovej linie HS-5 s AML bunkovymi liniami MOLM-13,
MV4-11 a THP-1 dokaze inhibovat’ rast leukemickych buniek.

Ziskané vysledky tejto diplomovej prace naznacuju, Ze ucinok chemokinu
CXCL14 na rast AML buniek méze zavisiet' od biologickych vlastnosti jednotlivych
bunkovych linii. V niektorych experimentoch sa pri pritomnosti CXCL14 pozoroval
len mierny efekt k inhibicii alebo stimulécii rastu AML buniek, pricom sme v tychto
experimentoch nepotvrdili signifikantne inhibi¢ny efekt. Tieto zistenia by bolo vhodné
overit’ pomocou dlhodobych klonalnych eseji a v modeloch blizsich fyziologickému

mikroprostrediu AML, napriklad s primarnymi mezenchymdlnymi kmenovymi



bunkami a LSC od AML pacientov. Vysledky zaroven poskytuju priestor pre d’alsi
vyskum a lepsie pochopenie ulohy CXCL14 v mikroprostredi AML.

Kracové slova: AML, CXCL14, ko-kultivacia, bunkova proliferacia
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Title of thesis: Assessment of the impact of chemokine CXCL14 on the growth of
AML cell lines in co-cultures with HS-5 stromal cell line.

Acute myeloid leukemia (AML) represents a heterogeneous tumour disease
characterized by the accumulation of immature myeloid cells (blasts) in the bone
marrow and peripheral blood, leading to suppression of normal hematopoiesis. Despite
advances in AML treatment, including chemotherapy, targeted therapy, and allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT), long-term survival of patients
remains low, and relapse after allo-HSCT is a common clinical problem. The bone
marrow microenvironment plays a significant role in the survival and proliferation of
leukemic stem cells (LSCs), as well as in the development of treatment resistance. One
of the less-studied factors in this environment is the chemokine CXCL14, primarily

produced by bone marrow stromal cells.

The aim of this work was to determine whether the presence of the chemokine
CXCL14 in co-cultures of the stromal cell line HS-5 with AML cell lines MOLM-13,
MV4-11, and THP-1 can inhibit the growth of leukemic cells.

The results obtained in this thesis suggest that the effect of the chemokine
CXCL14 on AML cell growth may depend on the biological properties of the
individual cell lines. In some experiments, only a mild effect on inhibition or
stimulation of AML cell growth was observed in the presence of CXCL14, and no
significant inhibitory effect was confirmed in these experiments. These findings
should be verified using long-term clonal assays and models closer to the physiological

microenvironment of AML, for example with primary mesenchymal stem cells and



LSCs from AML patients. The results also provide scope for further research and a

better understanding of the role of CXCL14 in the AML microenvironment.
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1. UVOD

Akutna myeloidna leukémia (AML) je heterogénne hematologické nadorové
ochorenie, ktoré vznikd z hematopoetickych kmenovych buniek (HSC),
multipotentnych progenitorovych buniek alebo skorych myeloidnych progenitorov.
Toto nddorové ochorenie je charakterizované akumuldciou nezrelych, blastickych
buniek myeloidného fenotypu (blastov) v krvi, kostnej dreni alebo inych tkanivéch.
Nekontrolovatel'nd proliferacia tychto buniek vedie k itlmu normadlnej krvotvorby.
Klinicky sa toto ochorenie prejavuje znizenym poctom krvnych buniek, zvySenym
rizikom na infekcie, krvacanim a rychlym zhorSenim zdravotného stavu pacienta

(Wachter & Pikman, 2024; Doéhner et al., 2015; Doéhner et al., 2022).

Liecba AML je naro¢na, pretoze ju ovplyviiuju genetické ¢i epigeneticke
zmeny a tiez interakcia leukemickych buniek s mikroprostredim kostnej drene, ktoré
pomaha leukemickym bunkdm k ich prezitiu, proliferdcii a rezistencii voci terapii.
Terapia AML Standardne pozostava z intenzivnej chemoterapie - kombinacia
cytarabinu (7 dni) aantracyklinu (3 dni), predovSetkym daunorubicinu
alebo idarubicinu - hovorovo oznacovana ako ,,7+3%, s cielom dosiahnutia remisie.
Nasledne dochadza ku konsolida¢nej terapii, ktord napoméha v prevencii relapsu ¢o
mdze zahfiiat’ d’al$iu terapiu alebo transplantaciu HSC. Z transplantécii je alogénna
transplantacia (allo-HSCT) jedna z najlepSich volieb pre pacientov s vysokym rizikom
relapsu alebo pri relapsujicom priebehu ochorenia, pricom cielom je nahradit
leukémiou postihnutd kostna drent zdravymi darcovskymi HSC (Kantarjian et al.,

2025; Shimony et al., 2025).

V poslednych rokoch sa ¢oraz viac pozornosti venuje prave mikroprostrediu
kostnej drene, ktoré ovplyviiuje preZivanie leukemickych buniek a samotnti uc¢innost’
terapie. Sucast'ou tohto mikroprostredia su aj cytokiny a chemokiny, ktoré reguluji
komunikaciu medzi leukemickymi a stroméalnymi bunkami. Jednym z menej
preskiimanych, no potencidlne vyznamnych chemokinov je CXCL14, ktory ma
vyznamnu Ulohu v regulacii mikroprostredia kostnej drene. CXCL14 m6Ze modulovat’
funkcie leukemickych buniek, vratane ich proliferacie a citlivosti na terapiu, a taktiez

vplyva na interakcie buniek v kostnej dreni. Tento chemokin tymto predstavuje



potencialny terapeuticky ciel, najmd v kontexte chronickej myeloidnej leukémie
(CML), ako naznacuju vysledky najnovsej stadie (Dolinska et al., 2023). Zatial' ¢o
ucinky CXCL14 boli doteraz detailnejSie skimané predovsetkym pri CML, jeho tloha

v mikroprostredi AML zostdva malo preskimana.

Vzhl'adom na jeho schopnost” modulovat’ interakcie medzi leukemickymi a
stromalnymi bunkami kostnej drene sme sa v tejto diplomovej praci rozhodli
preskiimat’ t¢inok CXCL14 v prostredi AML. Pomocou ko-kultivaénych exprimentov,
ktoré pozostavali zo stromalnej bunkovej linie HS-5 a AML bunkovych linii (MOLM-
13, MV4-11 a THP-1), sme sa snazili zistit, ¢i CXCL14 dokéaze ovplyvnit rast
leukemickych buniek.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Akitna myeloidna leukémia

AML predstavuje agresivne a rychlo rozvijajuce sa nadorové ochorenie vznikajtice
z HSC/progenitorovych buniek. Je charakterizovand nepretrZitym hromadenim a
mnozenim primitivnych HSC alebo progenitorovych buniek, nazyvanych aj ako blasty
(nezrelé myeloidné bunky) v kostnej dreni. Ich nekontrolované mnozenia viedlo k ich
nahromadeniu nie len v kostnej dreni, ale aj v periférnej krvi, priCom postupne moézu
infiltrovat’ aj iné orgdny. Tento proces narisa normdlnu hematopoézu, ¢o nésledne
vedie ku nedostatoCnej tvorbe Cervenych krviniek (erytrocytov), krvnych dosticiek
(trombocytov) €o sa klinicky prejavi ako zlyhanie kostnej drene. AML vykazuje
vysoku biologicku variabilitu, a preto sa jej priebeh a prognoza lisia v zavislosti od
kombinécie viacerych faktorov, vratane molekularnych a genetickych charakteristik,
veku a celkového zdravotného stavu pacienta (Vakiti et al., 2024; Trino et al., 2022;

Dohner et al., 2015; Short et al., 2018).

Kedze AML je uzko spitd s poruchami myeloidnej linie krvotvorby, klicovu
ulohu v jej patogenéze zohravaju HSC, ktoré su za fyziologickych podmienok
zodpovedné za reguldciu hematopoézy (Yamashita et al., 2020). Hematopoéza je
proces pri ktorom dochiddza ku tvorbe a neustalej obnove obrovského mnozstva
krvnych a kostnych drefiovych elementov, konkrétne erytrocytov, lymfocytov,

trombocytov, granulocytov a monocytov (Chapman & Zhang, 2023).

HSC predstavuju vychodiskovy bod krvotvorby. Maji schopnost’ bud’ sa samo-
obnovovat’ alebo sa diferencovat’ na multipotentné progenitorové bunky. Tie nasledne
stracajil schopnost’ seba-obnovy a nastdva séria deleni, ktoré¢ vedu k tvorbe zrelych
krvnych elementov. Multipotentné progenitorové bunky sa d’alej delia na spolo¢né
myeloidné progenitory a spolo¢né lymfoidné progenitory, ktoré tvoria zéklad pre

myeloidnu a lymfoidn liniu hematopoézy.

e Myeloidny progenitor vedie ku tvorbe erytrocytov, megakaryocytov, bazofilov,

neutrofilov, eozinofilov a monocytov.



e Lymfoidny progenitor zase produkuje prirodzené zabija¢ské bunky
a lymfocyty, vedtce ku tvorbe B a T lymfocytov (Obr. 1) (Chapman & Zhang,
2023; Cheng et al., 2020).

Osud HSC aich progenitorov, teda smer ich diferenciacie je do zna¢nej miery
urceny Specifickymi signalnymi faktormi, ako st erytropoetin, interleukin (IL) — napr.
IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, rozne faktory stimulujuce kolonie a mikroprostredie kostnej
drene (tzv. nika), v ktorej sa HSC nachadzaju a vyvijaju (Chapman & Zhang, 2023).
Nika je zodpovedna za reguldciu mnohych procesov, priCom jednym znich
predstavuje udrziavat’ a regulovat’ HSC (Morrison & Scadden 2014). Sucastou niky
su aj aj mezenchymalne kmenové bunky (MSC), ktoré produkuju chemokin CXCL12
(Su et al.,, 2021). Ten sa viaze na CXCR4 receptor, ¢o podporuje prezivanie HSC
a udrziava ich v kl'udovom stave, ¢im zabratiuje ich vy€erpaniu — pomaha im zotrvavat’
v nike a zarovenl umoziiuje dlhodobti hematopoézu (Agarwal et al., 2019; Nagasawa
T., 2015). Dalsie aspekty mikroprostredia kostnej drene budu detailnejsie opisané

v samostatnej kapitole.

Udrziavanie krvnej homeostazy si vyzaduje schopnost HSC dynamicky reagovat
na stresové podmienky. Dysregulacia tychto adaptacnych mechanizmov je jeden z
klucovych faktorov, ktory moze prispiet krozvoju myeloidnej leukémie.
Leukemogenéza, proces pri ktorom vznika leukémia, je zdihavy a viacstupiiovy
priebeh veduci k abnormalnej proliferacii krvnych buniek pochadzajucich z
transformovanych primitivnych HSC alebo naslednych progenitorovych buniek
(Yamashita et al., 2020). V pripade AML ide predovsetkym o myeloidné
progenitorové bunky, ktoré za fyziologickych podmienok dozrievaji na rozne typy
myeloidnych krviniek. Tie vS§ak mozu ziskat’ mutacie, ktoré mozu viest’ az k naruseniu
ich diferenciacie a k naslednému nekontrolovateI'nému rozmnozovaniu do nezrelych
leukemickych blastov (Fisher et al., 2019). Tieto blasty si zachovavaju niektoré
biologické vlastnosti kmeniovych buniek, aj schopnost’ samo-obnovy. Okrem toho,
LSC si prisvojuji vel'a mechanizmov prezitia typickych pre HSC, aby prezili aj cez
intenzivne cytotoxické a imunologické prekazky. Predpoklada sa, ze prave LSC su
cielovou bunkovou populaciou zodpovedajucou do zna¢nej miery za relaps ochorenia

po liecbe. Jej eliminacia znizuje pravdepodobnost’ relapsu. ktory je v najlepSom



pripade eliminovany (Yamashita et al., 2020; Long et al., 2022; Reinhardt &
Ochsenbein, 2025).

AML je medzi vSetkymi onkologickymi ochoreniami zriedkava, percentudlne
predstavuje 1 % vSetkych novych pripadov rakoviny u dospelych. Existencia AML je
prevalentnd u pacientov vysSieho veku (Wachter & Pikman, 2024). Pri diagndze
median veku predstavuje okolo 68 rokov a je odhadované 5-ro¢né celkové prezitie vo
vyske 32 % (u mladych pacientov je to az 50 % a u pacientov starSich ako 60 rokov je
to 10 %) (Shimony et al., 2025). Vo veku 60 rokov a starSich je vyskyt tohto ochorenia
priblizne 3 - 4 pripady na 100-tisic 0s6b za rok. Vyskyt AML u mladych dospelych vo
veku 15 az 30 rokov je niz8i v porovnani so starSimi dospelymi. Odhaduje sa na
priblizne 0,7 az 2,0 pripadov na 100-tisic 0osob za rok. Pediatrickd AML tvori priblizne
15 - 20 % vSetkych pripadov detskej leukémie, pricom vyskyt AML u deti je najvyssi
v doj¢enskom veku a v prvych rokoch zZivota (Wachter & Pikman, 2024). Median veku
u detskych pacientov s AML je priblizne 10,5 roka v rozsahu 0 - 10 rokov (Morais et
al., 2021). U dojciat je vyskyt AML priblizne 1,5 pripadu na 100-tisic 0séb za rok
(Wachter & Pikman, 2024). K rozvoju AML prispievajl rozne rizikové faktory medzi
ktor¢ zaradzujeme napr. myelodysplaziu/myelodysplasticky syndréom (MDS),
nebezpecénu chemicku expoziciu, predchadzajiicu chemo- popripade radia¢nti terapiu,

geneticku predispoziciu atd’. (Mayo clinic, 2024).

MDS predstavuju klondlne poruchy krvotvorby charakterizované zhorSenou
tvorbou krvnych buniek. Diagnostikované je to najCastejSie u starSich pacientov, s
medidnom veku 76 rokov a vys$§im vyskytom u muzov. Incidencia v USA dosahovala
v roku 2015 priblizne 4 pripady na 100 000 osdb. Prognoza ochorenia je nepriazniva,
s trojro¢nou mierou prezitia len 35 % a s vyznamnym rizikom transformécie do AML
(Gou et al., 2025). Pacienti s MDS maji menej nez 20 % blastov v kostnej dreni, zatial
¢o AML je definovana poctom blastov 20 % alebo viac. U niektorych pacientov mdze
c¢asom dojst’ k transformacii MDS do AML (tzv. sekundarna AML (sAML)), ¢o
predstavuje vyznamnu komplikéaciu v priebehu ochorenia. Ide o postupny proces, pri
ktorom sa v bunkach kostnej drene postupne menia a rozrastaji ¢iastoéne mutované
klony buniek (subklony), ktoré vznikaju z poévodnych HSC. Tieto zmeny sa postupne
vyvijaji a vedl k postupnému zhorSeniu ochorenia. Pacienti s MDS, u ktorych sa
ochorenie vyvinie do sAML, obycajne dosahuju nizsiu frekvenciu uplnej remisie
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(CR), kvoli zlozitejSiemu biologickému a klinickému profilu v porovnani s pacientmi,
u ktorych AML vznikla ako de novo (Menssen & Walter, 2020). SAML sa biologicky
a klinicky odkléana od de novo AML (Kuykendall et al., 2018). ZhorSeny biologicky a
klinicky profil predstavuju nepriaznivé cytogenetické zmeny a mutécie, ktoré sa
postupne hromadia z predchédzajicej poruchy (Capelli et al., 2022; Green et al.,
2025).

multipotentni hematopoeticka
kmenova burika
(hemocytoblast)

. +

lecny lymfoidni it
spolecny myeloidni progenitor G el & L on[1n| e

! ]
R ol $ : @ ®
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Obrazok 1: Hematopoéza a tvorba myeloidnej a lymfoidnej linie. Prevzaté a upravené

podla: Chennamadhavuni et al., 2023.

2.2 Diagnostika a prognoza u AML

U pacientov, s novo-diagnostikovanou AML, sa ochorenie méze na zaciatku
prejavit mnohymi réznymi sposobmi. Napriklad st to pripady, ktoré su objavené pri
rutinnom vysetreni krvi, zatial Co iné sa modzu prejavit symptomatickymi
komplikaciami ako je infekcia, krvacanie a podobne (Pelcovits & Niroula, 2020).

Medzi diagnostické procedury pre pacientov s AML zaradzujeme:

e Morfologia - hodnoti sa percento blastov v kostnej dreni alebo periférnej krvi,

diagn6za AML sa stanovuje pri naleze > 20% blastov (myeloblastov,
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monoblastov alebo megakaryoblastov). U $pecifickych cytogenetickych
podtypov moze dojst’ k vynimke, kde je diagndza potvrdena aj pri nizSom
pocte blastov.

e Imunofenotypizacia - umoznuje identifikdciu povrchovych a intracelularnych
antigénov leukemickych blastov pomocou markerov typickych pre jednotlivé
linie. Pri AML sa najcastejSie hodnotia markery pre prekurzory,
granulocytarne, monocytarne, megakaryocytarne a erytroidné markery.
Okrem potvrdenia AML je imunofenotypizacia dblezita aj na stanovanie
identifikacie AML so zmieSanym fenotypom.

e (ytogenetika a molekuldrna cytogenetika - predstavuju zakladné nastroje
genetického  testovania pri AML, ktoré umoznuji identifikaciu
chromozomalnych odchylok a genetickych mutacii spojenych s réznymi
podtypmi AML ochorenia. Tieto vySetrenia zostavaju povinnou sucast’ou
hodnoteni pri podozreni na AML, pricom ich vysledky su kltacové na
zaradenie pacientov do rizikovych kategdrii a tie usmernuju rozhodnutia
o liecbe.

e Molekularne genetické testovanie - zahffia metddy pouzivané na odhalenie
zmien v DNA a RNA a dalSich genetickych abnormalit spojenych s AML.
Diagnostické vySetrenie by malo zahfniat' skrining v najrozsirenejSich
mutaciach AML spojenych s nepriaznivou prognézou.

e Biobanka - predstavuje klI'i€ovy nastroj na uchovavanie biologickych vzoriek
pacientov s AML eSte pred zacatim liecby, ¢o umoznuje ich buduce
genetické, molekularne ainé korelacné analyzy, ako aj realizaciu
experimentalnych vyskumov.

e Dalsie diagnostické testy - zahffiaju zistenie demografickych tidajov, osobnej
arodinnej zdravotne] anamnézy, anamnézy krvacania a vyhodnotenie

vykonnostného stavu pacienta (Dohner et al., 2017).

Prognéza AML zavisi od kombinacie genetickych, klinickych a demografickych
premennych udajov. Je ovplyvnend kombindciou faktorov pred zaciatkom liecby

a faktorov po stanoveni diagnozy.
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Faktory pred zaCiatkom liecby zahfnaju genetické a cytogenetické
charakteristiky ochorenia, ktoré sa stanovuji pomocou konvencnej
cytogenetickej analyzy a skriningu kl'icovych génovych mutacii (napr.
NPM1, CEBPA, FLT3, RUNXI1, ASXLI1, TP53). Tieto nalezy tvoria zaklad
genetickej stratifikacie rizika podla odporu¢ani ELN 2022 (Europska
leukemické siet’) - priazniva, strednd a nepriazniva prognoéza (Obr. 2).
Dal§imi vyznamnymi faktormi su celkovy zdravotny stav, komorbidity,
pohlavie (u muzov je AML tretim najCastejSim ochorenim, u zien piatym),
fajcenie, expozicia  Skodlivindm, vstupna hodnota  leukocytov
a v neposlednom rade vek. Vyssi vek je v spojeni s horSimi vysledkami, a to
nielen kvoli nizsej tolerancii intenzivnej chemoterapie, ale aj pre Castejsi
vyskyt  nepriaznivych  genetickych zmien a  predchddzajicich
hematologickych ochoreni.

Faktory po stanoveni diagnozy zahiiiaji hodnotenie minimalnej rezidualnej
choroby (MRD), ktoré poskytuje informacie o hibke remisie a riziku relapsu.
Negativita MRD je spojend s lepSou progndzou, zatial’ ¢o jej pretrvavanie
alebo ndrast signalizuje vysSie riziko névratu ochorenia ¢o modze viest’ k

uprave naslednej terapie, vratane HSCT (Ddhner et al., 2017).
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ELN 2022: Rizikova klasifikacia AML

Rizikova skupina Genetické abnormality/Mutécie

Priaznivé riziko -1(8;21)(g22;922.1)/RUNXT::RUNX1T1
- inv(16)(p13.122) alebo t(16;16)(p13.1,22)/CBFB:MYHTI
- Mutovany NPM1 (bez mutécii FLT3-ITD alebo bez nepriaznivej cytogenetiky)
- In-frame bZIP mutacia CEBPA

Stredné riziko - Wild-type NPM1s FLT3-ITD (bez nepriaznivych ani priaznivych cytogenetik)
- Mutovany NPM1so sucasnou FLT3-ITD (bez nepriaznivych cytogenetik)
- 1(9;1M(p21.3;923.3)/MLLT3:KMT2A
- Cytogenetické abnormality nepatriace medzi priaznivé alebo nepriaznivé

Nepriaznivé

- t(6;9)(p23;q34.1)/DEK::NUP214
iziko (6:9)(p23;q34.)/

- t(v;Ng23.3)/KMT2A-rearranged (iné ako t(9;11))

- 1(9;22)(q34.1,g™.2)/BCR::ABL1

- inv(3)(q21.3q26.2) alebo t(3;3)(q21.3;926.2)/GATA2, MECOM (EVI1)
- 1(8,16) (p11.2;p13.3)/KATEA::CREBBP

-1(3926.2;v)/MECOM (EVI1)-rearranged

- -5 alebo del(5q); -7; —17/abn(17p)

- Komplexny karyotyp, monozomainy karyotyp

- Mutécie v génoch ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAGZ, U2AF1, ZRSR2,
TP53

Obrazok 2: ELN 2022 rizikova klasifikacia AML; prevzaté a upravené podla: Dohner
etal, 2022.

2.3 Zdravotna zdatnost’

Pacienti s AML sa na zaklade zdravotnej zdatnosti, ktord hodnoti schopnost’
pacienta tolerovat’ lieCbu, rozdeluji na vhodnych anevhodnych kandidatov pre
intenzivnu chemoterapiu (Obr. 3). Postidenie zdravotnej zdatnosti zahfiia hodnotenie
veku, vykonnostného stavu, komorbidit a funk¢nej kapacity (Chornenki & Mozessohn
2025). Existuju rozne modely vhodnosti, ktoré boli primarne navrhnuté tak aby
rozdelovali pacientov do dvoch hlavnych skupin ato ,.fit“ (vhodni) a,unfit*
(nevhodni) pre intenzivnu chemoterapiu, tzv. ,.krehki* pacienti. Tieto modely sluzia
predovsetkym na rozliSenie pacientov, u ktorych je pravdepodobné, Ze im intenzivna
chemoterapia prinesie vacsi uzitok nez riziko, od pacientov, u ktorych by bola tato

liecba skor skodliva (Palmieri et al., 2025).
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Unfit pacienti Casto trpia viacerymi chorobami, ktoré sa prejavuju zhorSenym
vykonnostnym stavom a nepriaznivym genetickym profilom. U tychto pacientov su
vhodnejsie neintenzivne terapie zahfnajice napriklad kombinacia hypomethyla¢nych
¢inidiel (HMA) s venetoklaxom (Palmieri et al., 2025; Venditti et al., 2025; Ferrara et
al., 2013). Naopak, fit pacienti maja dobry vykonnostny stav, minimalne alebo dobre
kontrolovateI'né komorbidity a zachovanu funkénu kapacitu. St vhodnejsi kandidati
na intenzivne terapie ako je napriklad indukcna terapia 7+3 (cytarabin po dobu 7 dni
a antracyklin po dobu 3 dni) (Metzeler et al., 2016). Osobitnu skupinu tvoria pacienti,
ktori st povazovani za fit, avSak nesu v sebe Specifickii mutaciu ako je napriklad
bialelicka mutacia CEBPA. Té4to mutécia sa vyskytuje priblizne u 10 % pacientov a je

spojend s priaznivou diagnézou (DiNardo & Cortes 2016; Alshemmari et al., 2021).
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, z 7 Nova diagnéza AML
Vhodny pre intenzivnu L
chemoterapiu Posudenie pacienta
- Vek

Nevhodny pre
intenzivnu terapiu

Standardna indukéna terapia

- Vykonnostny stav
a/alebo alogénna HSCT

- Funkény stav

Zvazit klinicki $todiu sRhuiy Zvazit klinickd Stidiu
, B V
Vhodny pre HMA Nevhodny pre HMA

Zvazte komorbidity, vykonnostny stav, Zvazte komorbidity, vykonnostny stav,

socio-ckonomické faktory/QoL problémy socio-ekonomicke faktory/QoL problémy
Kombinacia (preferované) Samostatny lick - Venetoklax + nizkodavkovy cytarabin

- Azacitidin/decitabin + venetoklax - Azaf:mc'im - Glasdegib + nizkodavkovy cytarabin

- Decitabin - Hydroxymog&ovina/BSC
Mutécia IDH1 - Klinicka tadia
Ivosidenib
CD33-pozitiv

- Gemtuzumab ozogamicin
FLT3 muticia
- Midostaurin
IDH1/2
- Ivosidenib/enasidenib

Diagnéza relapsujiicej alebo refraktérnej AML

Klinicka $tudia
Agresivna terapia pre Menej agresivna terapia
vhodnych pacientov
- Azacitidin Cielen4 terapia
- Decitabin
- Venetoklax

CD33-pozitiv FLT3 muticia IDH1/2 muticia
- Gemuzumab - Gilteritinib - Ivosidenib
ozogamicin - Azacidin/ - Enasidenib
Decitabin
+Sorafenib

Obrazok 3: Liecebny proces rozdelujuci pacientov, ktori nie su vhodnymi kandidatmi
na intenzivhu chemoterapiu pri (A) novo diagnostikovanej AML a (B)
relabovanej/refraktérnej AML. Pacienti oznaceni hviezdickou (v skupine ,, Nevhodny
pre HMA (hypometylacné latky)*) maju zIy vykonnostny stav a komorbidity, ktoré
wlucuju akukolvek chemoterapiu alebo toxicku latku. Upravené a prevzaté podla:

Griffiths et al., 2020.

2.4 Terapia AML

Liecba AML zahfiia kombinaciu chemoterapie, cielenych terapii a v niektorych

pripadoch aj HSCT. Vyber liecby je zavisly na niekolkych faktoroch, ako si vek

14



pacienta, jeho uroveil kondicie, ako aj pritomnost’ Specifickych genetickych mutécii

v leukemickych bunkach.

2.4.1 Induk¢na terapia

Za zékladnt induk¢nu terapiu, u mladych a fit pacientov, sa povazuje rezim 7+3,
kde dochédza ku kontinualnej infiizii cytarabinu 7 dni s pridanim antracyklinu, typicky
daunorubicinu alebo idarubicinu, poddvanych denne pocas prvych 3 dni. NajcastejSie
davkovanie tychto lie¢iv je 60 - 90 mg/m? pre daunorubicin, a 100 - 200 mg/m? pre
cytarabin. Tento reZim nesie riziko cytopénie (zniZeného poctu krvnych buniek) s
potencialne Zivot ohrozujicimi komplikéciami, ako su infekcie a krvacanie. Medzi
d’alSie neziaduce UCinky patri nevolnost, zvracanie, mukozitida (zépal sliznic),
vypadavanie vlasov a hnacka. Syndrom podobny chripke s vyrazkou a horuckou moze
suvisiet’ s cytarabinom, zatial’ ¢o daunorubicin moze viest’ k reakcidm na infiziu a

znizenej srdcovej funkcie (Diaz et al., 2024; Franco et al., 2024).

Ciel'om induk¢nej terapie je dosiahnut’ CR, pokial’ je mozné tak idedlne bez MRD
(Pelcovits & Niroula, 2020). MRD predstavuje vel'mi nizke mnozstvo leukemickych
buniek, ktoré zostavaju v tele pacienta aj po absolvovani liecby, aj ked’ z hladiska
mikroskopickych a klinickych vySetreni je ochorenie v CR (Moritz et al., 2024). Za
CR je povazovany stav, pri ktorom pacient dosiahne menej nez 5 % blastov v kostne;j
dreni spolu s obnovenim normalneho krvného obrazu a absenciou leukemickych
syndromov. Tento prah (<5 % blastov) je Standardnym kritériom pre hodnotenie

remisie po absolvovani indukénej terapie (Shih et al., 2023).

U star$ich a krehkych pacientov (unfit) boli moZnosti liecby historicky obmedzené
a Casto sa zameriavali na podporni starostlivost, kedze intenzivne rezimy
Standardnych chemoterapii (7+3) boli pre nich casto neprimerane toxicke.
V poslednych rokoch sa vSak rozsirili moznosti liecby, pricom kombinacia HMA a
venetoklaxu sa stala preferovanym Standardom starostlivosti v tejto skupine pacientov
(Diaz et al., 2024). Okrem toho existuju aj novsie lieCiva prvej linie, ktoré zohl'adnujt

genetické mutacie a rizikovy profil ochorenia (Obr. 4).

15



Initial Evaluation
Diagnosis Bone Marrow: Morphology, Immunophenotyping, molecular genetics, Cytogenetics
Clinical: Organ Function, Patient fitness and comorbidities, screen for extramedullary
and CNS involvement, assess for infection, organ infiltration, leukostasis, coagulopathy

Other

adverse

Favorable Intermediate
karyotype karyotype

743
Induction 743460 7434GO Vi CPX-351 743
midostaurin

Post Induction Assessments

Salvage and
-ELN Status
-Induction Response and MRD plan for
-Stem Cell Donor Availability HSCT

-Patient Fitness & Patient Preferences

CR/CRi

!

ELN ELN

Intermediate

Adverse

!

Post Remission Cytarabine
Consolidation
+GO or HSCT HSCT
midostaurin
(FLT3+)

Obrazok 4: Prehlad intenzivnej liecby AML v prvej linii. Prevzaté z: Stubbins et al.,
2022.

2.4.2 Post-remisna/konsolida¢na terapia

Po dosiahnuti remisie (<5 % blastov) (Shih et al., 2023) je konsolida¢na terapia
nevyhnutnd na dosiahnutie dlhodobého prezitia a potencialneho vylieCenia pacienta.
Konsolida¢na terapia ma za ciel’ znic¢it’ vSetky zvyskové leukemické bunky, ktoré sice
nemusia byt momentalne aktivne, ale mézu opét’ proliferovat’ a sposobit’ relaps

ochorenia (Li et al.,, 2014). Takmer polovica I'udi, ktori uspesne absolvuji
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konsolida¢nt1 lie€bu, dosiahne dlhodobu remisiu s moznostou ich Uiplného vyliecenia

(American Cancer Society, 2025).

Ako voditkom pri vybere vhodného konsolida¢ného rezimu sa vyuziva skore rizika
podla ELN (Obr. 2). Pacienti s priaznivym rizikom podl'a ELN podstupuju tri az Styri
cykly chemoterapie s cytarabinom v strednej az vysokej davke (Diaz et al., 2024).
Stredna davka cytarabinu predstavuje 1-1,5 g/m? kazdych 12 hodin (Hunault et al.,
2025), zatial' ¢o vysoka divka cytarabinu zase 2-3 g/m? kazdych 12 hodin. Tieto
davkovacie schémy boli preukazané ako efektivne v zlepSeni RFS (relapse-free
survival), pricom pri vysokodavkovej konsolida¢nej terapii cytarabinom dochadza ku
znizZeniu rizika relapsu priblizne o 33 %, a u pacientov s priaznivym rizikom az o 62
%. Tento prinos bol preukazany najmé u mladSich pacientov (do 60 rokov) s dobrou

prognoézou (Li et al., 2014).

2.4.3 Cielena terapia

Cielena terapia sa povazuje za moznost’ liecby po dosiahnuti remisie. Tento typ
terapie zahfna lieky, ktoré sa bud’ Specificky zameriavaju na genetické¢ zmeny (napr.
mutacie) alebo na povrchové antigény a signalne drahy, ktoré sa podiel’aju na raste

a preziti leukemickych buniek (Xiang et al., 2024).

1. Terapia zamerana na genetické/molekularne aberacie:

Ide o lieky, ktoré cielia na konkrétne mutacie alebo genetické zmeny v AML
bunkich. Medzi primarne mutované gény pri AML patria napr. FLT3 (FMS-like
tyrosinkinaza 3) vyskytujlca sa priblizne u 30 % pripadov AML (Kiyoi et al., 2020),
NPMI1 (nukleofosmin 1) pritomna asi v 35 % pripadov AML u dospelych a v 8-10 %
udeti amedzi dalSie patria napr. RUNX, CEBPA, TP53 alIDHI/2
(izocitratdehydrogenaza 1/2) (Makkar et al., 2023; Cerchione et al., 2021). Okrem
tychto najcastejSich mutécii st zndme aj d’alSie, ktoré su menej Casté ale mézu mat’
prognosticky alebo terapeuticky vyznam. V nasledujicej Casti sa budeme venovat

niektorym z najCastejSich mutacii v AML a moznostiach ich cielenej liecby.
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FLT3 mutécia patri medzi najCastejSie genetické zmeny pri AML. Tieto zmeny
vedu k trvalej aktivacii signalnych drah, ktoré podporuju proliferaciu a prezitie LSC,
avSak tieto mutacie su spojené s nepriaznivou progndzou a vysSim rizikom relapsu

(Kiyoi et al., 2020). Mutacie FLT3 mozno rozdelit’ do dvoch hlavnych typov:

e FLT3-ITD (FLT3-internd tandemova duplikacia) - najcastejSia forma,
vyskytuje sa u priblizne 25-30 % pripadov AML.

e FLT3-TKD (FLT3-bodova mutécia) - menej Castd, pritomna priblizne u 5-10
% pripadov AML (Jalte et al., 2023).

Na liecbu FLT3 mutéacii sa okrem Standardnej terapie 7+3 vyuZivaju aj FLT3

inhibitory, ktoré blokuju aktivitu FLT3 receptorov. Rozdel'ujeme ich na dve generacie:

e Prva generacia tychto inhibitorov nie je aZz tak selektivna, avSak stile sa
pouziva v klinickej praxi. Typickym prikladom je midostaurin, ktory je ucinny
pri muticiach FLT3-ITD aj FLT3-TKD. Daliim prikladom je sorafenib,
primarne uc¢inny u pacientov s mutaciou FLT3-ITD.

e Druhé generacia FLT3-inhibitorov zahfna selektivnejSie a Gi¢innejsie lie€iva,

ako napr. gilteritinib (Shimony et al., 2025).

NPMI1 mutécia patri taktiez medzi najCastejSie genetické zmeny pri AML. Tato
mutacia je spojend s jadrovou-cytoplazmatickou translokéciou proteinu NPM1, ¢im
meni jeho normalne funkcie. NPM1-mutovand AML sa liec¢i Standardnou intenzivnou
chemoterapiou. Pri nepriaznivych rizikovych faktoroch sa zvazuje allo-HSCT a v

relapsoch aj cielené lieky, ako je venetoklax s HMA (Ranieri et al., 2022).

IDH1/2 mutécie vedu k abnormalnej enzymatickej aktivite, ktora spdsobuje tvorbu
onkometabolitu 2-hydroxyglutaratu. Ten narGisa bunkovy metabolizmus a regulaciu,
blokuje diferenciaciu myeloidnych buniek a podporuje progresiu samotnej leukémie.
Na tieto muticie sa vyuZivaji inhibitory, ktoré inhibuja IDH1/2 mutantny enzym.
Rozlisujeme IDHI1 inhibitory ako ivosidenib, olutasidenib a inhibitory IDH2 ako
enasidenib (Shimony et al., 2023).
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2. Terapia zamerana na povrchové antigény a signalne drahy

Terapia zamerand na povrchové antigény a signalne drahy vyuZziva lie€iva, ktoré
nevyzaduju pritomnost’ Specifickej genetickej mutacie. Tie vSak cielene rozpoznavaju
a blokuju urcité proteiny na povrchu leukemickych buniek, popripade zasahuju do
mechanizmov riadiacich bunkovy rast, prezitie a odolnost’ voci liecbe. K prikladom

takychto terapii mozno zaradit’ napriklad:

CD33-pozitivne AML - upriblizne 90 % AML pacientov je na povrchu
leukemickych buniek exprimovany CD33 receptor. Tento receptor sa vyuZiva ako
terapeuticky ciel’ prostrednictvom monoklonalnej protilatky gemtuzumab ozogamicin,
ktora obsahuje cytotoxicku zlozku kalicheamicin. Po naviazani na receptor sa
kalicheamicin uvolni do bunky a indukuje dvojvlaknové zlomy DNA, a tym vedie

k apoptdze leukemickych buniek (Shimony et al., 2023).

Zvysena expresia BCL-2 (B-bunkovy lymfém) v AML - u AML buniek je ¢asto
pozorovana nadmerna expresia BCL-2. Ten zasahuje do signalizaénych mechanizmov
apoptozy tym, Ze brani jej spustenie a podporuje prezitie LSC. Cielom terapie je
inhibicia BCL-2 pomocou malych molekul, ako je venetoklax (Shimony et al., 2023).
Medzi dal$ie inhibitory BLC-2 zaradzujeme napr. obatoklax, navitoklax a d’alSie

(Ploumaki et al., 2023).

Menin inhibitory - tieto inhibitory sa zameriavaji na blokaciu génov, ktoré
podporuju vznik leukémie. Su G€¢inné najmi pri AML s mutdciami NPM1 a KMT2A
(lyzinmethyltransferaza 2A) (Huls et al., 2025). Tymto mechanizmom tieto inhibitory
potlaCaju expresiu leukemickych génov a pomdahaji, myeloidnym bunkdm znova
dozrievat. Medzi menin inhibitory zaradzujeme napr. revumenib, ziftomenib,

bleximenib (Dali et al., 2025).

Hedgehog signalna draha - tato draha je fyziologicky dolezita pre regulaciu, vyvoj
a udrzanie kmenovych buniek. U AML moéZe byt abnormalne aktivovand, o
podporuje prezitie a proliferaciu LSC. Na inhibiciu tejto signalnej drahy sa vyuziva
napr. glasdegib, schvéleny v kombinécii s nizkodavkovym cytarabinom pre pacientov

nevhodnych na intenzivnu chemoterapiu (Shallis et al., 2019; Bruzzese et al., 2023).
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Cielena terapia sa moZe vyuzivat’ ako udrziavacia lie¢ba po dosiahnuti remisie aj
ako prevencia relapsu ochorenia. Tento typ liecby sa vyuZiva aj u pacientov, ktorym
sa AML vratila alebo nereagovala na pociatocna liecbu, tzv. R/R AML
(relapsujuca/refraktérna AML) (Bhansali et al., 2023). Pacienti s R/R AML a
mutaciami FLT3 maji nepriaznivii progndézu s nizSou mierou remisie a kratSim
celkovym prezitim. Gilteritinib je u¢inny pri u R/R AML s mutdciami FLT3-ITD aj
FLT3-TKD (Wang et al., 2024) a sluzi ako mostik k allo-HSCT (Thol et al., 2024). Bol
preukazany synergicky/podporujici u¢inok medzi inhibitormi FLT3 a venetoklaxom.
Kombinacia venetoklaxu a gliteritinibu bola neddvno skiimana u pacientov s R/R
FLT3-mutovanou AML so sI'ubnymi vysledkami vratane vysokej miery remisie, avSak
boli pritomné vyrazné cytopénie (Moore et al., 2025). Pre vacSinu pacientov s R/R
AML zostava allo-HSCT jedinou potencionalnou lieCebnou stratégiou aj napriek
dostupnosti novych cielenych terapii, kedze dlhodobti remisiu bez allo-HSCT

dosiahne len méalo pacientov (Thol et al., 2024).

Terapeutické pristupy sa zameriavaji na znizenie leukemickej zataze (mnozstva
LSC v tele pacienta - najmé v krvi a kostnej dreni) pred transplanticiou. To casto
zahffia zachrannti chemoterapiu (terapia nasadend po neuspesnej pociatocnej lieCbe)
alebo cielené terapie, ako je gilteritinib, ktoré maji za ciel navodit’ remisiu alebo aspon
kontrolu ochorenia, ¢im sa pacient stdva vhodnym kandiddtom na allo-HSCT (Thol et

al., 2024).

2.4.4 Transplantacia kostnej drene

Prvym krokom po ukonceni konsolidacnej terapie je starostlivé monitorovanie
MRD s ciefom posudit’ hibku remisie a riziko relapsu. Na zaklade stavu MRD
a celkového rizikového profilu pacienta sa rozhoduje, ¢i pacient bude pokracovat’ v
udrZiavacej liecbe (napr. oralny azacitidin, midostaurin, sorafenib atd’.), podstipi na
HSCT alebo dostane inu cielent terapiu (Jentzsch et al., 2022; Jimenez-Chillon et al.,

2024). RozliSujeme dva typy transplantécii:
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e Alogénna transplantacia (allo-HSCT) - vyuziva darcovské kmenové bunky. Jej
vyhodou je efekt Stepu proti leukémii, nevyhodou je riziko reakcie Stepu proti
hostitel'ovi (GVHD), ¢o si vyzaduje imunosupresivnu liecbu.

e Autoldgna transplantéacia (auto-HSCT) - vyuziva pacientove vlastné kmenové
bunky, ¢im sa eliminuje riziko GVHD, avsak chyba imunitne sprostredkovana

kontrola leukémie a ma vys$iu mieru relapsov (Chen et al., 2023).

Pacienti, ktori maju vyssie rizikom relapsu st zvy€ajne o najskor po konsolidacii
odporucani na allo-HSCT, aby sa maximalizovala Sanca na vylieCenie. Naopak,
pacienti s priaznivym rizikom a negativnym MRD moézu pokraovat’ v konsolidacne;j
chemoterapii alebo podstupit’ auto-HSCT (Jimenez-Chillon et al., 2024). Pacientom,
ktori podstupili allo-HSCT, sa ¢asto objavuju vedlajSie u€inky, ako zvracanie, zmena
chuti do jedla, nevol'nost’ a emociondlny stres (Yuda et al., 2022). Allo-HSCT je
odporucand primarne pacientom, ktori maji diagnostikovani AML s nepriaznivym
genetickym profilom alebo vysokorizikovou cytogenetikou, ktori dosiahli prva CR
asu sposobili na intenzivnu liecbu (Socie et al.,, 2023). Medzi tieto
nepriaznivé mutécie patria napr. RUNX1 alebo ASCL1 (Makkar et al., 2023). Podl'a
klasifikacie ELN 2022 dosahuje trojrocna celkova miera prezitia po allo-HSCT
priblizne 65 % u pacientov s priaznivym rizikom, 61 % pri strednom riziku a 48 % pri

nepriaznivom riziku (Jimenez-Chillon et al., 2024).

2.5 Rizika rezistencie u AML

Rezistencia pri AML predstavuje neschopnost’ LSC reagovat’ na liecbu, ¢o vedie
ku pretrvavaniu alebo navratu ochorenia. LSC st chranené svojim mikroprostredim
(nikou), ktoré prostrednictvom rdoznych signalnych drah, genetickych mutacii a
podpory zo strany stromalnych buniek umoznuje leukémii vyhnat sa uUc¢inku
chemoterapie. RozliSujeme dva typy rezistencie. Primarna rezistencia znamena, ze
niektor¢ LSC maju uz od zacCiatku prirodzeny mechanizmy, vd’aka ktorym mézu
odolavat’ uc¢inkom chemoterapie. Sekundarna rezistencia (ziskand) vznikd az po
chemoterapii, ked’ sa leukemické bunky adaptuju na liecbu a prestanu na iiu reagovat’.
U vicsiny pacientov s AML sa v uréitom S§tadiu ochorenia rozvinie rezistencia.

Pociato¢nu remisiu sa dari dosiahnut’ priblizne u 60 - 80 % mladsich pacientov, avSak
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miera relapsov zostdva vysokd, pricom k relapsu dochadza priblizne u 50 - 70 %

pacientov, hlavne v désledku r6znych mechanizmov rezistencie (Niu et al., 2022).

Vzhl'adom na komplexnost’ AML rezistencie je dolezité blizsie popisat’ kl'icové
biologické procesy, ktoré ju podporuji. Medzi najvyznamnejsie patria interakcie LSC
s mikroprostredim kostnej drene, mechanizmy ako mitochondridlny transfer, ¢i
reguldcia génovej expresie prostrednictvom mikroRNA (miRNA). Tieto faktory
spolocne prispievaju k prezivaniu leukemickych buniek, uniku pred imunitnym

dohl'adom a k samotnému znizovaniu citlivosti na chemoterapiu.

Mikroprostredie kostnej drene zohrava kIacovl Ulohu v rozvoji liekovej
rezistencie pri AML. Tento ochranny priestor predstavuje imunosupresivne prostredie,
ktoré¢ vytvaraji imunitné a stromélne bunky, ako su regulacné T lymfocyty
a myeloidom odvodené supresorové bunky. Tieto bunky potlacaju proti-leukemické
ucinky cytotoxickych T lymfocytov a prirodzenych zabijacskych buniek, ¢im
umoziuju prezitie leukemickych buniek. Okrem toho, stromalne bunky kostnej drene,
vratane MSC, poskytuju LSC prilnavé miesta a metabolicki podporu, ktoré d’alej
prispievaju k prezitiu leukemickych buniek a rezistencii na lieCbu. Bunkové a
molekularne mechanizmy, ako napr. signdlna draha CXCL12-CXCR4 (podrobnejsie
opisana nizSie), spolo¢ne napomdahaji uniknutiu LSC pred imunitnou
odpoved’ou, znizuju Gcinnost’ terapie a vedu k rezistencii na lieCbu. Z tohto dévodu
predstavuje mikroprostredie kostnej drene ddlezity terapeuticky ciel’ pri snahach o

prekonévanie rezistencie na liecbu AML (Zhang et al., 2025).

LSC maji schopnost’ seba-obnovy a zotrvdvania v kl'udovom stave, o im
umoznuje odoldvat’ chemoterapii (Obr. 5). Chemoterapia totizto G¢inne nici rychlo
proliferujuce leukemické blasty a nie vzdy dokdze eradikovat prave tieto kl'udové
LSC (Niu et al., 2022). LSC na pokrytie svojich energetickych potrieb vyuzivaja
predovsetkym oxida¢nu fosforylaciu namiesto glykolyzy. Dochadza k metabolickej
adaptacii LSC tak, aby boli schopné prezit v podmienkach s nizkym obsahom kyslika
a zivin. Adipocyty kostnej drene im dodavaji mastné kyseliny, ¢im podporuju ich
prezitie a rezistenciu. Tieto metabolické procesy sa podielaji na odolnosti voci

viacerym druhom lieCby a aj na tie, ktor¢ cielia na Casté genetické zmeny, ako je napr.
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mutécia FLT3, a tym mo6Zu prispievat’ aj k rezistencii na iné terapeutické pristupy (Niu

et al., 2022; Stelmach & Trumpp, 2023; Reinhardt & Ochsenbein, 2025).
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Obrazok 5: Schéma tvorby LSC buniek, kde rozlisujeme MPP (multipotentné
progenitory), LMPP( lymfoidné aktivované MPP), (LMPP), CMP (bezné myeloidné
progenitory), CLP (bezné lymfoidné progenitory), GMP (granulocytovo-makrofagové
progenitory), MEP (megakaryocytovo-erytroidné progenitory). Prevzaté z: Long et al.,
2022.

Mitochondrialny transfer umoznuje leukemickym bunkam ziskavat® funkcéné
mitochondrie zo stromalnych buniek kostnej drene alebo z MSC. Mikroprostredie
kostnej drene ulahcuje rozvoj sekundéarnej rezistencie inhibiciou mitochondridlnej
oxidacnej fosforylacie, tym Ze podporuje priamy mitochondridlny transport cez
tunelové nanotrubice zo stromalnych buniek kostnej drene do buniek AML. Tento
transport je sprevadzany mitofagiou (selektivnou degradaciou posSkodenych
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mitochondrii) a mitochondridlnym Stiepenim. Tieto procesy napomahaju udrziavat’
funk¢nu mitochondridlnu siet’ a optimalizovat’ energeticky metabolizmus. Dolezité je,
ze tento proces prebicha v bunkach AML aj napriek mitochondridlnej supresii

vyvolanej liekmi (Saito et al., 2021).

Takisto aj miRNA sa podiela na rozvoji rezistencie pri AML. V rezistentnych
AML bunkach bola pozorovana dysreguldcia apoptézy (programovanej bunkovej
smrti) sprostredkovana miRNA. Z rodin stvisiacich s apoptdzou je najlepSie opisana
rodina proteinov BCL-2. Samotny protein BCL-2 sa povazuje za klucovy
antiapoptoticky faktor, pretoze zabranuje spustenie apoptdzy cez mitochondrialne pro-
apoptotické proteiny (Gabra & Salmena, 2017). Fyziologicky, v reakcii na stres alebo
poskodenie bunky, pro-apoptické proteiny (napr. BAX) vytvaraju poéry v
mitochondrialnej membrane, uvolfiuju cytochrom ¢ a dojde k aktivacii apoptdzy.
BCL-2 sa vSak na tieto proteiny viaze a brani tvorbe tychto porov, ¢o vedie ku blokacii
apoptozy (Vogler et al., 2025). V nadorovych bunkiach moze byt BCL-2 nadmerne
exprimovany, mutovany alebo dysregulovany patologickymi miRNA, ¢o prispieva
k ich prezivaniu aj po¢as chemoterapie. Ukazalo sa, Ze niektoré¢ miRNA (napr. miR-
181a) potlacaju translaciu BCL-2 a tym znizuju jeho antiapoptoticky ucinok, zatial’ ¢o
iné mechanizmy vedu k jeho nadmernej aktivite. Touto dysregulaciou apoptdzy, BCL-
2 umozituje leukemickym bunkam prezit’ aj v pritomnosti chemoterapeutickych lieciv,

ktoré normalne indukuji bunkovu smrt’ (Gabra & Salmena, 2017).

2.6 Kostna dren

Kostnd drenl predstavuje tkanivo multifunkéného charakteru (Reagan & Rosen,
2016), ktoré sa nachadza vo vnutri kosti. Je uplne obklopenad kostnym tkanivom,
pricom znej vycnievaju trabekuly - drobné kostné vybezky, ktoré prenikaju do
samotného parenchymu kostnej drene (Lucas, 2021). V kostnej dreni sa nachadzaji
Specializované krvné cievy, medzi ktoré zaradzujeme aj kapilary typu H, lokalizované
najma v oblastiach dlhych kosti. Tieto cievy tzko stvisia s prostredim kostnej drene a
plnia ddlezita ulohu pri podpore tvorby kosti (osteogenéze) aj pri hematopoéze.
Kapilary typu H vytvaraju tzv. vaskuladrnu niku, ktord obsahuje osteoprogenitorove

bunky (predchodcov kostnych buniek) a HSC, z ktorych vznikaju vSetky krvné bunky.
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Krvné cievy v kostnej dreni st dolezité pri transporte novovytvorenych krviniek.
Sucastou tejto vaskuldrnej siete su sinusoidy - Specifické kapilary cez ktoré zrelé
krvinky prechadzaju, aby sa mohli dostat’ z kostnej drene do cirkulujuceho krvného
obehu (Sivaraj & Adams, 2016). Kostna dreii obsahuje rdzne typy buniek — kmenove,
progenitorové a zrelé bunky viacerych linii. Medzi kmeiiové bunky zaradzujeme
okrem HSC aj MSC, ktoré predstavuji kmeniové bunky so schopnost’ou vytvarat’ kosti

a aj chrupavky (Reagan & Rosen, 2016).

2.6.1 Mikroprostredie kostnej drene

Mikroprostredie alebo ,,vyklenok kmenovych buniek™ (nika) kostnej drene
oznacuje jedine¢né mikroprostredie HSC regeneracnych buniek v kostnej dreni
(Sanchez-Lanzas et al., 2022). Tento vyklenok je definovany anatoémiou a funkciou —
mikroprostredie udrziavajuce a regulujice HSC (Morrison & Scadden, 2014).
Zvycajne su HSC v kl'udovom/neaktivnom stave ale po poraneni su schopné aktivacie
na proliferdciu a regeneraciu krvnych buniek. Klinicky sa HSC vyuzivaju pri
transplantacidch na regeneraciu krvi a imunitného systému pri ochoreniach ako je
leukémia (Kwon et al., 2024). Mikroprostredie obsahuje enormné mnoZzstvo
regulujucich komponentov, ktoré sidlia v réznych Castiach niky (Obr. 6). Anatomicky
dokézeme rozlisit' dve hlavné oblasti niky kostnej drene. Vaskularna nika (vratane
arteriol a sinusoidov, ktoré¢ sa zbiehaju v centralnej Zile) a endostedlna nika, ktord je
tesnejSie spojend s kost'ou. Tieto dve mikroprostredia s rozdielnymi funkciami su

kl'a¢ove pre regulaciu HSC v kostnej dreni (Sanchez-Lanzas et al., 2022).

e Endostedlna nika, nachddzajlica sa v blizkosti povrchu kosti, poskytuje
Specializované prostredie pre HSC, kde sa m6zu usadit’ a obnovit. V tejto nike
su HSC viac v dlhodobom kl'udovom stave, o ich chrani pred vyCerpanim
a moznym genetickym poskodenim. Okrem toho obsahuje osteoblasty, pricom
osteoblast je povazovany za najddlezitejSiu bunku v tejto nike a preto sa
oznacuje aj ako osteoblasticka nika. Obsteoblasty su dolezité, kvoli faktu, ze
svojou ¢innost'ou prispievaju k regulacii HSC (Kwon et al., 2024).

e Vaskularna nika je dynamickejSia, podporuje HSC dodédvanim Zivin

a signalnych molekul potrebnych pre ich proliferaciu ¢i diferenciaciu. V tejto
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nike st HSC viac aktivnejSie v porovnani s endostealnou nikou ale zaroven
zabezpecuje ich udrziavanie v kostnej dreni. Skladé sa z endotelovych buniek,
stromalnych buniek niky a vyznamne sa na jej funkcii podielaja aj MSC

(Sanchez-Lanzas et al., 2022).

MSC zahtfiiaju bunky schopné plastickej adhézie (prilnit’ na pevny povrch)
a expanzie (schopnost’ delenia a mnozenia sa po prilnuti) tkanivovej kultary. MSC
reguluju prestavbu kosti, si multipotentné a spdsobilé diferencidcie na iné typy buniek
(napr. osteoblasty, makrofagy alebo endotelové bunky) (Reagan & Rosen, 2016).
Medzi podtypy MSC patria NG2+ bunky, Nestin"#" bunky, Nestin'®” bunky, MYH11+
bunky, CAR (CXCLI2-abudantné¢ retikularne) bunky a LepR+ bunky
(perisinusoiddlne mezenchymalne stromalne bunky pozitivne na leptinovy receptor)
(Sanchez-Lanzas et al., 2022). Vsetky spomenuté bunky, vo vaskularnej Casti niky,
produkuju chemokin CXCL12 (taktiez oznacovany ako SDF-1- stromal cell-derived
factor 1) (Su et al., 2021), ktory poskytuje zasadnt ulohu pri regulacii HSC. CXCL12
podporuje prezitie a kl'udovy stav HSC, ¢im zabraiuje ich vyCerpaniu a umoziuje
dlhodobu hematopoézu. Avsak vaskularna nika zaroveii obsahuje aj d’alSie signalne
drahy (napr. angiopoetiny), ktoré dokazu HSC v pripade potreby rychlo aktivovat’ ¢im
umoznia ich proliferaciu a diferenciaciu. CXCL12 pdsobi ako chemoatraktant, ktory
generuje gradient pritahujuci HSC do ich Specializovaného prostredia v kostnej dreni
(Nagasawa, 2015). CXCL12 ma vlastny receptor oznacovany ako CXCR4. Po
naviazani CXCL12 na CXCR4, exprimovan¢ho na HSC, primarne dochadza ku
udrziavaniu HSC v kl'udovom stave, chraneniu HSC pred apoptdzou/oxidacnym
poskodenim ¢im sa podporuje funkénost’ hematopoetického systému a po oziareni
podporuje rychlu regeneraciu u oboch buniek (stromalne bunky niky a HSC) (Singh
et al., 2020). Okrem HSC doslo k dokdzaniu, Zze muticia FLT3-ITD u AML pacientov
sa spaja so zvySenou expresiou CXCR4. Taktiez tento CXCR4 receptor je pritomny
u LSC (Su et al., 2021), ktoré sa vd’aka osi CXCR4/CXCL12 udrZuju v nike kostnej
drene, ¢o napomaha k ich prezivaniu, podpory ich proliferdcie a rezistencie na

apoptozu. Tato os je podrobnejsie vysvetlena nizsie v diplomovej préci.
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Obrazok 6: Schéma mikroprostredia kostnej drene a jeho hlavnych regulacnych

zloziek, prevzaté z: Sanchez-Lanzas et al., 2022.

V pripade, ze dojde k naruSeniu seba-obnovy u HSC, vznikaju LSC (Greim et
al., 2014). Seba-obnova dokdze byt zni¢ena rdéznymi faktormi ako genomicka
nestabilita (ako napr. akumulacia poskodenej DNA), metabolicka dysregulacia
(zvySend produkcia reaktivnych foriem kyslika) ¢1 prozéapalové mikroprostredie
(vek/environmentalne stresory mozu podporovat’ prozapalovi niku kostnej drene, ¢im
znizuju podporné signaly potrebné pre samo-obnovu HSC) (Verovskaya et al., 2019).
LSC sa podobaji na progenitorové bunky ale ziskavaji abnormalnu schopnost’ seba-
obnovy a mechanizmy na vyhybanie sa normalnym procesom bunkovej smrti
(apoptdzy), ¢im spdsobuju vznik a udrziavanie leukémie (Greim et al., 2014). Totizto,
LSC obsahuju receptor CXCR4 (Su et al., 2021) a dochadza ku uz spominanému
chemokinovému gradientu, ktory je vytvarany CXCLI12 a tym dochadza ku ich
vzajomnému pritahovaniu. Ako nasledok tohto pritahovania, maligne bunky
exprimujuce CXCR4 sa usadia, a zostanii v ochrannych mikroprostrediach niky
kostnej drene. To im napomdha vyhnut sa odburavaniu a udrziavaju si blizkost
podpornych signalov niky. Tato vézba na malignych bunkidch (CXCL12/CXCR4)
aktivuje intracelularne drahy (ako napr. mTOR - mechanicky alebo cicav¢i ciel’
rapamycinu), ¢im dojde ku podpore prezitia buniek, proliferacie, chemotaxie (riadenu

migraciu buniek) a rezistencii voci apoptdze. NavysSe tato signalizacia podporujuca
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prezitie poméha LSC odoldvat’ bunkovej smrti vyvolanej chemoterapiou — rezistencia

na chemoterapiu (Scala, 2015; Su et al., 2021).

Interakcia CXCL12 s jeho receptorom reguluje navadzanie HSC do kostnej
drene a signalnu os CXCL12-CXCR4 vyuzivaju rozne typy rakovinovych buniek na
podporu rastu, angiogenézy a metastaz. AvSak zistilo sa, ze na CXCR4 sa dokaze
Specificky naviazat’ aj iny chemokin, konkrétne chemokin CXCL14. Na rozdiel od
CXCL12, specifické receptory pre CXCL14 este neboli identifikované, avSak vie sa s
vysokou afinitou viazat’ na chemokinovy receptor CXCR4. Této vdzba je dostatone
silna, aby CXCL14 mohol G¢inne konkurovat’ a vytesnit CXCL12, ligand CXCR4, z
receptora. Kedze CXCL14 blokuje vizbu CXCL12 na CXCR4, inhibuje CXCL12-
indukovani chemotaxiu buniek odvodenych =z Tudskej kostnej drene a
hematopoetickych progenitorovych buniek, ako aj migraciu v bunkach odvodenych z
leukémie. Sam o sebe CXCL14 nesptsta typické signalne drahy CXCR4 (ako je napr.
mobilizacia  vapnika). Namiesto toho moze poOsobit ako prirodzeny
inhibitor/antagonista funkcie CXCR4 blokovanim véizby CXCLI12 (Tanegashima et
al., 2013) alebo aj ako pozitivny alostericky modulator CXCR4 a posiliiovat’ i€¢inok
CXCLI12 (Collins et al., 2017; Kouzeli et al., 2020). Inhibicia CXCR4/CXCL12 vedie
k zniZzenej mobilizacii a migracii hematopoetickych kmenovych a progenitorovych
buniek, ako aj LSC, ktoré sa spolichaju na signaliziciu CXCL12-CXCR4 pre
navigaciu, prezitie a proliferaciu vo vyklenku kostnej drene. CXCL14 sa taktiez
podiela na udrziavani tkanivovych makrofagov, progresii rakoviny a metabolickej
regulacii. Je zaujimavé, ze CXCL14 je v malignych naddoroch downregulovany a
preukazalo sa, ze vykazuje aj tumor-supresorovu aktivitu (Tanegashima et al., 2013)
ale aj tumor-proliferujucu aktivitu. CXCL14 sa naviaze vysokou afinitou na CXCR4
a moduluje jeho konformaciu, ktord vyustuje vo zvySovanie u¢inku CXCL12. Ked’
dojde ku kombindcii koncentracie CXCL12 s CXCL14 dochadza ku zosilneniu
chemotaxie atym padom ddjde k zvySeniu migraénej odpovede v porovnani
s migracnou odpoved’ou samotnej CXCL12. CXCL14 taktiez indukuje zhlukovanie
CXCR4 na povrchu buniek, ¢im dokéZze prispiet’ ku zvySenej signalizécii a regulacii
receptorov. Tato synergia je medzi chemokinmi jedine¢na a naznacuje, ze CXCL14
stabilizuje Specifické konformacie CXCR4, ktoré podporuju vizbu a signalizaciu

CXCL12 (Collins et al., 2017; Kouzeli et al., 2020).
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V mikroprostredi kostnej drene sa vyskytuju aj cytokiny, v ktorej zohravaju

vyznamnu ulohu. Zaradzujeme sem hematopoetické cytokiny, ktoré prisne reguluji

produkciu, diferenciaciu ¢i prezivanie hematopoetickych buniek pre ich spravne

fungovanie. Medzi hematopoetické cytokiny zaradzujeme napriklad:

SCF (faktor kmenovych buniek) - viaze sa na receptor c-Kit na HSC a
podporuje prezitie, proliferaciu, diferencidciu HSC a progenitorovych buniek.
Produkuju ho stromélne bunky, MSC a osteoblasty.

G-CSF (faktor stimulujuci kolonie granulocytov) - podporuje diferencidciu
progenitorov do granulocytdrnej linie. Je schopny mobilizovat HSC
a progenitorové bunky do periférnej krvi. Produkuji ho endotelové bunky,
fibroblasty a makrofagy.

GM-CSF (faktor stimulujuci kolonie granulocytov a makrofagov) -
ovplyviiuje funkcie zrelych buniek, medzi ktoré patri mobilizécia leukocytov
a progenitorovych buniek smerom k granulocytom a makrofagom. Produkuju
ho T-bunky, makrofagy ¢i endotelové bunky (Metcalf, 2008).

IL-3 (interleukin 3) - produkuji ho T-lymfocyty. IL-3 stimuluje proliferaciu
multipotentnych progenitorov (Testa et al., 2004).

Rovnako dokézeme lokalizovat’ v mikroprostredi kostnej drene prozépalové

cytokiny, ktoré kratkodobo stimuluji HSC avsak pri chronickej aktivacii sa HSC

vycerpaju a cytokiny podporuju rast leukemickych buniek aktividciou imunitnej

odpovede. Existuji tu vSak aj protizdpalové cytokiny, ktoré chrania HSC pred

poskodenim a udrziavaju ich v kl'udovom stave. Zaradzujeme sem:

IL-1B, TNF-a (tumor nektorozujuci faktor alfa), ktoré si organizmom rézne
vyuzivané ale z hl'adiska imunity su tieto cytokiny produkované imunitnymi
bunkami a prispievaju  k zdpalovym procesom. Reguluju proliferaciu
a aktivaciu imunitnych buniek ¢o dokdze ovplyvnit mikroprostredie kostne;j
drene a homeostazu kosti (Bonaventura et al., 2018).

IL-10, ktory pracuje ako hlavny regulator pocas infekcii a zapalovych reakcii
tym, ze potlaCa makrofdgy a dendritické bunky, inhibuje sekréciu
prozapalovych cytokinov a podporuje prezitie HSC a teda periférnu toleranciu

prostrednictvom ¢inkov na T bunky (Carlini et al., 2023).
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e TGF-f (transformujuci rastovy faktor beta), ako protizapalovy cytokin riadi
rast, aktivaciu, proliferdciu a apoptéozu imunitnych buniek - napr. T-bunky
a udrziava HSC bunky v dlhodobom kl'udnom stave (Gu et al., 2024).

e [L-6 regulujuci imunitné a zapalové reakcie. Pdsobi na proliferaciu a
diferenciaciu T a B buniek a takisto zohrava ulohu vo vrodenej aj adaptivnej
imunite (Kamimura et al., 2003).

e [FN-y (interferon gama), je prozapalovy cytokin produkovany T-lymfocytmi.
Kratkodobo stimuluje proliferaciu HSC ale pri chronickej produkcii dojde
k vy€erpaniu HSC a naruSeniu hematopoézy (Morales-Mantilla et al., 2018).

Problém u tychto cytokinov predstavuje to, Ze AML naruSa ich normalnu
regulaciu v mikroprostredi kostnej drene, ¢o vedie k zvySenej sekrécii pro- aj
protizapalovych cytokinov a hematopoetickych rastovych faktorov. Vo v§eobecnosti
su, v porovnani so zdravymi hodnotami, cytokiny ako IL-1f, IL-3, IL-6, GM-CSF,
TNF-a a d’alSie u pacientov s AML nadregulované. Samotné blasty AML vylucuja
cytokiny ako IL-1PB, ktory podporuje leukemicku proliferaciu a prezitie indukciou
d’al$ej produkcie cytokinov a rastovych faktorov (napr. GM-CSF, IL-6, TNF-a). Tato
abnormalna cytokinova signalizdcia podporuje remodelaciu niky kostnej drene co
vedie ku rastu bunieck AML, ich samo-obnove, chemorezistencii a prezitiu. Naopak,
urcité cytokiny ako TGF-p je znizeny, ¢o by normalne inhibovalo rast AML (Luciano

et al., 2022).

Sucastou komplexnej siete cytokinov mikroprostredia kostnej drene je okrem
inych aj chemokin CXCL14, ktorému sa podrobnejSie venujem v nasledujicej

kapitole.

2.7 Chemokin CXCL14

CXCL14, tiez znamy ako BRAK (breast and kidney-expressed chemokine) je
relativne novy chemokin podielajici sa na biologickych funkciach (Chang et al.,
2023), vratane Gcasti na imunitnych a protizapalovych reakcidch, ktoré vSak nie su eSte
plne objasnené (Dolinska et al., 2023). V kostnej dreni sa nachddzaji uz spominané

LepR+ bunky, ktoré¢ st producentmi klI'iCovych faktorov pre udrzanie a funkciu HSC.
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Dochadza ku produkcii faktorov ako SCF a CXCL12, ktoré st kI'aicové pre udrzanie
HSC v nike, taktiez produkuja IL-7 (Gao et al., 2023). LepR+ bunky produkuju takisto
CXCL14 avsak priméarne je v kostnej dreni produkovany predovsetkym osteoblastami,

makrofagmi, fibroblastmi, adipocytmi ¢i epitelidlnymi bunkami (Xue et al., 2024).

V protizapalovych reakciach CXCL14 posobi ako imunomoduldtor, ktory
stimuluje migraciu nezrelych dendritickych buniek a regulaénych T buniek do miest
poskodenia tkaniva alebo zépalu. Pomaha podporovat’ diferenciaciu T buniek
indukovant IL-2. Takto podporuje imunitni toleranciu a tlmi nadmerny zapal.
CXCL14 stimuluje expresiu molekul, ktoré ulah¢ujii migraciu imunitnych buniek

(najma regulatornych T buniek) a remodelaciu tkaniva pocas zapalu (Lee et al., 2017).

CXCL14 predstavuje chemokin, u ktorého receptor nie je presne znamy. AvSak
je tam potencialna schopnost’ naviazania sa na receptor ACKR2 (Gowhari Shabgah et
al., 2022) a CXCR4 (Tanegashima et al., 2013; Collins et al., 2017; Kouzeli et al.,
2020). Hoci je ACKR2 znamy vychytdvanim zapalovych CC chemokinov (ako st
CCL2 atd’.), interakcia s CXCL14 (chemokin CXC) je trochu atypicka. Receptor je
primarne lokalizovany intracelularne, ale dokédze sa recyklovat’ na bunkovy povrch,
aby vychytéaval ligandy ako CXCL14, ¢im riadi dostupnost’ chemokinov v tkanivach.
Vizba CXCL14 na ACKR2 iniciuje signalnu drahu MAPK/ERK. Tato interakcia bola
potvrdena v bunkach rakoviny prsnika, kde zapojenie CXCL14-ACKR2 podporuje
epitelovo-mezenchymalny prechod proces suvisiaci s migraciou a metastdzami
rakovinovych buniek. Os CXCL14-ACKR?2 je zapojena do procesov, ako je modulacia
zapalu, progresia nadoru a podpora epitelovo-mezenchyméalneho prechodu (Gowhari
Shabgah et al., 2022). Ako uz bolo spominané tak CXCL14 vie interagovat' s CXCR4.
Bud’ sa vie s vysokou afinitou naviazat’ na chemokinovy receptor CXCR4, ¢im takto
dochadza ku inhibicii CXCL12-indukovanej chemotaxie buniek, ktoré s odvodené z
Iudskej kostnej drene a HSC, ako aj migraciu LSC (Tanegashima et al., 2013). Alebo
sa dokaze prejavit’ ako pozitivny alostericky modulator CXCR4 a posiliiovat’ u¢inok
CXCLI12, ¢o vyustuje vo zvySenu chemotaxiu (Collins et al., 2017; Kouzeli et al.,

2020).

Pri rakovine prsnika je CXCL14 exprimovany prevazne stromalnymi

fibroblastmi, a nie nadorovymi bunkami. Stromdlny CXCL14 podporuje progresiu
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nadoru indukciou epitelovo-mezenchyméalnym prechodom, invazie a metastaz
prostrednictvom signalnych drah. Vysoka hladina stromalneho CXCL14 koreluje so
slabym prezivanim u pacientiek s rakovinou prsnika (Sjoberg et al., 2016). CXCL14
odvodeny z fibroblastov podporuje rast nadoru, zatial ¢o CXCL14 odvodeny z epitelu

mdze mat’ ucinky na potla¢enie nadoru (Gowhari Shabgah et al., 2021).

V studii Dolinska et al., 2023 sa ukazalo, ze CXCL14 moze ovplyvnit
mikroprostredie kostnej drene. U LSC ma CXCL14 silny a mnohostranny potlacajuci
nadorovy proces, najmé v ochrannej nike kostnej drene. Selektivne potlaca leukemické
kmenové/progenitorové bunky bez ovplyvnenia normalnych HSC, ¢o naznacuje
cielenti tumor-supresivnu aktivitu. CXCL14 je primarne produkovany normalnymi
stromalnymi bunkami kostnej drene. U pacientov s leukémiou je expresia CXCL14 v
tychto stromalnych nika bunkach stratend alebo znizena. Obnovenie expresie CXCL14
v mikroprostredi kostnej drene potlaca prezitie LSC a podporuje ich diferencidciu, ¢im
znizuje schopnost’ samo-obnovy. Toto potlacenie je pritomné bez ohl'adu na to, ¢i st
CML LSC kultivované s normalnymi alebo leukemickymi mezenchymalnymi

kmeniovymi bunkami.

Okrem iného v stadii Dolinska et al., 2023 bolo preukazané, ze CXCL14
dokaze zvysit citlivost’ na liecivo. CXCL14 zvysuje citlivost CML LSC na inhibitory
tyrozinkinazy (TKI). Kombinovana liecba CXCL14 a TKI vedie ku d’alSej inhibicii,
najmi v ko-kulturach s leukemickymi MSC. V mys$ich modeloch, s transplantovanymi
CML bunkami odvodenymi od pacienta, lieCba pomocou CXCL14 dramaticky
potlacuje uchytenie leukemickych buniek. Zaujimavé je, Ze toto potlacenie zotrvava aj
v pripade, ked’ pacient vykazoval suboptimalne odpovede na TKI. Modulacia
klucovych signalnych drah v leukemickych kmenovych bunkach je vd’aka CXCL14

sprostredkovana:

1) Pomocou zvySenia signalizacie zapalovych cytokinov

2) Pomocou zniZenia signalizdcie mTOR a oxidac¢nej fosforylacie, ¢o vedie k
zhorSenej respiracnej funkcii mitochondrii. Tento fakt vedie ku naruseniu
energetického metabolizmu v LSC, ¢o s velkou pravdepodobnostou

vyvoléva nachylnost’ na apoptozu a zhorSené prezitie.
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Dochadza aj k zniZzovaniu expresie IL1RAP, markera Specifického pre LSC
CML, pomocou CXCL14, ¢o naznacuje moznu selektivnu elimindciu LSC (Dolinska

et al., 2023).

CXCL14 je povazovany za vel'mi sI'ubny kandidat pre terapiu CML vd’aka jeho
preukédzanym ucinkom na LSC. Vyskum publikovany Dolinskou et al. (2023) jasne
ukazal, ze CXCL14 je vyrazne znizeny v stromalnych bunkach kostnej drene u
pacientov s CML, a jeho obnovenie alebo exogénna aplikdcia ma potlacajuci i€inok
na prezitie a udrziavanie CML LSC. NavysSe potvrdené je, ze CXCLI14 zlepSuje
odpoved’ na Standardnu liecbu inhibitormi tyrozinkinazy (TKI), ako je imatinib, a to
selektivne na LSC, bez poskodzovania zdravych hematopoetickych buniek. Tieto
zistenia nds naviedli k preskiimaniu potenciondlneho ucinku CXCL14 v prostredi

AML, kde jeho tloha nebola doposial’ opisana.
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3. CIEL PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i pritomnost’ cytokinu CXCL14 v ko-
kultivaciach medzi HS-5 stromélnou bunkovou liniou s AML bunkovymi liniami
(MOLM-13, MV4-11 a THP-1) dokéze signifikantne inhibovat’ rast leukemickych

buniek.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Material a chemikalie

BD Trucount™ Absolute Counting Tubes, BD Becton Dickinson and
Company BD Biosciences, (Prague, Czechia)

CXCL14, R&D Systems, Bio-Techne, (Prague, Czechia)

Dulbecco‘s Modified Eagle's Medium, DMEM high glucose médium, Merck
KGaA, (Darmstadt, Germany)

Etanol, Penta Chemicals (Prague, Czechia)

Fetéalne hovédzie sérum, FBS, Merck KGaA (Darmstadt, Germany)

F. blocker, Baria (Prague, Czechia)

Fosfatovy pufrovy roztok, PBS, Merck KGaA (Darmstadt, Germany)
Hydrokortizon, Merck KGaA, (Darmstadt, Germany)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, IMDM médium, Applied
Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, (MA USA)

Penicillin streptomycin (P/S), Merck KGaA, (Darmstadt, Germany)
Propidium jodid (PI), Merck KGaA (Darmstadt, Germany)

Protilatka CD45, EXBIO (Prague, Czechia)

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium, RPMI 1640 médium,
(Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, (MA USA)

StemSpan SFEM [ médium, STEMCELL TECHNOLOGIES, Scintila
(Prague, Czechia)

Trypanova modra, Merck KGaA, (Darmstadt, Germany)

0,05% Trypsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), Merck KGaA,
(Darmstadt, Germany)

4.2 Pristroje

Laminarny box, Jouan (Saint-Herblain, Francuzsko)
Centifuga Hettich Universal 22R (A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,

Nemecko)
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e SONY Spektralny analyzator, SA3800 (SONY biotechnology, San Jose, CA,
USA)

e Vodna lazen (Polyscience, USA)

e Vortex v-1 plus (Biosan SIA, Litva)

e Microscope, Optika® (Ponteranica, Taliansko)

e Bunkovy inkubator, CERTOMAT CS-18 (Sartorius stedim, Biotech,

Nemecko)

4.3 Pouzity biologicky material

V tejto diplomovej préci boli pouzité¢ 4 bunkové linie. Prvou bunkovou liniou je
adherentna stromalna bunkova linia, konkrétne oznaCovana ako HS-5, ktora bola
izolovana od 30 ro¢ného pacienta muzského pohlavia. Z morfologickej stranky sa
jedna o fibroblasty, ktoré boli transformované amfotropnym retrovirusovym vektorom
LXSNI16E6E7 v pritomnosti polybrénu. Tato bunkova linia bola zakipend od ATCC
(Masassas, Virginia, USA).

Dalsie tri suspenzné AML bunkové linie - MOLM-13, MV4-11 a THP-1 boli
ziskané od DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH

(Leibniz Institute, Nemecko).

e MOLM-13 bunky boli ziskané z periférnej krvi pacienta s diagnostikovanou
AML, nestce heterozygotnii FLT3-ITD mutaciu (spolu s FLT3-wt), ako aj
MLL-AF9 fuzny gén.

e MV4-11 bunky boli ziskané z periférnej krvi pacienta s diagnostikovanou
AML, ktoré nestt homozygotnu FLT3-ITD bez pritomnosti FLT3-wt a taktiez
MLL-AF4 fuzny gén.

e THP-1 bunky boli ziskané¢ =z periférnej krvi jednorocného pacienta
s diagnostikovanou AML. St FLT3-wt (negativne pre FLT3 mutécie) a

zaroven nesut MLL-AF9 translokéaciu.
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4.4 Metodika

4.4.1 Kaultivacia bunkovej linie HS-5

V experimentélnej Casti diplomovej prace sa pouzivala bunkova linia HS-5,
ktora sa kultivovala v DMEM médiu (Dulbecco‘s Modified Eagle's Medium)
s pridavkom 10% FBS (fetadlne hovidzie sérum) v 37 °C s 5% CO; bez pritomnosti
antibiotik. Nevyhnutnostou pri kultivacii bolo sterilné prostredie, ktoré bolo
dosiahnuté pomocou laminarneho boxu, s pouzitim plasta a laboratornych rukavic.
Rukavice a materidl, ktori sa do laboratorneho boxu vlozil bol vzdy dezinfikovani 70%
EtOH. Samotny laminarny box bol pred pouzitim vzdy vysvieteny UV ziarenim
azaroven sa PBS (fosfatovy pufrovy roztok); 0,05%  trypsin-EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid) a médium zahrialo v prehriatej vodnej 1azni na 37
°C. Pred procesom pasazovania bola konfluencia bunkovej linie skontrolovana
mikroskopicky, ¢i bolo dosiahnuté ziadané rozmedzie 80 - 90% na dne kultivacne;j
flasticky. Najprv sa pri sterilnych podmienkach odsalo médium a nasledne bolo
pridanych 5 ml PBS, vd’aka ktorému sa bunky premyli a boli odstrdnené pripadné
necistoty. PBS bolo odsaté a do kultivacnej fl'asticky bol pridany 1,0 ml trypsinu
s ktorym bola kultivaéna flasticka premiestnena do inkubatora po dobu 4 min
k oddeleniu buniek z dna nadoby. Po danom c¢ase boli bunky mikroskopicky
skontrolované ¢i su dostatocne oddelené od dna nadoby a nasledne bolo v laminarnom
boxe pridanych 5 ml média s 10% FBS ako trypsin deaktivujtca latka, ¢im doslo k
deaktivacii trypsinu a potom sa bunky resuspendovali. Nasledne sme si pomocou
mikroskopu spocitali celkové mnozstvo buniek a odobrali pozadované mnozstvo
(v pomere 1:3), ktoré bolo pridané do kultivacnej fTasticky s uz dopredu pripravenym
mnozstvom média. Kultivacna fl'aSticka bola opét’ umiestnena do inkubatora do doby
potrebnej na d’alSie prepasazovanie alebo na experiment. PasaZzovanie sa opakovalo
kazdé 3, resp. 4 dni podl'a konfluencie rastu buniek. Bunky pouzité v experimentoch

boli v pasazach od 7 do 19.
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4.4.2 Kultivacia AML bunkovych linii

Dalgia bunkova linia pouZita v tejto diplomovej praci bola MOLM-13, ktora sa
kultivovala v. RPMI-1640 médiu s pridavkom 10% FBS, MV4-11 bunkova linia
kultivovana v IMDM meédiu taktieZ s pridavkom 10% FBS a v neposlednom rade
bunkové linia THP-1 kultivovana v RPMI-1640 médiu s pridavkom 10% FBS v 37
°C s 5% COz bez pritomnosti antibiotik. TaktieZ pre pracu s tymito bunkovymi liniami
bolo nevyhnutné sterilné prostredie dosiahnuté pomocou lamindrneho boxu
a predhriatych médii vo vodnej l4zni na 37 °C. VSsetky potrebné materialy pouZzivané
pri kultivacii, boli pred pouzitim nastrieckané 70% EtOH aby sa prediSlo moZnej
kontaminacii. Pred procesom pasazovania boli bunkové linie skontrolované
mikroskopicky. Pasazovanie kazdej bunkovej linie zac¢alo odobratim celého obsahu
v jednotlivych kultivacnych komdrkach do samostatnych 15 ml skumaviek, ktoré boli
vlozené do centriftigy a stocené pri 150 g po dobu 5 min u THP-1 a 300 g po dobu 5
minu MOLM-13 a MV4-11. U vsetkych bol nasledne odsaty supernatant a peleta bola
resuspendovana  v2 ml predhriatych prislusnych médii. Dalsi  krok
predstavoval pocitanie buniek v Biirkerovej komorke pomocou azofarbiva trypanova
modra. MnozZstva pre pasaz pre jednotlivé bunky sa odliSuju. Ak sa jedna o MOLM-
13 bunkovu liniu, 500-tisic buniek/ml je optimum. U MV4-11 a THP-1 je to zase 250-
tisic buniek/ml. Nasledne bunky boli premiestnené do samotnych kultivacnych
flasti¢iek s pripravenym mnozstvom prislusného média a kultivaéné flasticky boli
premiestnené do inkubatora na dobu potrebntl pre nasledujiucu pasaz alebo experiment.
Pasazovanie sa opakovalo kazdé 2, resp. 3 dni podl'a density buniek. Bunky pouzité

v experimentoch boli v pasaZach od 6 do 18.

4.4.3 Ko-kultivacia a stimulacia CXCL14

Jedna sa o techniku, ktord méze byt z réznych typov buniek ale aj tkaniv,
organov v nechorobnom alebo chorobnom stave. V tejto diplomovej praci sa tento
proces pouziva na kultivaciu 2 typov buniek in vitro aby boli umoznené ich ¢i uz

synergické alebo antagonistické interakcie v zdiel'anom tekutom médiu.

V naSich ko-kultivaénych experimentoch, sme cytokin CXCL14 pridali do

kultiva¢ného média experimentalnych skupin, aby sme sledovali jeho vplyv na bunky
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v ko-kultivaénych podmienkach. Kontrolné skupiny boli kultivované bez pridania
cytokinu. Odpoved’ buniek na stimulaciu cytokinom CXCL14 bola nasledne sledovana

a vyhodnotena.

Na =zacCiatku optimalizacie ko-kultiva¢éného experimentu sme nemali k
dispozicii spolahlivé udaje o optimalnom pocte stromalnych HS-5 buniek potrebnych
na zabezpecCenie vhodnej bazdlnej vrstvy pre ndsledné nasadenie leukemickych
buniek. Preto sme sa rozhodli systematicky zaznamenavat' rast HS-5 buniek
v zavislosti od ich pociatocného poctu. Cielom bolo dosiahnut' konfluenciu
v rozmedzi 80 - 90% bazalnej vrstvy, €o je povazované za vhodné na zabezpecenie
stabilnej interakcie medzi dvoma bunkovymi liniami. Nevyhnutné je to z hl'adiska
tvorby relativneho mnozZstva signdlnych drah nie len medzi samotnymi HS-5 bunkami,
ako napriklad pre komunikacné a metabolické ucely, ale aj na zabezpecenie
optimalnych podmienok metabolickych interakcii medzi HS-5 anasledne
aplikovanymi AML bunkami. Na zdklade odpozorovaného rastu po 24 a 48 hod
kultivacie (Tabulka 1 a 2), kde po 48 hod boli leukemické bunky nasadzované na
stromalne bunky a zacal sa ko-kultiva¢ny proces, bolo ustdené, Ze pocet 70-tisic HS-
S/jamka je dostatocny na vytvorenie bazalnej vrstvy s pozadovanou konfluenciou
(Tabul’ka 1). Nasledne bol tento pocet pouzity ako Standardna hodnota pre d’alSie ko-

kultiva¢né experimenty.
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Tabulka 1: Prehlad rastu stromalnych HS-5 buniek po 24 a 48 hodindch kultivacie. Mikroskopické rozlisenie fotografii je 1x107.

24 hodin 48 hodin 24 hodin 48 hodin

40-tisic 40-tisic 60-tisic 60-tisic
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Tabulka 2: Prehlad rastu stromalnych HS-5 buniek po 24 a 48 hodindch kultivacie. Mikroskopické rozlisenie fotografii je 1x107.

24 hodin

48 hodin

24 hodin

48 hodin

80-tisic

80-tisic

100-tisic

100-tisic

90-tisic

90-tisic

110-tisic

110-tisic
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Proces ko-kultivacie v naSom experimente predstavoval 6 dni. Na experimenty
sme vyuzili HS-5 stromalnu adherentni bunkovu liniu v ko-kultivacii s tromi typmi
suspenznych leukemickych bunkovych linii — MOLM-13, MV4-11, THP-1. Schéma
experimentu predstavovala ko-kultivacie na 24-jamkové platé do tzv. triplikatov (Obr.

7).

Zaklad v podobe adherentnych buniek HS-5 bol v kazdom plate rovnaky, 70-
tisic buniek/jamka, ale kazdé plato obsahovalo len jeden typ leukemickej linie, 10-tisic
buniek/jamka. Tri jamky predstavovali kontrolni skupinu buniek, obsahujuce HS-5
adanu leukemicku liniu, a d’alSie tri jamky predstavovali tie isté skupiny buniek
s pridanym cytokinom CXCL14 o koncentracii 10 ng/ml. Zvy$né jamky boli doplnené
PBS v rovnakom mnozstve v akom sa nachadzali bunky v médiu kvoli rovnomernému

odparovaniu tekutin v inkubatore.

OOO®
HO0®
®00®

OOO®
HOOE

— HS-5, AML bunky, StemSpan SFEM,
hydrokortizén, 1% P/S
- HS-5, AML bunky, StemSpan SFEM,
hydrokortizén, 1% P/S, CXCL14

Obrazok 7: Schema 24-jamkového plata s vyznacenymi triplikatmi kontrolnej skupiny
(CTRL) a CXCLI14-stimulovanej skupiny (CXCLI14). Ostatné jamky boli naplnené

PBS. Zlozenie kultivacnych médii pre jednotlivé skupiny je uvedené pod schémou.

V prvy den sa do jamiek naniesli adherentné HS-5 bunky v mnozstve 70-tisic

buniek/jamka v pritomnosti 1 ml DMEM média, ktoré boli kultivované pri teplote 37
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°C a 5% COas. Nasledujtci den doslo k vymene DMEM média z niekol’kych hl'adisk.
Ako prvé bolo potrebné médium vymenit’ kvoli odstraneniu zvySkov mitvych buniek,
ktoré sa nezachytili na dne nadoby alebo doslo k ich usmrteniu pocas nasadzovania na
plato. Ako d’alsi dovod vymeny bolo doplnenie zivin, ktoré bunky vyzadovali pre

d’al$iu reprodukciu.

Po 48 hodinéch, od nasadenia HS-5 buniek na plato, je médium DMEM opatrne
odstranené tak, aby nedoSlo ku naruseniu adherentnej vrsty buniek, popripade ich
odsatiu. Nasledne bolo médium nahradené 500 pl StemSpan SFEM I médiom
obohatenym o hydrokortizon, pre podporu rastu a diferencidciu buniek, 1% P/S
a prislusnu liniu AML buniek. Vymena média DMEM za StemSpan SFEM I prebieha
vo vSetkych kontrolnych jamkach ako aj v jamkach oznacenych na aplikaciu cytokinu
CXCL14. Kazda AML bunkova linia bola kultivovana s HS-5 bunkami na vlastnej
dosticke. Dand leukemicka bunkova linia bola aplikovana o densite 10-tisic
buniek/jamka. V jamkach uréenych na stimulaciu cytokinom CXCL14 sa pridaval
onieco mensi objem StemSpan SFEM [ média, aby po naslednom doplneni
pozadovaného mnoZzstva cytokinu dosiahol rovnaky kone¢ny objem vo vsetkych
jamkach. V neposlednom rade sa pridaval cytokin do triplikatov ur¢enych na CXCL14
stimulaciu. Od momentu pridania vSetkych potrebnych komponentov experimentu sa

zacal samotny ko-kultivacny proces (Obr. 8).
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Obrazok 8: Schéma dizajnu ko-kultivacneho experimentu. HS-5 bunky boli po 48
hodinach kultivacie pouzité na samostatné ko-kultivacie s AML bunkami - MOLM-13,
MV4-11 alebo THP-1 (kazda linia osobitne). Experiment prebichal so stimuldciou
CXCL14 alebo bez nej (CTRL). Ko-kultivacia prebiehala 4 dni, po ktorych nasledovala

analyza buniek.

Inkubacia ko-kultivaénych experimentov prebichala d’alSie 4 dni v inkubatore pri
teplote 37 °C a 5% CO.. Avsak po 48 hodinach od vymeny DMEM za StemSpan
SFEM I médium, bolo do kazdej jamky pridanych d’alSich 500 pl StemSpan SFEM I
média spolu s 1% P/S a hydrokortizén. Dodanie tohto mnozstva média zabezpecovalo
dostatocny prisun zivin a podporu pre udrzanie zivotaschopnosti buniek pocas
zostavajucich 48 hodin inkubécie. V jamkach urenych na stimulaciu cytokinom
CXCL14 bolo v tomto kroku opétovne pridané aj zodpovedajuce mnozstvo cytokinu,

aby sa zabezpecila jeho ucinnost’ pocas celej doby kultivacie.

Po sérii experimentov s konzistentnym poctom nasadenia HS-5 buniek sme sa
rozhodli vykonat' tzv. pilotny experiment s cielom preskimat vplyv hustoty
stromalnych buniek na ucinnost’ cytokinu CXCL14. Tento experiment je takisto
fotograficky zaznamenany z hladiska rastu HS-5 vo vysledkovej casti diplomovej

prace (Tabulka 3).
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4.4.4 Priprava a analyza na spektralnom analyzatore SA3800

Spektralny bunkovy analyzator SA3800 predstavuje pristroj, vd’aka ktorému je
moznost’ detekovat’ aj vel'mi slaby signal foténov pri réznych vinovych dizkach (488-
800 nanometrov). V naSom experimente sme vyuzivali beads-y, ktoré na detekciu
vyzaduju systém obsahujtici 488 nm modry laser, o tento analyzator spliiuje. Pre tento
vyskum bolo nutné detekovanie absolutneho poctu pozitivnych buniek na ktorych
povrchu bola protilatka CD45 naviazand a ktora takisto fluoreskuje pri hodnote 488
nm. V experimente taktieZ pouzivame PI, ktory sa vyuziva na vyhodnotenie
zivotaschopnosti buniek a vd’aka nemu je analyzator schopny rozlisit’ bunky v procese

apoptozy alebo nekrozy pri hodnote 488 nm.

V dent merania sa obsahy jamiek prenesu do predom pripravenych FACS
skimaviek a nasledne su jamky premyté 500 ul PBS. Ked'Ze zaklad tvoria adherenté
HS-5 bunky, je nevyhnutné pouzit’ 300 pl 0,05% trypsin-EDTA, aby doslo k oddeleniu
buniek z dna jamky, kde proces trypsinizacie prebieha v inkubatore pri teplote po dobu
4 min. Po case potrebnom k oddeleniu buniek od jamky, je do jamiek pridané
nevyhnutné mnozstvo 20% FBS, trypsin-inaktivujuca latka, a prislusné obsahy jamiek
su premiestnené do FACS skimaviek. Jamky st nasledne resuspendované roztokom
500 nu1 PBS/10% FBS, ktory je tieZ zbierany do tych istych FACS skiimaviek. Po tomto
kroku je nevyhnutné skontrolovat’ pod mikroskopom ¢i naozaj doslo k premiestneniu
vSetkych buniek z dna kultiva¢nej jamky do FACS skiimaviek. Ak tomu tak nie je,
znova sa pouzije 500 pul PBS/10% FBS na resuspendéciu jamky a opit’ sa to premiestni
do pridelenych FACS skimaviek. Dal§im krokom postupu je proces centrifugacie
jednotlivych FACS sktimaviek aby doSlo k usadeniu buniek na dne skimavky
a supernatant, ktory obsahuje neziadice elementy ako st napr. mftve bunky, je odsaty.
Aby doslo k spravnej centrifugécii tak sa podla typu AML bunkovej linie zvolia
vhodné otacky a ¢as stacania (300 g/5 min pre MOLM-13, MV4-11 a 150 g/5 min pre
THP-1). Téato casova hodnota zvolena pri centrifugacii bola zvolena kvoli faktu, ze 5
min pomdha minimalizovat Smykové napidtie na bunkach, ¢im sa zniZuje
potenciondlne poskodenie, ktoré by mohlo nastat’ pri dlhSich ¢asovych intervaloch.
Toto trvanie je Specifikované z doévodu zabezpecenia konzistentnosti medzi
experimentami. Dané hodnoty stocenia pri centrifugécii boli zvolené aby doslo ku

rovnovahe medzi G¢innou bunkovou peletizdciou a zachovanim integrity. Nasledne
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bol supernatant vyliaty do odpadovej fl'ase. Po centrifugécii doslo k usadeniu buniek
na dne FACS skumavky, ktoré boli resuspendované pomocou roztoku Fc-bloker-u. Bol
vytvoreny zmieSanim Fc-blocker-u o riedeni 1/10 a PBS/10% FBS. Tato zmes bola
umiestnend v chladnicke po dobu 10 min, ¢o predstavovalo dobu potrebnu na to, aby
Fc blocker zablokoval Fc receptory vdaka ktorym méze dojst” ku neSpecifickému
zafarbeniu buniek. Ak by k zablokovaniu nedoslo, mohlo ddjst’ ku komplikacii ako je
faloSné pozitivny/negativny vysledok. Nasledne bola pridana CD45 o riedeni 1/50 a
PBS/10% FBS, a opétovne boli skimavky uskladnené po dobu 15 min v chladnicke.
Za tento Cas doSlo k naviazaniu protilatky na AML bunky. Medzi posledné 2 kroky
zaradzujeme premytie kazdej FACS skumavky pomocou 1 ml PBS/10% FBS.
Premytie vzorku bolo potrebné, kvdli oc€isteniu vzorku od nenaviazanej protilatky a
oplachnutiu buniek od neziadtcich poloziek ako je zvySok média alebo mitve bunky
bez rizika potencionalnej 1yzy buniek. Ak by sme vzorok nepremyli, mohlo by dojst
ku skresleniu vysledkov, ktoré by sme pocas merania ziskali. Ako druhy krok
je centrifugacia podl'a podmienok vysSie uvedenych, pricom tieto oba dva kroky,
premytie a centrifugacia, boli zopakované dvakrat po sebe. Po kazdej centrifugécii bol
supernatant vyliaty do odpadovej flase a peleta resuspendovand. Po poslednej
resuspendacii bolo do kazdého vzorku vo FACS skiimavkach pridanych 300 ul PBS.
Na zaver boli do kazdého vzorku pridané tzv. beads-y (cytometrické gulicky) (Becton,
Dickinson and Company BD Biosciences, Milpitas, California, USA) a potrebné
mnozstvo PI o koncentracii 1mg/Iml. Po vloZeni vzorku vo FACS skiimavke do
bunkového analyzatora SA3800 a jeho spusteni, doslo ku fluorescencii, ktora bola

zachytend pri excitacii 488 nm.

Pred samotnym experimentom sme analyzator podrobili tzv. primingu. Jedna
sa o proces, ktory prebieha ak sa analyzator nepouzival viac ako 8 hodin a ktory sa
vyzaduje pre najpresnejSie meranie. Dochadza ku preplachnutiu fluidnych liniek
spatnym preplachnutim riedenou destilovanou vodou. Tymto sme sa snaZili odstranit’
potencionalne bubliny, pripadne akumulacie buniek z predoSlého merania, ktoré by
mohli ovplyvnit' priebeh analyzovania. Nasledne prebehla kalibracia, ktorou sme
skontrolovali citlivost’ detekcie analyzatora a ktora prebiehala pred kazdym naSim
experimentom. Tieto procesy trvali priblizne 15 min po ktorych sme sa pustili do

experimentu. V softvéri sme si vytvorili novy experiment a na tzv. meracom okne sme
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si vytvorili postup, v akom bude analyzator merat’ jednotlivé vzorky. Nad meracim
oknom sa nachadzala ovladacia kolonka, ktora riadi zber dat a na ktorej sme dokazali
sledovat’ Cas merania, proces nasavania vzorku, mnoZzstvo nasytenia a samozrejme
ovladat’ tlacidla s ktorymi sa experiment spustil a dokazal zastavit. Vedl'a meracieho
okna boli inStrumentdlne nastavenia kde sme zaistili potrebné nastavenia ako typ
laseru, rychlost’ prietoku, SSC (Side Scatter), FSC (Forward Scatter) PMT
(Photomultiplier Tube voltage). Spustili sme meranie za u¢elom definovania priestoru,
v ktorom sa detekuju cytometrické¢ guldcky. Vytvorili si graf, zobrazujuci proces
merania, ktory ndm umoznil vizudlnu kontrolu meranych udalosti na odfiltrovanie
pripadnych artefaktov alebo bunkového odpadu (debris). Doslo ku ich vyhodnoteniu
avsak pri vyznacovani jednotlivych populacii sme sa obdvali moZnosti, Ze pri merani
guli¢iek mohlo ddjst ku zachyteniu mrftvej bunky, ktord sa mohla vyskytnat
v priestore merania. Kvoli tomu sme sa pri nasledujicich experimentoch rozhodli
o d’al$iu optimalizaciu experimentov, ktord obnaSala meranie cytometrickych guli¢iek

vd’aka ich fluorescencii.

Pred dal$im meranim sme si teda znovu pripravili FACS skumavku
s cytometrickymi gulickami a 300 pl PBS aby sme odznova namerali a vyznacili ¢ast’
kde dochéadza ku ich meraniu avsak tentokrat na grafe zobrazujuci fluorescenciu. Pri
merani vzorku kontrolnej skupiny sme eSte jedenkrat tu fluorescenciu guli¢iek
optimalizovali, pretoze doslo ku zachytu fluorescencnej stopy aj mftvej bunky, co
nebolo pre nas ziadlice. Na konci merania vzdy prebehlo oplachnutie a vycistenie
fluidnych liniek pomocou zriedeného dezinfekéného pripravku s destilovanou vodou,

v pomere 1:3.

Vyhodnocovaci proces spoc¢ival v tom, ze bolo potrebné bunky, namerané
pomocou SA3800, detekovat’ ¢o najpresnejsie bez mrtvych buniek a od HS-5 buniek.
Ani HS-5 bunky, tak aj mftve bunky neviazali na seba CD45. Preto sme museli
podrobit’ jednotlivé bunky/latky optimalizacnymi experimentami, ktorych vysledky
sme nasledne pridali do tzv. kniZnice ako Standardy, vd’aka ktorym sme dokazali
dosiahnut’ najpresnejsie vysledky. Najprv sme zvlast’ namerali protilatku PI. Vd’aka
hodnotdm vyhodnotenych z fluorescencie sme dokazali urcit’ ¢iselnt hranicu tzv. peak,
podla ktorej sa potom graf rozdel'oval na populaciu PI/CD45 pozitivhu/negativnu.
Predpokladali sme, ze v peak-u doslo ku naviazaniu AML buniek s latkami (FITC -
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fluorescein izotiokyanat a PI) a preto bolo potrebné kazdy typ AML buniek merat’
samostatne s jednotlivymi latkami, ked’ze kazda vykazovala iny typ fluorescencie. Po
stanoveni tychto Standardov, doSlo ku meraniu fluorescencie vzorku, oznacovany ako
BLANK, ktory obsahuje len AML bunky a cytometrické gulicky. Hodnoty z tohto
vzorku boli uloZené ako Standardy pre CD45 a PI negativne populacie. Pokracovali
sme meranim fluorescencie vzorku obsahujici AML bunky, CD45 protilatku a
cytometrické gulicky. Tato vzorka predstavovala "single stain" pre CD45 protilatku a
namerané hodnoty boli ulozené ako Standard pre CD45 pozitivnu populéciu.
Oznacenie "single stain" v prietokovej cytometrii referuje ku zafarbeniu kontrolnej
vzorky, ktora je zafarbend len jednym typom fluorescencnej latky alebo farbiva. Je to
nevyhnutné pre presnu prietokovu analyzu. Nakoniec sa merala fluorescencia na
vzorkach obsahujiicich AML bunky, PI farbivo a cytometrické gulicky. Tieto vzorky
boli oznacené ako "single stain" pre PI a namerané hodnoty boli pouzité ako Standard
pre PI pozitivnu populaciu. VSetky tieto tri merania s prevedené pre kazdi AML liniu
a pri vyhodnocovani vysledkov su Standardy, podla typu AML buniek, aplikované.
Fluorescencia HS-5 buniek je rovnako samostatne merana a vyuzivand ako Standard
pre rozpoznanie stromalnych HS-5 buniek od AML suspenznych buniek
v analyzovanych vzorkach. Po zaznamenani a uloZeni Standardov do kniznice, prislo

na rad vyhodnocovanie.

Medzi prvé kroky vyhodnocovania patri pridanie nameranych Standardov HS-
5 buniek a jednotlivych bunkovych linii s CD45 a PI pozitivnej populécie z kniznice.
Tento krok je vel'mi ddlezity, kvoli rozpoznaniu buniek v populécii, ktord sa v d’alSom
kroku vyznadila a pouzila na analyzu. Vyznacena bunkova populacia obsahovala
kazdy komponent, ktory sa vo vzorku nachédzal (ako st aj cytometrické gulicky,
debris, artefakty), kde osa x je oznaena ako FSC A a osa y zase SSC_A (Obr. 9A).
FSC, znamy ako priamy rozptyl, urCuje intenzitu signalu, ktory je zachytavany
SA3800 pri¢om ta sila signalu je priamo imerna velkosti bunky. Co sa tyka SSC,
znamy ako bo¢ny rozptyl, jeho intenzita lu¢a odraza vnitorni komplexitu buniek a je
umerna granularite bunky (stav cytosolu, bunecné inkluzie atd’.). Podl'a intenzity 1aca
FSC je mozné rozlisit’ zivé a mftve bunky a podl’a intenzity lu¢a SSC zase granul6zne
a agranulozne bunky. Z vyznacenej populacie sme si vytvorili novy graf, ktory nam

umoznil vyznacit' tzv. singlety (jedna sa o bunky, ktoré¢ su v procese oddel'ovania sa
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od seba). Vymedzenie singletov sa nachadza v grafe, kde osa x predstavovala FSC_A
aosay FSC H (Obr. 9B). Tento graf nasledne sluzil ako zaklad pre tvorbu d’alSich
grafov, kde sa aplikovali Standardy z kniznice. FSC A, kde A predstavuje skratku pre
Area, ¢o v naSom ponimani bola nami vyznacena Cast’ v ktorej sa nachadza namerana
populacia buniek. FSC_H, kde H predstavuje skratku pre Height, meria vysku signalu
kde bunka rozptyl'uje svetlo v smere dopredu, kde sa pretina s laserom. Parameter

tohto typu je dolezity pri detekovani singletov v populécii.

%1,000,000

Vyznacena populacia 46.75%

SSC_A

Obrazok 9: Vymedzenie populdcii pre nasledujuce kroky analyzy. (A) Vyznacena
populacia buniek vycistena od neziaducich komponentov merania (cytometrické
gulicky - beads, debris a artefakty) urcena na dalsiu analyzu, kde osa x predstavovala
FSC A4 a osay SSC A. (B) Vymedzenie populdcie singletov ako prvy krok selekcie
relevantnych buniek pre finalny vypocet, kde osa x predstavovala FSC-A a osa y FSC-
H.

Nasledne sme v grafe odtienili/rozpoznali HS-5 bunky, ktoré do finalneho
poctu AML buniek nepotrebujeme. Bodovy graf kde sa HS-5 oddelili bolo potrebné
rovnomerne rozdelit’ na 2 populécie - HS-5 a AML buniek (Obr. 10A). Na bodovom
grafe bol aplikovany Standard CD45 FITC_ A na ose x a AF color_A (autoflorescence
color) na ose y. Toto rozdelenie bolo este skontrolované histogramom, ktory sme si pre
danu kontrolu vytvorili, a nasledne rozdelenie podl'a neho upravovali (Obr. 10B). Na

grafe osa x sa zhodovala spredoslym grafom (CD45 FITC A) avSak osa y
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zobrazovala pocetnost’ (Events). Tento graf ndm rozdeloval populaciu na CD45

negativnu (zelena farba) a CD45 pozitivnu (hnedé farba).

*AF color_A

T aal T o~ - : -
-10° 10 10 10 -0 10 10 10'
CDJ45_FITC_A CD45_FITC_A

Obrazok 10: Postupné rozdelovanie buniek na zaklade uplatnenych Standardov. (A)
Oddelenie CD45 negativnych HS-5 bunkiek (v lavej casti grafu) od CD45 pozitivnych
AML bunkiek (v pravej casti grafu pomocou CD45 FITC A na osi x a
autofluorescencnym signalom (AF color A) na osi y. (B) Zndzornenie histogramu pre
kontrolu spravneho rozdelenia zobrazeného v grafe A. Osa x zobrazuje
CD45 FITC A, zatial’ ¢o osa y pocetnost udalosti (Events). Populdcia bola rozdelena
na CD45-negativne (zelena) a CD45-pozitivne (hneda) bunky.

Posledné vytvorené grafy st zobrazené na Obr. 11. Na osu X sme aplikovali
CDA45 FITC Area danej bunkovej linie, kde ako v predoSlom obrazku doslo
k rozliSeniu na CD45 negativna populacia (vlavo) a CD45 pozitivna populécia
(vpravo). Na osu Y bola aplikovand PI Area, kde doslo k rozdeleniu PI negativne;j
populécie (smerom nadol) a PI pozitivnej populacie (smerom nahor). Populécie, ktoré
sa nam zobrazili v grafe sme nasledne od seba oddelili zvislou a ekvatoridlnou ¢iarou
(Obr. 11A). Pre nas ziadlca populécia bola CD45 pozitivna a PI negativna, ktora sme
v grafe vyselektovali a samostatne vyznacili (Obr. 11B). V grafe bola aplikovana

CD45 FITC Area na ose x a na ose y zase PI_Area.
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Obrazok 11: Rozdelenie populdacii na zaklade signalov odvodenych od standartov. (4)
Rozdelenie buniek do Styroch kvadrantov na zdklade expresie CD45 (osa_x,
CD45 FITC A) a pritomnosti Pl (osa y, Pl A). Vysledkom bolo oddelenie CD45-
pozitivnych/negativnych a PI- pozitivnych/negativnych populacii. (B) Vyselektovana
finalna populdcia buniek klasifikovana ako CD45-pozitivna a PI-negativha potrebna

na vypocet, kde osa x predstavovala CD45 FITC A a osay zase PI A.

Ako uz bolo spominané v cieli diplomovej prace, zistovali sme vplyv cytokinu
CXCL14 na AML bunky, ¢o dokdzeme detekovat’ po¢tom buniek ku ktorému sme sa
dopracovali vdaka rozliSeniu jednotlivych komponentov spominanych vyssie.
Mnozstvo buniek, ku ktorému sme sa dopracovali, ako aj mnoZstvo beadsov sme
vlozili do wvzorca, ktory bol wuvedeny v pribalovej informacii beadsov.

Dany vzorec znel:

< b

A= —x

<|=

Vysledok tohto vzorca predstavoval absolutny pocet bunkovej populacie.

Pomer vlavo (%) predstavoval pozitiviu populadciu AML buniek z grafu, kde v ose x

bol aplikovany pozitivny Standard CD45 FITC A a ose y zase pozitivna PI_A (X)

a pocet cytometrickych guli¢iek na ktory sa to vzt'ahovalo v konkrétnom vzorku (Y).
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Druhy pomer vpravo (%) predstavoval pocet beadsov v jednej FACS skumavke (4945

beads) (N), ktory tam bol pridany v poslednom kroku pripravy na meranie a celkové

mnozstvo vzorku, ktoré bolo merané, co v nasom pripade predstavovalo 310 pl (V).
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4.5 Statisticka analyza

Statisticka analyza a grafické znazornenie vysledkov boli vyjadrené pomocou
programu GraphPad Prism 10.4.1. (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
Vysledky st interpretované ako priemer Styroch nezavislych biologickych
experimentov. Statisticka vyznamnost’ bola hodnotend pomocou neparového t-testu.
Vysledky z pilotného experimentu su prezentované ako priemer hodndt z jedného
biologického experimentu. Z dévodu obmedzeného poctu vzoriek nebola v tomto

pripade vykonana Statisticka analyza.
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5. VYSLEDKY

V tejto kapitole su prezentované vysledky ko-kultivaénych experimentov AML
bunkovych linii (MOLM-13, MV4-11 a THP-1) so stromalnou bunkovou liniou HS-
5, v ktorych sme sledovali vplyv cytokinu CXCL14 na rast AML buniek. Vysledky st
rozdelené podl'a jednotlivych experimentalnych podmienok a su znadzornené graficky.
Zaznamenané rozdiely medzi kontrolnou a CXCL14-stimulovanou skupinou

naznacuju urcity trend, ktory sa lis§i medzi jednotlivymi AML modelmi.

5.1 Vysledky celkového poétu AML buniek v ko-kultivacii so

stromalnou buneénou liniou HS-5 (70-tisic/jamka)

V tomto experimente sme hodnotili po¢et AML bunieck (MOLM-13, MV4-11,
THP-1) po 6-ditovej ko-kultivécii so stromalnou HS-5 liniou (70-tisic/jamka), pricom
skupiny boli porovnavané v pritomnosti alebo nepritomnosti cytokinu CXCL14 (10
ng/ml). Kazdy jeden typ AML buniek sa v porovnaniach od seba odliSuje a na kazda
skupinu cytokin CXCL14 pdsobil rozne (Obr. 12).

Pri bunkovej liniit MOLM-13 je celkovy pocet AML buniek v skupine s CXCL14
vizualne mierne nizS§i v porovnani s kontrolou. Jednotlivé peak-y poukazuju vo
vSetkych 4 pripadoch modestny pokles v celkovom pocte MOLM-13 (Obr. 12A).
Priemerny pocet u kontrolnej skupiny predstavoval 74-tisic buniek, zatial' co priemer
u CXCL14-stimulovanej skupiny bol 60-tisic buniek. Hodnoty medzi jednotlivymi
experimentami vykazovali urCity rozptyl, ktory je vyjadreny smerodajnou odchylkou

(SD).

V pripade bunkovej linie MV4-11 je celkovy poc¢et AML buniek takmer rovnaky
v oboch skupinach (CTRL aj CXCL14) bez vyraznejSich rozdielov (Obr. 12B).
Priemernd hodnota u CTRL skupiny predstavovala 59-tisic buniek a u CXCL14-
stimulovanej skupiny zase 56-tisic buniek. Variabilita medzi experimentmi je

zndzornena pomocou SD.

Pri linii THP-1 je naopak pocet AML buniek v skupine s CXCL14 opticky mierne
vyssi ako v kontrolnej skupine a to u kazdého experimentu (Obr. 12C). Priemerna

hodnota buniek u kontrolnej skupiny bola 21-tisic, zatial’ ¢o u CXCL14-stimulovanej
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skupiny priemer predstavoval 25-tisic buniek. Rozptyl medzi jednotlivymi meraniami

je opat’ vyjadreny formou SD.

Tieto pozorovania naznacuju, Ze odpoved’ AML buniek na CXCL14 moéZe byt

liniovo Specificka.
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Obrazok 12: Grafické znazornenie celkového poctu AML buniek v ko-kultivaciach s
HS-5 v kontrolnej a CXCLI14-stimulovanej skupine. Vysledky siu vyjadrené ako
priemer §tyroch nezavislych experimentov (n=4) £ SD. Statistickd analyza sa vykonala

pomocou neparového t-testu; ns = nevyznamne.

5.2 Vysledky celkového poc¢tu AML buniek v pilotnom experimente
s roznym po¢tom HS-5 buniek v ko-kultivacii

V tomto nadvédzujicom pilotnom experimente sme sa zamerali na hustotu
stromdlnych buniek. Vychadzali sme z hypotézy, ze konfluencia v rozsahu 80-90 %
v predchadzajucich experimentoch mohla predstavovat’ nadmerntt bunkovli hustotu,
¢o by mohlo ovplyvnit' dostupnost’ cytokinu a tym aj jeho biologicku aktivitu pri
skimani inhibicie rastu AML buniek. Z tohto dovodu bol experimentilny dizajn
upraveny. Do ko-kultivacie sme pouzili AML bunkové linie MV4-11 a THP-1 so
stromalnou liniou HS-5, pri ktorych sme sledovali vplyv cytokinu CXCL14 (10
ng/ml). Linia MOLM-13 bola v tomto pripade vynechand z dovodu pritomnosti
mutécie FLT3-ITD, ktora je uz zastipena v MV4-11. Tento experiment nadvdzoval na
predchadzajtce vysledky s fixnym poc¢tom stromalnych HS-5 buniek (70-tisic/jamka),

pri ktorych sa nepozoroval vyraznej$i ucinok cytokinu CXCL14 a preto sme sa
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rozhodli testovat’ tri r6zne hustoty bazalnej vrstvy stromalnych buniek - 10-, 30- a 50-
tisic buniek na jamku. V priebehu Siestich po sebe nasledujucich dni sme
zaznamenavali pocet buniek v jednotlivych podmienkach, aby sme vyhodnotili

dynamiku rastu v zavislosti od pociato¢nej hustoty buniek (Tabulka 3).
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Tabulka 3: Dokumentacia rastu bazalnej vrstvy v pilotnom experimente obsahujucom 10-, 30-, 50-tisic HS-5 buniek pocas 6 dni. Rozlisenie

fotografii z mikroskopu predstavuje I1x107.

1. den 2. den 3. den 4. den 5. den 6. den

30-
tis.
bb.
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Vysledky naznacuju, Ze v pripade linie MV4-11 (Obr. 13A) bol pri najnizSom
pocte HS-5 buniek pocet AML buniek s CXCL14-stimulovanou skupinou mierne
vyssi ako v kontrolnej skupine. Pri strednom pocte HS-5 bol naopak pocet AML
buniek mierne niz$i a pri najvysSom pocte HS-5 buniek boli hodnoty v oboch

skupinach prakticky totozné.

Pri linii THP-1 (Obr. 13B) boli zaznamenané podobné trendy. Pri najnizSom pocte
HS-5 bol podet buniek v stipci kontrolnej skupine o nie¢o vyssi ako v CXCL14-
stimulovanej skupine. Pri strednom pocte HS-5 je tento trend najvyraznej$i — pocet
buniek v CXCL14-stimulovanej skupine bol citel'ne nizsi. Pri najvy$Som pocte HS-5

buniek boli hodnoty v oboch skupinach opit’ vel'mi podobné.

Tieto pozorovania naznacuju, ze pocet stromalnych buniek méze ovplyvnit’ ti¢inok
CXCL14 na AML bunky, priCom najvyraznej$i pokles AML buniek po pridani
CXCL14 bol pozorovany pri THP-1 bunkovej linii v podmienke so strednou hustotou
HS-5 buniek. V ostatnych podmienkach predsa len boli rozdiely medzi kontrolnou a

stimulovanou skupinou minimalne.
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Obrazok 13: Grafické znazornenie celkoveho poctu AML buniek v ko-kultivacidach s
HS-5 bunkami pri roznych pociatocnych poctoch stromalnych buniek v kontrolnej a

CXCL14-stimulovanej skupine (n=1).
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6. DISKUSIA

AML je rychlo vyvijajuce sa nadorové ochorenie, pocas ktorého dochddza ku
remodelacii mikroprostredia kostnej drene a k naruSeniu normalnej rovnovahy
cytokinov (Ravalet et al., 2025; Reinhardt & Ochsenbein, 2025). To vytvara
podmienky pre rast LSC, ich samo-obnovu a aj chemorezistenciu. Mikroprostredie
poskytuje LSC ochranu pred cytotoxickymi G€inkami terapie vd’aka prepojene;j sieti
buniek a signalnych molekul vratane cytokinov a chemokinov (Greim et al., 2014).
Cytokiny pritomné v mikroprostredi kostnej drene zohravaju doéleziti tlohu
v regulacii LSC procesov, kde niektoré mézu proliferaciu a prezitie LSC podporovat’,
iné cytokiny ju mézu inhibovat’ (Reinhardt et al., 2025; Naji et al., 2024; Luciano et
al., 2022). Niektor¢ cytokiny mézu mat’ vSak paradoxne dvojity ucinok v zavislosti od
podmienok (napr. odlisné mikroprostredie) - mozu bud podporit’ prezitie LSC

a v inych podmienkach mézu rast a prezitie LSC potlacit’ (Angelo et al., 2025).

Medzi cytokiny nachédzajuce sa v mikroprostredi kostnej drene patri aj
chemokin CXCL14, ktoré¢ho uloha v leukémii je zatial’ len malo preskimana. Hoci bol
CXCL14 preskimany v réznych inych biologickych aspektoch, zatial’ Studie, ktoré
skumali vplyv CXCL14 v priamom spojeni s AML neboli prevedené. Naopak, existuju
dokazy o jeho vplyve v CML, ktoré priniesli pozitivne vysledky. Strata CXCL14
v stromalnych bunkéch kostnej drene prispievala k prezitiu LSC, jeho obnovenie vSak
viedlo k potlaeniu rastu LSC azvySeniu citlivosti na inhibitory tyrozinkinazy
(Dolinska et al., 2023). Tieto vysledky nas viedli k myslienke, ze CXCL14 by mohol
predstavovat’ zaujimavy ciel aj pri AML, a preto sme sa rozhodli overit’ jeho mozné
ucinky v tejto nepreskimanej oblasti. Obmedzené mnozstvo dostupnych S$tadii
naznacuje, Ze ide o méalo prestudovanu a jedine¢ntl oblast’, kde sa nasa experimentalna

praca snazila prispiet’ k lepSiemu pochopeniu tlohy CXCL14 v AML.

Nase experimenty, zaloZzené na ko-kultivaciich AML bunkovych liniit MOLM-
13. MV4-11 a THP-1 so stromalnou bunkovou liniou HS-5, boli zamerané na overenie
potencialneho inhibi¢ného ucinku CXCL14. Narozdiel od vysledkov u CML modelov
pouzitych v s§tadii Dolinska et al., sme pozorovali rozdielne odpovede medzi
jednotlivymi AML liniami - pozorovali sme mierny, minimalny ¢i ziadny dopad

inhibi¢ného efektu bez Statisticky vyznamnych rozdielov. Ko-kultivacie s MOLM-13
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(FLT3-ITD/MLL-AF9) a MV4-11 (FLT3-ITD/MLL-AF4) ukazali podobny inhibi¢ny
trend uc¢inku CXCL14 oproti nestimulovanej kontrole, zatial' o vysledky z THP-1
(FLT3-wt/MLL-AF9) ukazali opac¢ny efekt. Tieto rozdiely mozu byt spojené s
genetickymi a fenotypovymi charakteristikami tychto AML bunkovych linii (Yao et
al., 2022; Reiter et al., 2018), ktoré pravdepodobne ovplyviiuju ich interakciu s
mikroprostredim a celkovil odpoved na CXCL14.

V bazélnej vrstve naSich experimentoch sme pouzili stromalnu bunkovu liniu
HS-5. Ked’ze sme s touto problematikou este len zac¢inali a v tom ¢ase sme nemali
k dispozicii primarne MSC izolované od pacientov, rozhodli sme sa najprv overit’
potencialny ucinok CXCL14 v ko-kultivaciach za pouzitia cenovo dostupného modelu
najviac priblizeného k MSC. Aj ked HS-5 nepredstavuje najidedlnejsi model
vytvarania mikroprostredia v ko-kultivacnych experimentoch, tato linia je bezne
pouzivand (Gu et al., 2025; Decombis et al., 2024). Vo viacerych parametroch (génova
expresia, profil signalnych drah a povrchové markery) sa vel'mi podobd primarnym
MSC kostnej drene. HS-5 exprimuju klasické markery MSC (CD73, CD90, CD105,
HLA-ABC), chemokin CXCL12 (Giallongo et al., 2022; Ren et al., 2021) a podporuju
hematopoetické progenitory. Neexprimuji vSak chemokin CXCL14 (Cucchi et al.,
2020) a vyznacuju sa imunosupresivnymi vlastnostami - predovSetkym inhibicie
proliferacie T buniek, ¢im dokazu tlmit’ imunitné reakcie podobne ako MSC (Adamo
et al., 2020). Ako alternativa sa mdze pouzit’ linia HS-27A, ktora je taktiez cenovo
dostupnd, no na rozdiel od HS-5, HS-27A vylucuje len vel'mi nizke hladiny rastovych
faktorov a nepodporuje proliferaciu hematopoetickych progenitorov v ko-kultirach
(Iwata et al., 2014). Funk¢ne st menej podobné skutocnym MSC a analyzy génovej
expresie naznacuju, ze st menej vhodné na modelovanie urcitych vlastnosti MSC

(Adamo et al., 2020).

Jednym z d’alSich mechanizmov G¢inku CXCL14 je jeho Specifickd interakcia
s osou CXCL12-CXCRA4, ktora je kI'icova a najviac Studovana (Cho et al., 2017). Tato
signaliza¢na draha je aktivna ako v HSC, tak aj v LSC. Vd’aka tejto osi primarne
dochddza ku wudrziavaniu HSC v kl'udovom stave, chraneniu HSC pred
apoptézou/oxidaénym poskodenim ¢im sa podporuje funkénost’ hematopoetického
systému (Singh et al., 2020). NavySe tato os riadi tzv. homing - smerovanie a migraciu
AML buniek (prevazne LSC) a aj HSC spiat’ do kostnej drene. Kym u HSC tento
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mechanizmus zvySuje ich preZitie a proliferaciu v kostnej dreni, u LSC naopak
podporuje ich prezitie v ochrannom prostredi a prispieva k chemorezistencii
(Korbecki et al., 2023; Miari et al., 2024). CXCL14 mdze fungovat’ ako falo$ny ligand
alebo modulétor receptoru CXCR4, vyskytujici sa aj na LSC bunkach (Su et al.,
2021), ¢im sa naviaze na receptor a zablokuje miesto vizby pre CXCL12 alebo meni
signalizaciu tejto osy. AvSak CXCL14 sa mdZe naviazat kompetetivnou vdzbou na
receptor CXCR4 a tym zabraiiovat CXCL12 k aktivacii tejto drahy alebo ju moze
jemne modifikovat’ (Tanegashima et al., 2013). Jeho dvojity ucinok sa prejavil v
literattre, kde in vitro Studie poukazuju na to, ze CXCL14 mdze posobit’ ako pozitivny
alostericky moduldtor CXCR4 a posiliiovat’ ucinok CXCL12 (Collins et al., 2017,
Kouzeli et al., 2020), in vivo vysledky naopak ukazuji, ze CXCL14 pdsobi ako
inhibitor, ¢im znizuje migraciu LSC do niky kostnej drene (Tanegashima et al., 2013).
Rozdiely medzi naSimi zisteniami G¢inku CXCL14 a vysledkami publikovanymi
v stuvislosti s CML (Dolinska et al., 2023) mo6zu suvisiet’ s odliSnostami medzi AML
aCML ato napr. odliSnou biologickou povahou, v samotnych bunkach (odliSné
vlastnosti a reakcia na CXCL14), ich genetickych a fenotypovych charakteristikach,
hladin expresie receptorov ¢i samostatného vytvoreného experimentalneho
mikroprostredia. Napriek tomu, Ze sme sa inSpirovali touto Stadiou a oc¢akavali sme
podobny ucinok CXCL14 ako u CML, naSe vysledky naznacuju, Ze reakcia CXCL14

v AML moéze byt odli$na a je potrebné jej d’alSie skimanie.

Dalsim aspektom je metabolické interakcia AML buniek a stroméalnych HS-5
buniek. HS-5 bunky sekretujt acetat, ktory AML bunky konzumujt a vyuzivaju ho pre
biogenézu lipidov, ¢o im pomaha pre prezitie. Toto vylucovanie je Specifické pre
interakciu AML a stromélnych buniek. DoSlo aj k preukdzaniu, Ze acetait modze
prispievat’ k chemorezistencii, pretoze AML bunky, ktoré boli suplementované
acetatom vykazovali zvySené prezitie pri chemoterapii (Vilaplana-Lopera et al., 2022).
Tento fakt mozZe spdsobit’ prispievanie k chemorezistencii a tym maskovat’ inhibi¢ny
ucinok CXCL14. Po niekol’kych experimentoch, kde bola bazalna stromalna linia HS-
5 bola fixne dana, sme neobdrzali predpokladany inhibi¢ny efekt CXCL14 na AML
bukové linie v ko-kultivaciach. Rozhodli sme sa jemne pozmenit’ prostredie vytvarané
HS-5 a to konkrétne znizenim ich poctu. Zohl'adnili sme mozny vplyv hustoty a aj

pravdepodobnost’ vytvaraného acetatu. Tieto vysledky poskytli lepsi nahl'ad na hustotu
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HS-5 a jej vplyv na rast AML buniek s CXCL14 chemokinom, avsak vychéadzali len
z jedného pilotného experimentu. Na potvrdenie tychto pozorovani a overenie
vysledkov by bolo potrebné opakovat’ d’alSie experimenty, vratane d’alSich zmien
hustoty HS-5, ked’ze prave tato podmienka pravdepodobne ovplyvitluje mnozstvo
produkovaného acetitu atym aj vysledny efekt rastu AML buniek v pritomnosti
CXCL14. Tymito experimentmi by sme mohli poskytniut’ komplexnejsi zaver v tejto

opisanej metabolickej interakcii.

Nase experimenty obsahovali urcité limitacie, medzi ne patri uz spominana
volba stromdlnej linie HS-5, relativne kratke trvanie ko-kultivicie v porovnani
s funkénymi testami ako CFU-C, LTC-IC alebo CAFC a jedna koncentracia CXCL14.
V nasej praci sme pouzili jednoduchsi a dostupnejsi model (HS-5 + AML linie) aby
sme si overili zékladny uc¢inok efektu CXCL14 na rast AML buniek. Uvedomujeme si
vSak to, ze tento model mal limity a fyziologicky vhodnej$i by bol model s primarnymi
MSC bunkami v ko-kultivaciach s LSC od AML pacientov. V nasich ko-kultiva¢nych
experiementoch bolo pouzit¢ médium StemSpan SFEM 1, ¢o je médium
optimalizované¢ na zékladni podporu prezitia a expanzie hematopoetickych
progenitorov (HSPC, CD34+). Do budicna by sme odporucili pre pracu s primarnymi
pacientskymi bunkami zvolit médium StemSpan SFEM 2, ktoré ma novsiu
a vylepSenu formuldciu média a doplnenie tohto média o CD34+ expansion
supplement, by zlepsilo expanziu a diferenciaciu CD34+ progenitorov priblizne o 40
% (STEMCELL Technologies., StemSpan SFEM II). Zohl'adnenie tohto aspektu by
v budicnosti predstavoval zlepSenie podmienok pre spolahlivejSie vyhodnotenie
CXCL14 ginku. Dal$ou limitaciou bola zvolena kratiia dasova dizka ko-kultivacie
a domnievame sa, Ze toto ¢asové rozmedzie nebolo dostato¢né na zachytenie plného
ucinku pouzitého chemokinu. V buducich experimentoch by bolo idealne overit
pomocou funkénych testov dlhodobého charakteru, ako st napr. CFU-C (colony-
forming unit cell), LTC-IC (long-term culture-initiating cell) a CAFC (cobblestone
area-forming cell) (van Os et al., 2008). Tieto testy dokazu hodnotit’ nielen proliferaciu
ale aj dlhodoby repopulaény potencidl kmenovych buniek v podmienkach blizsich in
vivo. Z hladiska koncentracie CXCL14 boli nase experimenty zostavené¢ podla
publikovanych podmienok v CML stadii s koncentraciou CXCL14 (10 ng/ml)

(Dolinska et al., 2023), s ciel'om zistit’, ¢i sa rovnaky efekt prejavi aj v AML modeloch.
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Vzhl'adom na ¢asové a materidlové obmedzenia sme sa sustredili teda len na jednu
koncentraciu chemokinu. V buducich experimentoch by sme odporucili overit
potencialny u¢inok chemokinu vo viacerych koncentraciach, ktoré by mohli priniest’

potencionalne odli$né alebo davkovo zavislé ucinky v prostredi AML.

NaSa $tudia je, podl'a dostupnych tdajov, prvou pracou, ktora skiuma uc¢inok
CXCL14 v kontexte AML. Napriek limitom, ktoré tato stidia obsahuje, sme sa pri
navrhovani experimentov mohli opriet’ len o obmedzeny pocet literdrnych zdrojov,
prevazne z inych hematologickych malignit (CML), a preco vnimame naSe vysledky
skor ako vychodisko pre d’alSie nadvédzujice vyskumy. Potrebné je vSak dalSie
overenie a roz$irenie naSich zisteni, aby bolo mozné presnejSie posudit’ skutocny

vyznam CXCL14 v prostredi AML.
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7. ZAVER

Mikroprostredie kostnej drene sa vyznacuje vysokou koncentraciou réznych
regulujucich prvkov. Medzi ne patria okrem iného aj rozli¢né typy cytokinov, ktoré
v mikroprostredi kostnej drene u pacientov s AML ovplyviiuji a remodeluju toto
mikroprostredie, ¢im napomahaju prezitiu LSC. Niektoré bunky mikroprostredia
kostnej drene zaroven produkuju aj chemokin CXCL14, ktoré¢ho inhibi¢ny potencial

LSC buniek bol zisteny pri CML.

V ramci tejto diplomovej prace doslo k skiimaniu u¢inku chemokinu CXCL14
na proliferdciu AML buniek, konkrétne liniit MOLM-13, MV4-11 a THP-1, pricom
sme vyuzili ko-kultivatni metéodu so stromalnymi bunkami HS-5 sluziacimi ako
podporné bazélna vrstva. V naSich vysledkoch boli pozorované mierne poklesy rastu
AML buniek vplyvom posobenia CXCL14, ktoré vSak neboli Statisticky signifikantné.
Na zéklade tychto vysledkov sa upravila hustota stromalnej bunkovej linie HS-5 s
ohl'adom na hypotézu, Ze HS-5 mé6Ze intenzivnejsie podporovat’ prezivanie a rast AML
buniek a tym ovplyviiovat u¢inok CXCL14. Pilotny experiment naznacil, Ze pri
ur¢itych podmienkach méze byt G¢inok CXCL14 lepsie pozorovany. Rovnako tak
reakcia AML buniek na chemokin CXCL14 mdze byt Specifickd pre konkrétne AML
linie a primarne AML kulttry.

Vzhl'adom na to, ze tato praca patri medzi prvé, ktoré sa zaoberajii u¢inkom
CXCL14 pri AML, je potrebné zohl'adnit’ urcité limitacie nasich experimentov, najméa
pouzitie stromalnej bunkovej linie HS-5 namiesto primarnych MSC buniek pacientov.
Okrem toho, pre detailnejSie postdenie u¢inku CXCL14 by bolo vhodné realizovat’
dlhodobejsie experimenty, napriklad vo forme klonalnych eseji. Na zaklade ziskanych
vysledkov nie je mozné vyvodit’ jednozna¢ny zaver o vplyve CXCL14 na AML, no
mozno konStatovat’, ze CXCL 14 predstavuje zaujimavy faktor mikroprostredia kostne;j
drene s potencidlom ovplyvnenia spravania leukemickych buniek. Pre objasnenie
ulohy tohto chemokinu bude potrebné realizovat’ d’alSie experimenty, ktoré dokazu
tieto vysledky overit anapomdct kcelkovému zisteniu role CXCLI14 v

prostredi AML.
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