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Abstrakt

Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) je nej¢astéjsi maligni onemocnéni u déti. Pfesto-
ze je terapie ALL velmi GspésSna, relaps onemocnéni postihuje 20-25 % déti. Jedna
z moznych pric¢in relapsu je rezistence k léciviim. Lécba leukemie spociva v kombino-
vané chemoterapii, jejiz dilezitou soucasti je L-asparaginasa. Tento enzym pfeménu-
je extracelularni asparagin na asparat a glutamin na glutaméat. Jeho antagonistou je
enzym asparagin synthetasa, ktery syntetizuje intracelularni asparagin. Specificky an-
tileukemicky uc¢inek L-asparaginasy je vysvétlovan nizsi aktivitou asparagin syntheta-
sy v leukemickych bunkach v porovnani s bunikami zdravymi. Nedostatek asparaginu
a glutaminu vede k poskozeni proteosyntézy a navozeni apoptézy. Detailni mechanis-
mus pusobeni L-asparaginasy a priciny vzniku rezistence vsak nebyly dosud objasnény.
Tato bakalarska prace je soucasti studia pricin rezistence leukemickych bunék vici
L-asparaginase. Na modelu leukemické bunécné linie REH byla objevena delece
del(5)(q34), ktera neni pfitomna u rezistentniho klonu této linie. Pfedkladana bakalai-
skd prace je zamérena na potvrzeni rozdilné citlivosti leukemickych bunék s deleci
a bez ni k L-asparaginase. Metodou limitniho fedéni byly ziskany klony linie REH po-
zitivni ¢i negativni na studovanou deleci. U téchto klont byla sledovana viabilita pomoci
apoptotickych a cytotoxickych testli. K navozeni apoptosy byla pouzita L-asparaginasa
a ultrafialové zafeni, které reprezentovalo nespecificky impuls pro bunéénou smrt.
Vysledky v této préaci potvrzuji participaci delece del(5)(q34) na procesech spo-
jenych s citlivosti leukemickych bunék vici L-asparaginase. Bunky s touto deleci jsou
na cytotoxické ucinky L-asparaginasy citlivéjsi, zatimco jeji nepfitomnost vede k vétsi

rezistenci bunék. Tento mechanismus by mohl ovliviiovat i odpovéd pacientt na lé¢bu.
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Abstract

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is the most frequent malignancy in childhood.
Despite the very successful ALL therapy, relapses occur to 15-20 % of children. One
of the possible relaps causes is the resistance to therapeutics. ALL is treated with
combined chemotherapy in which cytostatic agent L-asparaginase plays the essen-
tial role. L-asparaginase depletes extracellular asparagine and glutamine. Antagonist
of the L-asparaginase is asparagine synthetase enzyme, which synthesizes the cellular
asparagine. The specific antileukaemic effect of L-asparaginase is believed to be thanks
to lower activity of the asparagine synthetase in leukaemic cells comparing to the
healthy cells. The asparagine and glutamine deficiency harms the cellular proteosyn-
thesis and induces apoptosis. Mechanism of the L-asparaginase cytotoxic effect and
mechanism of corresponding resistance is still not fully explained.

This bachelor thesis is a part of a project studying mechanisms of leukaemic cells
resistance to L-aparaginase. In the model leukaemic REH cell line a deletion del(5)(q34)
was discovered, which cannot be found in the resistant clone of these cells. This thesis
focuses on proving different sensitivity of leukaemic cells, with or without the deletion,
to L-asparaginase. The limiting dilution was used to obtain REH clone cell lines positive
or negative for the deletion. In order to determine the impact of the deletion del(5)(q34)
on the viability of these cells lines, the apoptotic and cytotoxic tests were used. The
L-asparaginase enzyme and ultraviolet radiation were used as the apoptotic inducers.
The L-aparaginase was chosen for its specific effects on leukaemic cells whereas the UV
radiation represented a non-specific lethal signal.

Results of this bachelor thesis confirm the participation of deletion del(5)(q34)
in processes responsible for the sensitivity of leukaemic cells to L-aparaginase. Cells
with this deletion are more sensitive to the cytotoxic effecs of L-asparaginase, whereas
absence of this deletion leads to higher resistance of the cells. This likely relates with

the response of ALL pacients to their therapy. (In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

ABL
AF4
ALL
AML
AML
ASNS
ATLL

ATP
BCR
BCR/ABL
BSA
CLL
CML
CNS
DMSO
DNA
EFS
FAB

FBS
FISH
HCL
HLA
HR
IR

K
L-asp

LGL leukemie

MLL
MLL/AF4
MRN
mTORC1

gen (Abelson Murine Leukaemia)

gen (ALL-1 Fused gene from chromosome 4)

akutni lymfoblasticka leukemie

akutni myeloidni leukemie

gen (Acute Myeloid Leukaemia)

asparagin synthetasa

T-bunécnd leukemie/lymfom dospélych

(Adult T-cell Leukemia/Lymphoma)
adenosintrifosfat

gen (Breakpoint Cluster Region)

fazni gen

hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)
chronicka lymfaticka leukemie

chronickd myeloidni leukemie

centralni nervova soustava

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina (DeoxyriboNucleic Acid)
preziti bez udalosti (Event Free Survival)
francouzsko-americko-britska spolupracujici skupina
(French-American-British Cooperative Group)
fetalni hovézi sérum (Fetal Bovine Serum)
fluorescencni in situ hybridizace

vlasatobunééna leukemie (Hairy Cell Leukemia)
lidské leukocytarni antigeny (Human Leukocyte Antigen)
pacienti s vysokym rizikem (High Risk)

pacienti se stfednim rizikem (Intermediate Risk)
kontrolni bunky

L-asparaginasa

leukemie z velkych granulovanych lymfocytt

(Large Granular Lymphocytic)

gen (Mixed Lineage Leukaemia)

fazni gen

minimélni rezidualni nemoc (MRD — Minimal Residual Disease)

proteinovy komplex (Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1)
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MTS

PBS
Ph
PMSF
PLL
REAL

rezZREH
RIPA pufr
RTG

SR

TEL
TEL/AML1
[OAY

Uv-C

WHO

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-
-2-(4 sulfofenyl)-2H-tetrazolium)

fostatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)
philadelphsky chromosom

phenylmethylsulfonylfluorid

promyelocytarni leukemie

revidovana evropsko-americké klasifikace lymfoidnich nadort
(Revised European-American Lymphoma)

bunécna linie REH rezistentni vii¢i L-asparaginase
lyza¢ni pufr (RadiolmmunoPrecipitation Assay)
rentgenové zatreni

pacienti se standardnim rizikem (Standard Risk)

gen (Translocated E-twenty six Leukaemia)

fazni gen

ultrafialové zareni

ultrafialové zateni typu C

Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organisation)



1. Uvod

1.1 Leukemie

Pojem leukemie dnes zahrnuje celou fadu malignich onemocnéni postihujicich hemopo-
eticky systém. VSechny bunky krve vznikaji ze stejné pluripotentni kmenové buriky
postupnou diferenciaci (obrazek (1], str. . Leukemické bunky vsak nedospivaji tak,
jak by meély, jsou zachyceny na nékterém stupni krvetvorby a zac¢nou proliferovat. Ty-

to nezralé krevni bunky — leukemické blasty vznikaji v kostni dfeni a zapliuji krevni

recists. [11, [2]
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Obrazek 1: Schéma krvetvorby (pfevzato z [3])

1.1.1 Vznik leukemie

Vseobecné uznavana teorie vicestupnového procesu pii vzniku maligniho onemocnéni je
platna i v pripadé leukemii. Na procesu vzniku onemocnéni se podili cela rada faktort,
které mizeme rozliSit na vnéjsi a vnitini. Vnéjsi faktory mizeme dale délit dle jejich
povahy na:

e fyzikalni — ionizujici zafeni (nejzndméjsi rizikovy faktor), neionizujici zareni

e chemické — cytostaticka 1éc¢ba jinych druhti rakoviny, rtizné chemikalie

e biologické — viry (pfimé i nepfimé pusobeni) [4].



Mezi vnitini faktory fadime jiz existujici chromosomalni zmény a genetické dispo-
zice jedince. Leukemie vSak neni chorobou dédi¢nou [4]. Dalsimi dilezitymi faktory
podilejicimi se na vzniku onemocnéni jsou vék, pohlavi, zdravotni stav (piedevsim stav
imunitniho systému) a Zivotni styl (strava, koufeni [5]).

Jednou z teorii vzniku leukemie v détském véku je i abnorméalni odpovéd organismu
na setkdni s pro néj nezndmou virovou infekei [6].

Dolozené pripady vrozenych leukemii a onemocnéni novorozeneckého ¢i kojeneckého
veéku ukazuji na moznost pocatku leukemogenniho procesu jiz do obdobi prenatalniho

vyvoje [7].

1.1.2 Molekularni genetika leukemii

Vznik leukemie je spojen s hromadénim mutaci v genomu kmenovych bunék nebo pro-
genitort, coZ jsou ¢astecné diferencované burnky jednotlivych fad krvetvorby [I]. Tyto
zmény mohou byt pouze bodovymi mutacemi, kdy je provedena zaména jednotlivych
bazi nukleovych kyselin, ale i velkymi zménami na trovni po¢tu chromosomu [8]. Jako
dikaz genové podstaty leukemii poslouzily napriklad mysi modely, u kterych se po pre-
neseni urcitych geni podarilo vyvolat choroby podobné lidské akutni promyelocytarni
leukemii [9).

Prvni skupinou genti zodpovédnych za vznik malignity jsou onkogeny. Tyto ge-
ny se v nemutované formé nazyvaji protoonkogeny a tcCastni se regulace proliferace
bunék. Jako aktivované onkogeny vsak produkuji proteiny se zvysenou aktivitou nebo
bez regula¢nich vlastnosti [4]. Piikladem takové aktivace onkogenu mtize byt bodova
mutace, fize geni (translokace (obrazek , str. @, delece) nebo transpozice genu do

transkripcné aktivni oblasti jiného genu [10].
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Obrazek 2: Vznik fazniho genu BCR/ABL (upraveno podle [11]). Jedna z moznych

pric¢in aktivace onkogenu spojena s rozvojem leukemii.



Druhou skupinou genti participujicich na procesu leukemogeneze jsou antionkogeny.
Ty tlumi proliferaci a stimuluji diferenciaci ¢i apoptosu. Mutace zptisobuji jejich inhibi-
ci, a tak je podpofena bunééné proliferace na tikor diferenciace [4]. Prodlouzeni doby
zivota leukemickych bunék v disledku defektu apoptosy a ztrata schopnosti diferenci-
ace pii zachovani proliferace je to, co ¢ini tyto bunky nebezpecnymi pro nas organismus.
P1i aktivaci onkogenu postacuje mutace pouze v jedné jeho alele (mutace dominantni),

zatimco u antionkogenii je mutace recesivni a musi k ni tedy dojit na obou alelach [12].

1.1.3 Rozdéleni leukemii

Existuji dva zakladni systémy pro déleni leukemii. Prvni je tzv. FAB (French-American-
British Cooperative Group) klasifikace [I3] a druhou je tzv. WHO (World Health Or-
ganisation) klasifikace [14], vybudovanad na zakladech ptuvodni tzv. REAL (Revised
European-American Lymphoma) klasifikace z roku 1994 [15].

FAB Kklasifikace:

1) akutni leukemie

a) akutni myeloidni leukemie (AML)
e podtypy MO — M7
e vzacné typy AML
b) akutni lymfoblastické leukemie (ALL)

e podtypy L1 - L3
e vzacné typy ALL

c) akutni nediferencovatelné leukemie

d) bilinedrni/bifenotypickd akutni leukemie
2) chronické leukemie

a) chronickd myeloidni leukemie (CML)

b) chronické leukemie vychazejici z lymfatické rady

chronické lymfatickd leukemie (CLL)

prolymfocytarni leukemie (PLL)

vlasatobunééna leukemie (HCL), jeji variantni forma

leukemie z velkych granulovanych lymfocytu (LGL leukemie)
T-bunécéna leukemie/lymfom dospélych (ATLL)



3) myelodysplasticky syndrom
WHO Kklasifikace:
1) nadory myeloidnich tkani, véetné myelodysplastického syndromu

2) nadory z lymfatickych tkani, véetné tzv. potransplantacnich lymfoproliferativnich

onemocnéni
3) nadorova onemocnéni vychazejici z mastocytl

4) nadory z histiocytt a dendritickych bunék

1.1.4 Lécba leukemii, remise a relaps onemocnéni

Jednotlivé typy leukemie se 1é¢i za pomoci chemoterapie, radioterapie a bioterapie
podle specialnich protokoli. Dochézi také k jejich ipravam a jsou pacientovi individu-
alizovany dle jeho prognostickych vyhlidek tak, aby byla 1é¢ba co nejefektivnéjsi [16].

Pacienti s leukemii se nejcastéji déli do tii zakladnich prognostickych skupin:
e s vysokym rizikem (HR)
e se stfednim rizikem (IR)
e se standardnim rizikem (SR).

Hlavnimi parametry pro toto rozdéleni jsou ¢asna odpoveéd na 1é¢bu a chromosomal-
ni aberace leukemickych bunék [12].

Remise je stav, kdy vymizi zndmky onemocnéni a pti vySetfeni krve nejsou nalezeny
zadné leukemické buriky nebo jsou v uréitém tolerovaném mnozstvi [I7]. Pfitomnost
rezidualnich leukemickych bunék pacientd v remisi se nazyva miniméalni rezidualni

nemoc (MRN). Dle zptisobu jejiho stanoveni rozliSujeme tii druhy remise:
e hematologickd remise — zalozena na pozorovani bunék
e cytogenetickd remise — pozorujici absence chromosomalnich marker

e molekularni remise — studujici absence specifickych geni nebo jejich prestaveb
(18], [19].

Relaps onemocnéni je hlavnim problémem komplikujicim 1é¢bu leukemii a postihu-
je 20 — 25 % détskych pacientt [20]. Jde o navrat onemocnéni po obdobi, kdy bylo

jiz. v remisi. Z hlediska casového rozdélujeme relapsy na casné a pozdni, z pohledu
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lokaliza¢niho na dfenové a mimodfenové. Nejhorsi prognézu maji casné dienové relap-
sy, zatimco relapsy pozdni mimodfenové jsou prognosticky nejlepsi. Mimodienovymi
relapsy byva nejcastéji postizena centralni nervova soustava nebo varlata u chlapci [21].
nou rezistentni k puvodni terapii [22]. U nizkorizikovych pacientl se k 16¢bé vyuziva
pouze intenzivni chemoterapie, ale u vysocerizikovych pacienti musi byt zakoncena
transplantaci kostni dfené od HLA-identického sourozence nebo vhodného darce [23].

Velmi dtlezitym pojmem je také tzv. preziti bez udalosti (EFS). Tento parametr
oznacuje dobu, po kterou nedoslo k definované udalosti, nejcastéji relapsu onemocnéni

21].

1.2 Akutni lymfoblasticka leukemie v détském véku

Akutni lymfoblastickd leukemie je nejcastéjSim nadorovym onemocnénim détského
véku a tvoii 80 % vsech leukemii [2]. Ro¢né je v Ceské republice diagnostikovéno
kolem 70 novych déti [24]. V soucasnosti je pravdépodobnost jejiho vyléceni 75 — 80 %,
pri¢emz tspésnost 1é¢by je velmi zavisla na podtypu ALL [20]. K relapsiim onemocnéni
dochazi nejcastéji u rizikovych pacientii s nepfiznivymi prognostickymi faktory nebo
v pripadé vzniku rezistence na lécbu. Nejvétsi cast pacienti jsou déti ve véku 2 — 5
let. Kojenci do jednoho roku tvoii 3 — 5 % a déti starsi deseti let 30 %. Tato choroba
Castéji postihuje chlapce nez dévcata [2)].

ALL neni jednou chorobou, je to heterogenni onemocnéni, jehoz jednotlivé formy
se velmi lisi. Rozdilnosti 1ze sledovat v klinickych pfiznacich, laboratornich nélezech,
odpovédi na 1écbu i ve véku nastupu choroby. Jednotlivé podskupiny jsou presné geno-

typové i imunofenotypové charakterizovany [25].

1.2.1 Klinické projevy ALL

Problémy souvisejici s rozvojem ALL u vétSiny pacienti pretrvavaji tydny az mésice,
ale vyjimecné mohou i zcela chybét.

Horecka byva jednim z privodnich symptomi onemocnéni ALL. Je bud indukovéna
jako odpovéd na pyrogenni cytokiny produkované leukemickymi buiikami nebo vzniké
v disledku infekce ziskané diky potlac¢enému imunitnimu systému [25]. Dalsimi ¢astymi
projevy nemoci jsou nechutenstvi, inava a bledost. Mohou se také objevit podlitiny
v disledku poruch srazlivosti krve [21].

Obvykle dochézi ke zvétseni uzlin, sleziny (splenomegalie) a jater (hepatomegalie)

a mohou nastat i obtize s dychanim. Velmi zavazné byvaji ¢asto postizeny i ledviny [2].
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U jedné tretiny déti se leukemie projevuje bolestmi kosti a kloubti. Na RTG snimku
jsou vidét zmeény v jejich struktuie, nejcastéji ve formé pricnych prosvétlenych prouzki
v oblasti mezi stfedni ¢asti a kloubnim koncem (oblast metafyzy) dlouhych kosti nebo
jako kompresivni zlomeniny obratla [20].

Krevni obraz pacientii se velmi lisi dle podtypu leukemie. Pocet biljch krvinek miize
byt zvySeny, normalni i snizeny [25]. Pribéh nemoci byva doprovazen nebezpecnymi
krvacivymi stavy s hrozbou krvaceni do mozku ¢i do plic [2].

Inicialni leukemicka infiltrace mozku se projevuje bolestmi hlavy, zvracenim a krva-
cenim na o¢nim pozadi. Leukemicka infiltrace varlat se vyznacuje tuhym nebolestivym
zdufenim jednoho nebo obou varlat [21].

K projeviim samotné leukemie se pridavaji také potize jinych chorob, kterymi pa-

cienti v disledku oslabeného imunitniho systému velmi casto trpi [25].

1.2.2 Chromosomalni aberace u détskych ALL

Chromosomélni zmény se vyskytuji u 90 % détskych pacientit s ALL [25]. Tyto geno-
typové abnormality maji zasadni prognosticky vyznam a slouzi také k individualizaci
lécebnych protokoli. Nejtypic¢téjsi jsou translokace vedouci ke vzniku faznich genii

a zmény v poctech homolognich sad chromosomu [26].

e TEL/AML1+ ALL

Tento druh leukemie vychazi z prekurzori B-lymfatické rady a vyskytuje se u 25
% détskych ALL. Fazni gen TEL/AMLI1 je produktem translokace t(12;21) a je
priznivym prognostickym znakem. Buniky tohoto typu leukemie jsou velmi citlivé

na L-asparaginasu a Sance na vyléceni dosahuje az 90 % [27].

e Hyperdiploidie nad 50 chromosom

Hyperdiploidie se vyskytuje az u 25 % détskych pacienttt s ALL. Byva spojovana
s mensim poc¢tem translokaci nez u jinych druhtit ALL. Prognéza pacientt s vice
nez 50 chromosomy v blastech je velmi dobra. Tyto formy leukemie jsou velmi

citlivé na 1é¢bu antimetabolity a pravdépodobnost vyléceni je az 90 % [26].

e Ph+ ALL, BCR/ABL+ ALL

Philadelphsky chromosom a/nebo fazni gen BCR/ABL (obrazek [2] str. [f]) se
vyskytuje u 3 — 4 % détskych ALL. Jsou nositeli velmi $patné prognézy. Dilezita

je u téchto leukemii reakce na inicidlni 1é¢bu. Sance na preziti se u dobfe reagu-

vvvvvv

je. Bohuzel déti s pomalou odpovédi na pocatecni lécbu maji extrémné Spatnou
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prognoézu s pravdépodobnosti vyléceni v rozmezi 0 — 10 %. Tyto druhy leukemie

byvaji také casto spojeny s nélezem inicialni leukemické infiltrace mozku [2§].

e Prestavby dlouhého raménka chromosomu 11 (11¢g23)

Nejcastéjsim postizenim tohoto chromosomu je translokace t(4;11), jez vede ke
vzniku fazniho genu MLL/AF4 [26]. Ten se vyskytuje u 50 % kojeneckych ALL
a Casto také u dospivajicich pacientii. U déti ve véku 1 — 10 let prakticky chybi.
Jednd se o extrémné nepriznivy prognosticky znak, pricemz Sance na vyléceni
je 5 — 10 %. Tento typ leukemie je spojovan s inicialni infiltraci mozku a velmi
nezralym fenotypem B-bunék, ktery vyzaduje specialni 1é¢bu kombinujici schéma
pro ALL i AML. Také dalsi zmény postihujici tento chromosom jsou $patnym

znakem pro lé¢bu [29)].

e Translokace t(8;14)

Tato translokace je nejcastéji spojovana s ALL zralych B-bunék a mohou pfi ni
vznikat nitrobfisni nadorové masy. Pokud vsak 1é¢ba probiha podle specidlniho
protokolu, je prognosticky prizniva a pravdépodobnost vylé¢eni dosahuje 80 %

[26].

e Hypodiploidie

K hypodiploidii dochazi u détskych pacienttt velmi vzacné, a to u 3 — 9 %. Tento
typ leukemie ma extrémné Spatnou prognozu a je nutné provést transplantaci

kostni d¥ené v prvni kompletni remisi [26].

e Komplexni zmény karyotypu

Takovéto zmény se objevuji u 10 % déti s ALL a jsou vétSinou spojeny s negativni

prognézou [26].

1.3 Lécba détské akutni lymfoblastické leukemie

Za poslednich Sedesat let bylo v 1é¢bé détské ALL dosazeno obrovského pokroku.
V padesatych letech 20. stoleti panovalo presvédceni, ze je tato nemoc bez vyjimky
smrtelnd a cytostatika byla pouzivana pouze k jeji paliativni 1écbé, tedy ke zlepseni
kvality zivota nemocnych a nikoli k iplnému vylééeni [24]. Nyni je vylé¢eno 80 - 85 %

déti [20]. Zasadni roli ve vyvoji 1é¢by sehraly randomizované studie.

11



1.3.1 Pocatky 1éc¢by détské ALL

Prvnim dilezitym momentem bylo zahajeni klinickych studii, vyuzivajicich k 1écbé
détské ALL kombinovanou chemoterapii, které inicioval v letech 1962 — 1966 profesor
Donald Pinkel v St. Jude Hospital v Memphisu [30]. Pacienti byli mésic v induké¢ni
lécbé, kdy jim byl podavan prednison a vinkristin. Na ni navazovala udrzovaci te-
rapie sloZzena z merkaptopurinu, metotrexatu a pulst vinkristinu a prednisonu. Celkova
doba 1é¢by byla 2 — 3 roky, pficemz se remise podafilo dosdhnout u 90 — 95 % déti
a dlouhodoby EFS doséhl 9 %. Vétsina déti vSak v priubéhu této 1écby ¢ po jejim
skonceni prodélala relaps leukemie, ktery v 50 % piipadi postihl centralni nervovy
systém [31]. Z tohoto diivodu se k 1é¢bé ALL piidalo profylaktické ozareni CNS v davce
24 Gy. Uéinnost ozaieni v prevenci CNS relapsu byla prokazana v randomizované studii
a jeho vyskyt klesl pod 10 %. Do schématu indukéni 1é¢by byl v 60. a 70. letech pfidan
daunorubicin a EFS se tak zvysil az na 36 % [32]. Postupem ¢asu byla lé¢ba upravovana

pomoci dalsich latek a ¢asove stratifikovana tak, aby se dosahlo co nejlepsich vysledki.

1.3.2 Soucdasna lécba détské ALL

V soucasné dobé jsou v Ceské republice pouzivany némecké lé¢ebné protokoly tzv. BEM
(Berlin-Frankfurt-Miinster), které maji jedny z nejlepsich vysledki na svété. Aktudl-
né pouzivanym je protokol ATEOP-BFM ALL 2009 [33]. Lécba je slozena z nékolika
fazi. Prvni se nazyva indukce a slouzi k navozeni remise onemocnéni v trvani jedno-
ho mésice. Jako chemoterapeutika se zde pouzivaji prednison, vinkristin, daunorubicin
a L-asparaginasa [34]. Dale pokrac¢uje konzolida¢ni faze, kdy je podavan cytosinarabi-
nosid, merkaptopurin [35], cyklofosfamid a vysokodévkovany metotrexat [36]. Posledni
fazi intenzivni lécby je tzv. pozdni intenzifikace, kdy je zopakovana obdoba indukéni
faze [20]. Jako prevence a lé¢ba leukemické infiltrace mozku je pouzivano podavéani
metotrexatu injekéni formou v oblasti bederni patefe [36], které je u rizikovych pacien-
tl doplnéno radioterapii. Intenzivni chemoterapie je nasledovana udrzovaci 1écbou, pri
které je pacientovi podavan merkaptopurin a metotrexat do celkové délky terapie dvou
let. U skupiny déti vysokého rizika je v prvni remisi ALL transplantovana kostni dfen
od HLA-identického sourozence ¢i vhodného darce [23].

Specialni skupinu pfi 1é¢bé tvori pacienti mladsi jednoho roku, jelikoz vétsinou trpi
odlisnym typem ALL s velmi nezralymi prekurzory a prestavbou MLL genu. Pfi stan-
dardni chemoterapii dochazi k velmi Spatné odpovédi, a proto je pouzivan mezinarodni
protokol Interfant, ktery v sobé spojuje 1é¢ebné prvky z terapie akutni lymfoblastické
i myeloidni leukemie [29]. Také lé¢ba pacientt s BCR/ABL pozitivni ALL probihé po-
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dle specialniho protokolu [28]. Pro zlepSeni prognézy tohoto neptiznivého typu leukemie
je do terapie zafazen ,lék nové generace”. Je jim imatinib mesylat (Glivec/Gleevec),

ktery specificky inhibuje patologickou BCR/ABL tyrosinkinasu [37].

1.3.3 Podpurna lééba

Nezbytnou soucasti naro¢né chemoterapie je podptrna lécba. V disledku dlouhodobych
ubytki v8ech krevnich bunék je nutnosti podavat pacientiim krevni derivaty [20]. Dale
pak je dilezité vcasné fesit problémy vzniklé oslabenim imunitniho systému pacienta
a Cetné vedlejsi acinky podavanych 1ékt. Pii nedostatecném zasahu miize diky in-
fekénim komplikacim dojit az ke smrti ditéte. Jako nejkriti¢téjsi se povazuje obdobi do

dosazeni remise zakladniho onemocnéni [24].

1.4 L-asparaginasa

L-asparaginasa je enzym, ktery katalyzuje pfeménu aminokyseliny asparaginu na as-
partat (obrézek str. a zaroven ma také glutaminasovou aktivitu, jelikoz je schopen
pfemétiovat i glutamin na glutamat [38], [39]. Hydrolyza téchto aminokyselin probiha
za uvolnovani amoniaku. Pfirozené se vyskytuje u rostlin, zivocichii i mikroorganismii,

ze kterych je ziskdvan pro terapeutické ucely [40].

NH, OH
0=¢ ’ . 0-C

C-T'HZ 20 NH, CH,

|

(|3—NH2 N . t|:—N|—|2
o-C asparaginasa 0-¢

OH OH
asparagin aspartat

Obrazek 3: Hydrolyza asparaginu na aspartat ptisobenim enzymu L-asparaginasa

1.4.1 Pouziti v terapii ALL

Protinddorové ucinky L-asparaginasy byly objeveny v roce 1953, kdy byl pozorovan
tbytek lymfomid u mysi a krys po aplikaci séra z morcéete [41]. Zahy bylo zjisténo, ze

samotné sérum neni za potlaceni nadoru zodpovédné, ale obsahuje enzym, ktery ma
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1é¢ebné ucinky [42]. Pro aplikaci pacientim s leukemii se nyni vyuziva L-asparaginasa
izolovana z kmene FEscherichia coli nebo Erwinia carotovora. Velkou vyhodou je, Ze
pri vzniku alergie na enzym od jednoho kmene se mtze v nasledujici terapii pouzivat
L-asparaginasa kmene druhého, jelikoz protilatky vznikajici proti jednomu preparatu
nemaji zkfizenou reakci se druhym [43]. V monoterapii L-asparaginasou se dosahuje
kompletni remise u 40 — 60 % vSech détskych ALL pacientt [44], [45], [46], je tedy esen-
cialni komponentou modernich 1é¢ebnych protokoli. Navic je to jeden z prvnich 1ékii,
které piisobi cilené proti nddorovym bunkdm a ma ve srovnani s jinymi chemoter-
apeutiky mélo vedlejsich Gc¢inkt. Jiz vice nez 20 let nebyly do inicidlni léc¢by ALL
pridany zadné nové 1éky a potencial téch stavajicich se zda byt vycerpan. Nadéji je vsak
L-asparaginasa, jejiz optimalni davka a schéma podani je stale pfedmétem randomi-

TSR T4

moznosti [39)].

1.4.2 Mechanismus ucéinku

Riist malignich i normalnich bunék je zavisly na pfisunu latek nezbytnych pro metabolis-
mus builky. Cytotoxicky efekt L-asparaginasy spoc¢iva v preméné extracelularniho as-
paraginu a glutaminu, ¢imz dochézi ke snizeni jejich hladiny v krevnim séru [38]. Obé
tyto aminokyseliny jsou nepostradatelné pro optimalni rdst bunék a tkani. Zdravé
bunky si jejich nizkou hladinu kompenzuji pomoci asparagin synthetasy a jsou schopné
i zvysit aktivitu tohoto enzymu jako odpovéd na nedostatek asparaginu [48]. Aspara-
gin synthetasa (ASNS) je antagonista L-asparaginasy, tedy enzym, ktery je schopny
endogenni syntézy asparaginu. Tato ligasa prenasi aminoskupinu z glutaminu na as-
partat za spotieby ATP (obrézek [4] str[15]). V eukaryotnich buiikéch je oznacovéna
jako glutamin-dependentni, protoze nevyuzivéa jiné substraty [49]. Leukemické blasty
maji vSak expresi ASNS v porovnani se zdravymi bunikami sniZzenou a jsou tedy zavis-
1é na extraceluldrnim asparaginu a glutaminu [50], [51]. Pfi jejich nedostatku dochazi

k poskozeni proteosyntézy a nasledné k navozeni bunécné smrti.

1.4.3 Rezistence vuci L-asparaginase

Velkym problémem u détské ALL je relaps onemocnéni, ktery postihuje 15 — 20 %
pacient [20]. Jednou z pii¢in jeho vzniku mtZe byt neacinnost terapie v disledku
rezistence viuci L-aparaginase. Pfesné mechanismy vzniku rezistence zatim jesté nejsou
znamy, je vsak jisté, Ze je to komplexni proces, na kterém se podili celd rada faktort. Pri

lepsim pochopeni presného mechanismu tc¢inku L-aparaginasy bude jednodussi objasnit
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aspartst glutamin asparagin glutamat

Obrazek 4: Syntéza asparaginu enzymem asparagin synthetasa

i vznik rezistence.

Jednotlivi pacienti s ALL se lisi citlivosti k L-aparaginase a také hladinou exp-
rese genu ASNS [52], [53]. ZvySend exprese tohoto genu jako ptivodce rezistence se
stala prvotni hypotézou a pocatecni studie na modelech leukemickych linii ji potvrzo-
valy. ALL bunéc¢né linie rezistentni viic¢i L-asparaginase maji zvysenou expresi ASNS
a naopak zvySend exprese ASNS vede ke vzniku rezistentniho fenotypu [52]. OvSem
studie provadéné na vzorcich od pacientii na stejny zavér nepoukazovaly. Jednim z fak-
ti potvrzujicich nezavislost rezistence na expresi ASNS je paradox nalezeny u ALL
pacientt s faznim genem TEL/AMLI [54], [55]. Byla u nich zjisténa zvySena exprese
ASNS, presto jsou citlivéjsi na 1écbu L-asparaginasou nez pacienti bez tohoto fzniho
genu. Bylo dokazano, ze hladina exprese genu ASNS se u jednotlivych pacientt lisi, ale

celkové je velmi nizké a nekoreluje s citlivosti na terapii L-asparaginasou[56].

Dalsi teorie vzniku rezistence vici L-asparaginase byla zalozena na moznosti ochrany
leukemickych bunék pred nedostatkem asparaginu prostrednictvim jeho syntézy mes-
enchymélnimi buitkami kostni dfené [57]. V obdobi indukéni 1écby, kdy je L-asparaginasa
podavana, byla méfena hladina asparaginu v krvi a kostni dieni. ZvySena koncentrace
v kostni dfeni ovSem nebyla prokazana, a tak tato hypotéza ziejmé pravdiva neni [58].

P1i porovnavani citlivych bunécénych linii a jejich rezistentnich protéjskt bylo ob-
jeveno, ze vznik rezistence by mohl souviset s regulaci translace a metabolismem
leukemickych bunék [59]. Metabolické zmény malignich bunék jsou spolu s dalsimi
procesy fizeny onkogeny a tumorsupresory [60]. Transformace bunééného metabolis-
mu jsou uskutecnovany k zajisténi prisunu intermedialnich metabolitti pro syntetické
pochody a k tvorbé dostatecného mnozstvi energie ve formé ATP a redukénich ek-
vivalent [61]. Hlavnim zdrojem enegie naddorovych bunék je glutamin [62], ktery je
i dulezitym aktivatorem drahy regulujici translaci [63]. L-asparaginasa tak diky své

glutaminasové aktivité zfejmé ovlivituje i tyto bunééné pochody [59].
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Vliv L-asparaginasy na translacni drahu byl popsén jiz v roce 1999 [64]. Jejim
klicovym c¢lenem je proteinovy komplex mTORCI, ktery je také zodpovédny za regu-
laci autofagie. Tento proces degraduje poskozené membranové struktury, jejichz slozky
mohou byt vyuzity jako alternativni zdroj energie. Pti rozsdhlém poskozeni mtize aut-
ofagie vést az k bunééné smrti [65]. L-asparaginasa zfejmé inhibuje mTORCI, a tak
navozuje autofagii. Indukce autofagie L-asparaginasou byla popsana v ovarialnich na-
dorovych burikach [66]. Probihajici studie naznacuji, ze L-asparaginasou by mohla byt
ovliviiovana i autofagie u bunék leukemickych, pficemz exprese geni tohoto procesu je
u rezistentnich pacient zménéna [59].

Typickou metabolickou zménou nadorovych bunék je tzv. Warburgtv efekt, kdy je
pro ziskani energie upfednostnovana az 200x rychlejsi glykolyza pred oxidativni fosfory-
laci [67], [68], [69]. U zdravych bunék je v piipadé stresu mozny presmyk z glykolyzy
k energeticky vyhodnéjsi oxidativni fosforylaci [70]. Jako jedno z moznych ptsobeni
cytostatik se tedy nabizi indukce zmény zisku energie ve prospéch oxidativni fosfory-
lace [71]. Publikované data naznacuji, Ze procesy souvisejici s timto metabolismem by
mohly ovliviiovat rezistenci vii¢i L-asparaginase. U rezistentnich pacientt byla nalezena
zvysena exprese gent, jejichz produkty jsou klicovymi enzymy pii oxidativni fosforylaci
[72].

1.4.4 Delece del(5)(q34)

P1i studiu mechanismi rezistence leukemickych bunék na L-asparaginasu byla v labo-
ratofich CLIP (Childhood Leukaemia Investigation Prague) objevena delece na chro-
mosomu 5 u bunééné linie REH [59]. Modelova linie REH je tvofena leukemickymi
blasty prekurzort pro B-lymfocyty, které nesou translokaci t(12;21) vedouci ke vzniku
fazniho genu TEL/AML1 [73], [74]. Zkouman4 delece se vyskytuje u bunék citlivych na
L-asparaginasu, zatimco u bunék rezistentnich neni zastoupena témér vibec (tabulka
, str. . Jeji procentualni zastoupeni je jiz pod rozliSovaci schopnosti metody FISH
(fluorescenéni in situ hybridizace), kterou byly bunééné linie vySetfeny. Ve zkoumané
deleci nebyly nalezeny zadné kdédujici oblasti. Miize vsak obsahovat regula¢ni oblasti
pro geny, které ovliviiuji mechanismy vedouci k rezistenci [59]. Stala se tak pfedmétem

dalsiho vyzkumu, jehoz soucasti je i tato bakalaiska prace.

Tabulka 1: Zastoupeni delece u citlivych a rezistentnich bunéc¢nych linii

bez delece / % | del(5)(q34) / %
REH 24,7 75,3

rezREH 94,4 5,6
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2. Cil prace

Cilem pfedkladané bakalafské prace bylo prozkoumat vliv delece del(5)(q34) na citlivost
leukemickych bunék vici L-asparaginase. Objasnéni mechanismi vedoucich k rezisten-
ci na toto cytostatikum by mohlo pomoci zlepsit terapeutické postupy. Pokud by doslo
k identifikaci znakt, kterymi by bylo mozné rozlisovat jednotlivé pacienty s akutni lym-
foblastickou leukemii na zakladé senzitivity k L-asparaginase, mohlo by se dosdhnout
vétsi individualizace 1écebnych protokoli.

Pro tento cil bylo nejprve nutné ziskat klony bunék pozitivni a negativni na tuto
deleci. Dale byly provedeny experimenty sledujici zavislost mezi pritomnosti delece
a schopnosti bunék prezivat v prostiedi s L-asparaginasou. Dalsi apoptotické testy
a méfeni byly uskutecnovany se snahou zjistit odlisnosti klonii vzniklé pritomnosti ¢i

nepiitomnosti delece del(5)(q34).
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie
Bio-Rad, Némecko

e sada pro stanoveni proteinu: DC Protein Assay Kit II (reagent A, B, S, BSA
standard)

EXBIO, Ceska republika
e annexinovy pufr: Annexin V Binding Buffer (10x)
e annexin: Annexin V Dyomics 647

Lékarna FIN Motol, Ceska republika
e fosfatovy pufr (PBS), pH 7,2

Life technologies, USA

e kultivaéni médium: Gibco®), Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
Medium, GlutaMAX™

e smeés antibiotik a antimykotik: Gibco®), Antibiotic-Antimycotic, 100X
o fetdlni hovézi sérum: Gibco®), Fetal Bovine Serum Qualified (USA origin)
Lonza, Svycarsko
e trypanova modi: BioWhittaker™ Trypan Blue 0,4% Solutio
MACS Miltenyi Biotec, Japonsko
e propidium jodid: Propidium Iodide Solution
Medac, Némecko
e L-asparaginasa: Asparaginase Medac
Merck, Némecko
e Triton® X-100
Penta, Ceska republika
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e chlorid sodny: NaCl
Promega, USA
e MTS: CellTiter 96@® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
Roche, Svycarsko
e proteasovy inhibitor: Complete Protease Inhibitor Coctail Tablets
e phenylmethylsulfonylfluorid: PMSF
e chlorid hotec¢naty: MgCl, Solution 25mM
Serva, Némecko
e pufr: Tris-HCI pH 7,5, 1M solution
Sigma-Aldrich, USA

e dimethylsulfoxid: DMSO > 99,9 %

dodecylsulfat sodny: SDS BioUltra

ethylendiamintetraoctova kyselina: EDTA BioUltra

sulfid sodny: NaF BioXtra > 99,0 %

orthovanadat sodny: NasVO, 90 %
Trinity Biotech, Irsko

e sada pro méreni laktatu: Lactate Kit: Reagent 10 x 10 ml, Standart Set

3.2 Pristroje
BD, USA

e priitokovy cytometr: LSR II

e cytometrické zkumavky: Round-Bottom Tube 5 ml
Bio Centrix, USA

e sterilni Spicky na pipety s filtrem: Pipette Tips
Greiner bio-one, USA
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e plastové sroubovaci zkumavky: Cell Star Tubes 15, 50 ml
Hettich, Némecko

e centrifugy: Universal 32R (rotor 1619, 1653), Universal 320 (rotor 1624)
Hirschmann, Némecko

e automaticky néastavec na pipety: pipetus®
IK A, Némecko

e virnik: Vortex 3
Julabo, Némecko

e vodni lazen: TWS
Labnet International, USA

e stolni minicentrifuga: Minifuge™
Life technologies, USA

e automaticka pocitacka bunék: Countess®), Automated Cell Counter

e pocitaci sklicko: Countess®), Cell Counting Chamber Slide
Molecular Devices, USA

e spektrofotometr pro 96-jamkové desticky: VersaMAX Microplate reader
Nichiryo, Japonsko

e automatické pipety: Nichipet EX
Philips, Nizozemsko

e germicidni lampa: TUV 30W T8 (UV-C)
Schoeller Instruments, Ceské republika

e laminarni box: Euroflow EF/S (Clean Air)
Thermo Scientific, USA

e inkubator: Hera Cell 150

e zamrazovaci zkumavky: Nunc, Cryo Tube Vials 1,0 ml

e zamrazovaci nadoba: Nalgene, , Mr. Frosty” freezing container 1C
TPP, Svycarsko

e kultivacni lahve: Tissue Culture Flasks 25, 75 cm?

e jamkové desticky: Tissue Culture Test Plates 6, 12, 24, 96 wells
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3.3 Metody

3.3.1 Prace s bunéénymi liniemi

Bunécéna linie REH pouzivana v experimentech byla ziskdna od némecké firmy DSMZ —
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig. Je
to B-prekursorova leukemickd bunéénd linie nesouci translokaci t(12;21), ktera vede ke
vzniku fizniho genu TEL/AMLI1. Tyto malé kulaté buriky tvorfi suspenzni populace.

Buiiky byly uchovavany v inkubatoru (Hera Cell 150, Thermo Scientific) pii 37°C
a b % CO2 v kultivacnich ldhvich se Sroubovacim uzévérem s filtrem (Tissue Culture
Flasks, TPP). Idedlni koncentrace bunék pii kultivaci je 0,5.10° bunék/ml, a tak byly
dle potieby a poctu bunek pouzivany dvé velikosti lahvi, s plochou pro rist bunek 25
cm? (5 ml média) nebo 75 cm? (15 ml média).

Veskera prace s builkkami byla provadéna ve sterilnim prostiedi mikrobiologického
laminarniho boxu (Euroflow EF /S, Schoeller Instruments), aby nedoslo ke kontaminaci
bunéénych kultur mikroorganismy z vnéjsiho prostiedi. Pouze zahiivani ve vodni lazni
a pouzivani velkych specializovanych stroju (centrifuga, cytometr, spektrofotometr)

bylo uskutec¢novano vné boxu.

3.3.1.1 Priprava média pro kultivaci bunék

Médium, v némz byly bunky kultivovany a které bylo pouzivano pii vsech experi-
mentech (déle jiz jen ,médium”), se skladalo z zivného roztoku Roswell Park Memorial
Institute 1640 Medium (RPMI 1640, Life technologies) s 10% (v/v) obsahem inaktivo-
vaného fetalniho hovéziho séra (FBS, Life technologies) a 1% (v/v) obsahem smési
antibiotik s antimykotiky (Antibiotic-Antimycotic, Life technologies).

Inaktivované FBS se ziskalo jeho rozmraZenim pii 37°C ve vodni lazni (TW 8,

Julabo) a naslednou inaktivaci pii teploté 56°C po dobu 30 minut.

3.3.1.2 Rozmrazeni bunék

Bunécéné linie skladované v tekutém dusiku byly na ledu preneseny do vodni lazné
(TW 8, Julabo), kde byly rozmrazeny pfi teploté 37°C. Obsah zamrazovaci zkumavky
byl prepipetovan do plastové sroubovaci zkumavky, opatrné k nému bylo ptrikapano 10
ml pfedem vytemperovaného média (viz. 3.3.1.1 Ptiprava média pro kultivaci bunék,
str. a zkumavka byla centrifugovana (Universal 32 R (rotor 1619), Hettich) pii
169¢ po dobu 5 minut pii teploté 25°C. Supernatant byl odstranén, bunécna pele-

ta resuspendovana v 1 ml média a prenesena do kultivacni ldhve. Kultivacni lahev
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byla doplnéna médiem na 5 ml a vlozena do inkubatoru. Dale byly bunky pravidel-
né pasazovany (viz. 3.3.1.3 Pasazovani bunék, str. a kdyz jich narostl dostatecny
pocet, byly presazeny do vétsi kultivacni lahve s 15 ml média. Cést jich byla zamrazena
a ulozena zpét do tekutého dusiku (viz. 3.3.1.5 Zamrazeni bunék, str. .

3.3.1.3 Pasazovani bunék

Rostouci a mnozici se buniky pii kultivaci postupné z média odcerpavaji ziviny, proto
je dilezité médium pravidelné meénit. Zachovaji se tak idealni podminky a navic také
odstrani mrtvé bunky. Tento proces se nazyva pasazovani a byl provadén dvakrat tydné.

Do plastové sroubovaci zkumavky byl prepipetovan obsah kultivac¢ni lahve. Ta by-
la jesté promyta sterilnim fosfatovym pufrem (PBS, Lékarna FN Motol) a i ten byl
pfidan do zkumavky, kterd byla centrifugovana (Universal 32 R (rotor 1619), Hettich)
po dobu 5 minut pfi 169g a teploté 25°C. Po ukonceni centrifugace byl supernatant
odlit a bunééné peleta resuspendovana v 1 ml média (viz. 3.3.1.1 P¥iprava média pro
kultivaci bunék, str. 22)). Po spoéitani bunék (viz. 3.3.1.4 Pocitani bunck, str. byl
odpipetovan takovy objem bunécné suspenze ze zkumavky do kultivacni lahve, ktery
obsahoval 7,5.10° bunék. Kultivacni ldhev byla doplnéna ¢erstvym médiem do 15 ml

a vlozena zpét do inkubatoru.

3.3.1.4 Podéditani bunék

Pocitani bunék bylo provadéno na automatické pocitacce bunék (Automated Cell
Counter, Life technologies). 10 pl bunééné suspenze bylo smichano s 10 ul trypanové
modfii (Trypan Blue, Lonza). 10 ul této smési bylo pfeneseno do podéitaciho sklicka
(Cell Counting Chamber Slide, Life technologies) a vloZeno do automatické pocitacky.
Ziskané hodnoty jsou celkovy pocet bunék v 1 ml, pocet zivych a mrtvych bunék v 1 ml,

viabilita a velikost bunék.

3.3.1.5 Zamrazeni bunék

Po centrifugaci (Universal 32 R (rotor 1619), Hettich) pfi 169g po dobu 5 minut za
teploty 25°C byla bunéénd peleta resuspendovana v 1 ml média (viz. 3.3.1.1 P¥iprava
média pro kultivaci bunék, str. a burky spocitany (viz. 3.3.1.4 Po¢itani bunék,
str. . Poté byl odpipetovan takovy objem bunécné suspenze do zamrazovaci zku-
mavky, ktery obsahuje 10.10° bun&k a doplnén médiem do objemu 600 pl. Déle bylo
do zkumavky pfipipetovano 100 ul dimethylsulfoxidu (DMSO, Sigma-Aldrich) a 300
! inaktivovaného FBS (viz. 3.3.1.1 Priprava média pro kultivaci bunék, str. . Kvili

vysoké toxicité DMSO musela byt vSechna prace provadéna velmi rychle a poté byla
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zamrazovaci zkumavka vloZena v mrazici nddobé (Mr. Frosty, Thermo Scientific) na 24
hodin do teploty -80°C. Nakonec byla zamrazovaci zkumavka s bunkami premisténa

do boxu s tekutym dusikem pro dlouhodobé skladovani.

3.3.2 Priprava monoklonalnich bunéc¢nych linii

Nejprve bylo treba ziskat monoklonalni populace bunék, z nichz nékteré budou na
deleci del(5)(q34) pozitivni a jiné negativni. K tomu bylo vyuzito limitniho fedéni,
které bylo provedeno nize popsanym zptisobem.

Po spocitani bunék (viz. 3.3.1.4 Poc¢itani bunék, str. byla ve zkumavce jejich
koncentrace upravena pridanim média (viz. 3.3.1.1 P¥iprava média pro kultivaci bunék,
str. ) tak, aby dosahovala hodnoty 1.10° bunék/ml. Tato bunéénd suspenze byla
dale 100x nafedéna, odpipetovanim 200 pl do zkumavky s 20 ml média a tim byla
ziskdna koncentrace 1.10* bunék/ml. Poté byly pfipraveny zkumavky s koncentracemi
50 bunék na 10 ml, 300 bunék na 10 ml a 1000 bunék na 10 ml pipetovanim 5, 30
a 100 pl bunééné suspenze (1.10* bunék/ml) do zkumavek s 10 ml média. Nakonec
byly pfipraveny tfi 96-jamkové desticky. Do prvni byl po 100 pul rozpipetovan obsah
prvni zkumavky s po¢tem 50 bunék, a tak ziskana koncentrace 0,5 bunék ve 100 pul,
tedy v jedné jamce. Stejné tak byla rozpipetovana druha i treti zkumavka a ziskany
desticky s koncentracemi 3 bunky a 10 bunéek ve 100 pl.

Desticky byly vlozeny do inkubatoru a kazdy den byl pod mikroskopem sledovan
rist a mnozeni bunék. V nékterych jamkach se bunky vypéstovat nepodafrilo, ale tam,
kde bunky rostly, bylo opatrné odebirano staré médium a pridavano cerstvé. Kdyz
se burnky dostatecné namnozily, byly postupné prepipetovany a péstovany v 24, 12
a 6-jamkovych destickach a nakonec v kultivacnich lahvich. Bunécéné linie z desticky
s puvodni koncentraci 10 bunék /100 ul byly vyfazeny, protoZe u nich byla pravdépodob-
nost monoklonality nejmensi. Nakonec bylo ziskdno 10 bunéc¢nych kloni.

Vzorky kloni byly poslany Doc. RNDr. Zuzané Zemanové, CSc. do Centra na-
dorové cytogenetiky v Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky (Vseobecn4
fakultni nemocnice a 1. 1ékaiska fakulta Univerzity Karlovy v Praze), kde bylo pomoci
metody FISH (fluorescencni in situ hybridizace) stanoveno procentuélni zastoupeni

bunék pozitivnich a negativnich na deleci.

3.3.3 Cytotoxicky test s pouzitim MTS

Tento cytotoxicky test je zalozen na redukci MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-5-(3-

karboxymethoxyfenyl)-2-(4 sulfofenyl)-2H-tetrazolium) na formazan, ktera probiha v zi-
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vych bunkach pomoci mitochondrialnich dehydrogenaz. Mnozstvi vzniklého barevného
produktu se pak hodnoti spektrofotometricky.

Test byl proveden s monoklondlnimi liniemi 3, 4, 8 ziskanymi limitnim fedénim
(viz. 3.3.2 Ptiprava monoklonalnich linii, str. i s ptivodni linii REH podle stejného
postupu uvedeného nize.

Pfi pasdzovani bunék (viz. 3.3.1.3 Pasazovani bunék, str. bylo nasazeno 3.10°
bunék do 6 ml média (viz. 3.3.1.1 P¥iprava média pro kultivaci bunék, str. v 6-
jamkové desticce a ponechano pres noc v inkubatoru. Druhy den byly bunky spocitany
(viz. 3.3.1.4 Pocitani bunék, str. , ¢ast jich odebrana do plastové zkumavky a do-
plnéna médiem tak, aby se ziskalo 600 000 bunék ve 4 ml média. Tato bunécné suspenze
pak byla rozpipetovana po 80 ul do 3 x 9 jamek v 96-jamkové desticce, ¢imz se ziskala
koncentrace 12 000 bunék v jedné jamce. Do tfech jamek bylo napipetovano pouze
100 pl média, a tim se ziskal slepy vzorek pro spektrofotometrické méreni. Do prvni
fady po obvodu celé desticky bylo napipetovano 150 pl PBS (Lékarna FN Motol), aby
nedochazelo k vysychani jamek se vzorky (obrazek |5], str. .

Déle bylo pfipraveno 9 roztoki L-asparaginasy (Asparaginase, Medac) o rtiznych
koncentracich. Do osmé plastové mikrozkumavky bylo pipetovano 490 pl média (viz.
3.3.1.1 Ptiprava média pro kultivaci bunek, str. a 10 pl roztoku L-asparaginasy
o koncentraci 1 IU/ul. Vznikly roztok mél tedy koncentraci 20 IU/ml. Dalsi roztoky
L asparaginasy byly do mikrozkumavek ¢. 7 — 1 pfipraveny desitkovym fedénim (tab-
ulka , str. . Mikrozkumavka ¢. 0 obsahovala pouze ¢isté médium, tedy nulovou

koncentraci L-asparaginasy.

Tabulka 2: Koncentrace roztoki L-asparaginasy a vysledna koncentrace v bunécné

suspenzi

¢. 0 1 2 3 4 5 6 718
koncentrace
roztoku 02107 |2107°|210°*| 0,002 | 0,02 | 0,2 | 2 |20
(IU /ml)
koncentrace
v jamce 041077 | 41076 | 4.107® | 4.107* | 0,004 | 0,04 | 0,4 | 4
(IU/ml)

7 kazdé mikrozkumavky pak bylo pipetovano 20 ul roztoku L-asparaginasy do tii

jamek bunéc¢né suspenze, aby mohlo byt méreni provedeno v triplikdtech. Nakonec byla
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desticka vlozena do inkubatoru na dobu 72 hodin.
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Obrazek 5: Schéma rozlozeni vzorki pii MTS cytotoxickém testu pro vsechny bunécné

linie

Po trech dnech od pfidani roztokii L-asparaginasy k bunéénym suspenzim byla
desticka vyjmuta z inkubétoru. Do kazdé jamky (kromé okrajovych jamek s PBS)
bylo ptidano 14 ul MTS reagencie (CellTiter 96, Promega) a desticka vloZena zpét do
inkubatoru.

Po tfech hodinach inkubace byla desticka opét vyjmuta z inkubatoru a na spektro-
fotometru (VersaMAX, Molecular Devices) zméfena absorbance produktii v jamkach

pri 490 nm proti slepému vzorku.

3.3.4 Meéreni apoptosy

Meéreni apoptosy bylo provedeno na cytometru pomoci fluorescenéné znaceného annex-
inu V a propidium jodidu. Annexin se vaze na fosfatidyl serin, ktery je za norméalnich
podminek ukryt na vnitini strané bunééné membrany. Pokud je vSak bunka v apop-
totickém ¢i nekrotickém procesu, stava se fosfatidyl serin pro annexin pristupny a bunka
je oznacena. Naproti tomu propidium jodid se pevné vaze k nukleovym kyselindm, oz-

naci tedy pouze populace v nekroze, protoze pres membranovou bariéru zivych a apop-
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totickych bunék se k nukleovym kyselindm nedostane. Pii méfeni jsou tedy apoptotické
buniky annexin-pozitivni, mrtvé bunky jsou znaceny annexinem i propidium jodidem
a zivé bunky zadnou fluorescenci nevykazuji.

Stanoveni bylo provedeno u monoklonalnich linii 3, 4, 8 ziskanych limitnim fedénim
(viz. 3.3.2 Pfiprava monoklonalnich linii, str. i u ptvodni linie REH podle stejného
postupu uvedeného nize.

P¥i pasdzovani bunék (viz. 3.3.1.3 Pasazovani bunék, str. bylo nasazeno trikrat
3.10° bunék v 6 ml média (viz. 3.3.1.1 Piiprava média pro kultivaci bungk, str.
do tii 6-jamkovych desticek a ponechéno pfes noc v inkubatoru. Jamka s bunéénou
suspenzi v destic¢ce ¢. 1 byla oznacena jako kontrola, v desticce ¢. 2 jako L-asp a bylo
do ni druhy den pfidano 16 pl L-asparaginasy (Asparaginase, Medac, 1 IU/ul), a tak
ziskédna koncentrace 4 IU/ml. Jamka s bunéénou suspenzi v desticce ¢. 3, oznacend jako
UV, byla druhy den osvicena ultrafialovym zafenim typu C z germicidni lampy (TUV
T8, Philips) po dobu 30 s a vracena zpét do inkubatoru. Po 24 hodinach od pfidani
L-asparaginasy ¢i osviceni UV zafenim byla bunécnd suspenze prepipetovana do plas-
tové Sroubovaci zkumavky a centrifugovana (Universal 32 R (rotor 1619), Hettich) po
dobu 5 minut pri 169g a teploté 25°C. Supernatant byl slit, peleta resuspendovana
v 5 ml sterilniho PBS (Lékarna FN Motol) a opét centrifugovana po dobu 5 minut pii
169¢ (Universal 32 R (rotor 1619), Hettich) a teploté 25°C. Supernatant byl slit, peleta
resuspendovana ve 400 ul sterilniho PBS a tato bunécéna suspenze byla piepipetovana
do cytometrické zkumavky umisténé na ledu. Do zkumavky bylo dale pridano 50 ul
10x fedéného annexinového pufru (Annexin V Binding buffer, EXBIO), 5 pl annexinu
(Annexin V Dyomics 647, EXBIO), 2 pul propidium jodidu (MACS Miltenyi Biotec)
a byla ponechana 30 minut na ledu ve tmé. Poté do ni bylo pipetovano 250 ul annexi-
nového pufru a zkumavka byla centrifugovana (Universal 320 R (rotor 1624), Hettich)
po dobu 5 minut pfi 577g a teploté 25 °C. Supernatant byl slit a peleta resuspendova-
na ve 150 pl annexinového pufru. Fluorescenéni méreni bylo provedeno na priitokovém

cytometru (LSR II, BD) a ziskan data vyhodnocena v programu FlowJo.

3.3.5 Stanoveni hladiny laktatu

Tato metoda je zaloZena na rozkladu laktatu pomoci laktat oxidasy na pyruvat a per-
oxid vodiku, v jehoz pfitomnosti kienova peroxidasa katalyzuje oxidativni kondenzaci
chromogennich prekursorti, které poskytnou barevné zabarveni vzorku pfimo timérné
koncentraci laktatu.

Stanoveni bylo provedeno u monoklonalnich linii 3, 4, 8 ziskanych limitnim fedénim

(viz. 3.3.2 P¥iprava monoklonélnich linii, str.[24) i u ptivodni linie REH podle stejného
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postupu uvedeného nize.

P¥i pasazovani bunék (viz. 3.3.1.3 Pasazovani bunék, str. bylo nasazeno dvakrat
2.10° bunék do 4 ml média (viz. 3.3.1.1 P¥iprava média pro kultivaci bunék, str. v
6-jamkové desticce a ponechano pres noc v inkubatoru. Jedna jamka byla oznacena jako
kontrola a druhd jako L-asp, do niZ bylo druhy den pfidano 16 pl L-asparaginasy (As-
paraginase, Medac, 1 IU/ul), a tak ziskdna koncentrace 4 IU /ml. Dalsi den, po 24 hodi-
nové inkubaci s L-asparaginasou, byly bunécné suspenze ze vSech jamek prepipetovany
do plastovych sroubovacich zkumavek a centrifugovany (Universal 32 R (rotor 1619),
Hettich) po dobu 5 minut pii 243g a teploté 8°C.

3.3.5.1 Laktat

Po centrifugaci (viz. 3.3.5 Stanoveni hladiny laktatu, str. bylo odebrano z jedné zku-
mavky 10 pl supernatantu, smichano s 1 ml reakéniho roztoku pro stanoveni laktatu
(Lactate Kit, Trinity Biotech) a po 10 minutové inkubaci rozpipetovano po 100 pl do 9
jamek v 96-jamkové destic¢ce. Stejny postup byl proveden se vSemi bunéénymi suspen-
zemi a standardnimi roztoky laktatu (Lactate Kit, Trinity Biotech) o koncentraci 20, 80
a 120 mg.dl~!, které byly zapotiebi ke konstrukci kalibra¢ni pifmky. Jako slepy vzorek
pro spetrofotometrické méfeni slouzil roztok vznikly smichanim 10 ul ¢istého média
(viz. 3.3.1.1 Piiprava média pro kultivaci bunék, str. s 1 ml reakc¢niho roztoku.
U vsSech vzorku byla na spektrofotometru (VersaMAX, Molecular Devices) zméfena

absorbance pfi 540 nm proti slepému vzorku.

3.3.5.2 Celkové mnozstvi proteinu

Toto stanoveni bylo provedeno podle modifikovaného principu Lowryho metody. Ta
spoc¢ivéa v reakci proteinit s médi v alkalickém prostiedi (roztok A — Alkaline Copper
Tartare Solution, DC Protein Assay Kit II, Bio-Rad). Upravené proteiny néasledné
redukuji pfidané ¢inidlo (roztok B — Folin Reagent, DC Protein Assay Kit II, Bio-Rad)
a vznikd modré zabarveni roztoku, které se méii spektrofotometricky pri 750 nm. Na
redukci maji podil zejména aminokyseliny tyrosin a tryptofan.

Po odebrani vzorku pro stanoveni laktatu (viz. 3.3.5.1 Laktat, str. byl super-
natant odstranén a bunécné pelety resuspendovany v 80 ul upraveného lyza¢niho RIPA

pufru nasledujiciho slozeni:
e lyzacni pufr — 72 % (v/v)

- 1% (v/v)Triton X-100 (Merck)
- 0,1 % (v/v) SDS (Sigma-Aldrich)
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- 2mM EDTA (Sigma-Aldrich)
- 150 mM NaCl (Penta)
- 50 mM Tris-HCI ph 7,5 (Serva)

NaF -5 % (v/v) (Sigma-Aldrich)

NazVO,4 - 0,05 % (v/v) (Sigma-Aldrich)

mix inhibitord proteas — 14,45 % (v/v) (Complete Protease Inhibitor Coctail
Tablets, Roche)

PMSF - 0,5 % (v/v) (Roche)

MgCly — 8 % (v/v) (Roche).

Po 30 minutové inkubaci s RIPA pufrem za obcasného promichani na virniku
(Vortex 3, IKA) byly bunééné suspenze centrifugovany (Universal 32 R (rotor 1653),
Hettich) po dobu 3 minut pfi 9496g a teploté 8°C. Supernatant byl pfepipetovan do
mikrozkumavek na ledu a bunécna peleta byla vyhozena.

Nejprve byl pfipraven roztok A’ smisenim 1200 pl roztoku A a 25 ul roztoku S ze
sady pro stanoveni proteinu (DC Protein Assay Kit II, Bio-Rad). Do 32 pozic 96-
jamkové desticky bylo pipetovano 200 pl roztoku B ze sady pro stanoveni proteinu
(DC Protein Assay Kit II, Bio-Rad) a 25 ul roztoku A’. Vzorky s proteiny a standardni
roztoky proteinu (DC Protein Assay Kit II, Bio-Rad) byly do desticky pfidany po 5 pul
v duplikatech. Jako standardy pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky poslouzily roztoky BSA
o koncentracich 0,125, 0,250, 0,50, 0,75, 1,0, 1,5, 2,0 a 2,80 ug. ul=!. Slepym vzorkem
byl standard BSA o koncentraci 0 pug. pl=!. Obsah jamek byl dikladné promichan
a po 15 minutéch inkubace byla na spektrofotometru (VersaMAX, Molecular Devices)

zmeétena absorbance vzorkt i standardi proti slepému vzorku pfi 750 nm.
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4. Vysledky

4.1 Priprava monoklonalnich buné¢nych linii

Pro studium vlivu delece del(5)(q34) bylo potFebné ziskat monoklonalni bunééné linie
pozitivni nebo negativni na tuto deleci. Pro jejich ziskani bylo vyuzito limitniho fedéni
(viz. 3.3.2 Pfiprava monoklonalnich bunéénych linii, str. . Vzorky deseti klonii,
ziskanych z bunécné linie REH, byly zaslany Doc. RNDr. Zuzané Zemanové, CSc.
do Centra nadorové cytogenetiky v Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni diagnos-
tiky (VSeobecn fakultni nemocnice a 1. lékaiska fakulta Univerzity Karlovy v Praze),
kde bylo metodou FISH (fluorescené¢ni in situ hybridizace) stanoveno zastoupeni bunék
pozitivnich a negativnich na deleci del(5)(q34) (tabulka [3] str. [3I).

Tabulka 3: Zastoupeni delece del(5)(q34) u bunéénych linii ziskanych limitnim fedénim

linie | pocet bunék bez delece | % | pocet bunék s del(5)(q34) | %
1 249 69,2 111 30,8
2 446 92,9 34 7,1
3 11 1,1 989 98,9
4 980 98,0 20 2,0
) 147 14,7 853 85,3
6 478 478 522 52,2
7 837 83,7 163 16,3
8 973 97,3 27 2,7
9 396 99,2 3 0,8
10 290 99,3 2 0,7

Pro dalsi vyzkum vlivu delece na rezistenci viici L-asparaginase byly vybrany linie
3, 4 a 8. U téchto vzorki byl vysetfen nejvétsi pocet bunék a nalezeno nejvyraznéjsi
zastoupeni jednoho druhu (tabulka 3, str[31] ). Linie 3 tedy dale slouzila jako linie
pozitivni na deleci del(5)(q34). Linie 4 a 8 byly modelovymi liniemi s burikami bez
delece. U vSech experimentii byla také pouzivana ptvodni linie REH, ktera obsahuje

bunky pozitivni i negativni na deleci.
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4.2 Cytotoxicky test s pouzitim MTS

Prvnim experimentem k prokazani vlivu delece del(5)(q34) na citlivost bunék vuci
L-asparaginase byl cytotoxicky test s pouzitim MTS reagencie (viz. 3.3.3 Cytotoxicky
test s pouwzitim MTS, str. [24). Tento test je zalozen na redukci MTS
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2- (4 sulfofenyl)-2H-tetrazolium)
na formazan, ktera probiha v zivych bunkach pomoci mitochondrialnich dehydrogenaz.
Mnozstvi vzniklého barevného produktu se nakonec vyhodnoti spektrofotometricky pii
490 nm. Méfeni bylo provedeno v triplikdtech a vysledné hodnoty jsou jejich primeérem.
Bunécéné linie byly 72 hodin inkubovany s rdznymi koncentracemi L-asparaginasy.
Jako kontrola slouzily builkky bez pfidani L asparaginasy, vici kterym bylo stanoveni

porovnavéano, a tak se ziskalo procentudlni zastoupeni pfezivajicich bunék (obrazek @

str. .
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Obrazek 6: Procentualni zastoupeni prezivajicich bunék po inkubaci s L-asparaginasou
pii cytotoxickém testu s pouzitim MTS

Jednotlivé bunééné linie (viz. 4.1. Pfiprava monoklonalnich bunéénych linii, str. byly inkubovany s L-
asparaginasou o ruznych koncentracich, jejichz hodnoty jsou vyneseny na ose x. Procentudlni zastoupeni prezi-
vajicich bunék na ose y bylo ziskdno porovnanim s kontrolnimi bunikkami, které nebyly u¢inktim L-asparaginasy
vystaveny.

Ze ziskanych dat (obrazek [6] str.[32)) je jasné vid&t, Ze jednotlivé klony se v citlivosti
na L-asparaginasu lisi. Bylo provedeno statistické porovnani neparametrickym testem
Mann-Whitney v programu Statview, pro néz byly pouzity hodnoty pfezivajicih bunék
pii koncentracich L-asparaginasy 4.107¢ — 0,4 IU/ml. Klon 3 s deleci del(5)(q34)
je nejcitlivéjsi a preziva u né€j mensi procento bunék nez u ostatnich bunécénych li-
nii. Tento rozdil je signifikantni vaci klonu 4 (p = 0,02) i viaéi klonu 8 (p = 0,08),

ne vSak viaci puvodni linii REH. Procenta pfezivajicich bunék linie REH, ktera je
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slozenad z obou typt bunék, se nalézaji mezi liniemi s deleci a bez ni. Tyto vysled-
ky naznacuji, ze delece del(5)(q34) mé pravdépodobné opravdu souvislost s citlivosti
leukemickych bunék na L-asparaginasu.

Experiment byl nekolikrat zopakovan pro ovéreni spravnosti vysledkti. Ziskana data

byla vzdy témér identicka a vedla ke stejnym zavértm.

4.3 Meéreni apoptosy

Cytometrickd métfeni apoptosy byla provedena k ovéfeni vysledkil ziskanych cytotoxi-
ckym testem s pouzitim MTS (viz. 4.2 Cytotoxicky test s pouzitim MTS, str. [32). Déle
bylo zkoumano, zda delece del(5)(q34) neovliviiuje vSeobecnou néachylnost k iniciaci
apoptosy.

Fluorescen¢ni méfeni bunék znacenych annexinem V a propidium jodidem bylo
provedeno na pritokovém cytometru. V experimentu byly pouzity bunky kontrolni,
inkubované s L-asparaginasou (4 IU/ml) po dobu 24 hodin a buiiky vystavené t¢inkim
zéateni UV-C po dobu 30 s (viz. 3.3.4 Méfeni apoptosy, str. ). Ziskana data byla
vyhodnocena v programu FlowJo.

Apoptoticky test (obrazek E], tabulka , str. bunék inkubovanych s L-asparagina-
sou potvrzuje vysledky ziskané cytotoxickym testem s pouzitim MTS (viz. 4.2 Cyto-
toxicky test s pouzitim MTS; str. . Klon 3 je na uc¢inky L-asparaginasy nejcitlivéjsi
a apoptosa je navozena u nejvétsiho poctu bunék pii porovnani s kontrolou. U klont 4

a 8 je mensi procentualni zména v zastoupeni mrtvych bunék.

Tabulka 4: Procentualni zastoupeni zivych a mrtvych bunék po inkubaci s L-

asparaginasou

Buriky jednotlivych bunéénych linii (viz. 4.1. Pfiprava monoklondlnich bunéénych linii, str. byly
inkubovany 24 hodin s L-asparaginasou o koncentraci 4 IU/ml a poté bylo stanoveno procentuélni zastoupeni
zivych a mrtvych bunék pomoci pratokového cytometru.

K — kontrolni buriky, L-asp — buiiky inkubované s L-asparaginasou

pokles
vzorek | % zivych bunék | % mrtvych bunék v zastoupeni
zivych bunék / %

K 93,2 6,8 8,6

s L-asp 84,6 15,4 8,6
A K 88,0 12,0 2,0
L-asp 86,0 14,0 2,0

K 90,5 9,5 1,7

i L-asp 88,8 11,2 1,7
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Obrazek 7: Zastoupeni zivych a mrtvych bunék u bunécnych linii po inkubaci
s L-asparaginasou

Buriky jednotlivych bunéénych linii (viz. 4.1. Pfiprava monoklondlnich bunéénych linii, str. byly
inkubovany 24 hodin s L-asparaginasou o koncentraci 4 IU/ml a poté bylo stanoveno procentuélni zastoupeni
zivych a mrtvych bunék pomoci priatokového cytometru.

K — kontrolni buriky, L-asp — buniky inkubované s L-asparaginasou

Procentudlni zastoupeni mrtvych bunék (obrazek [8 tabulka 5, str. [35) po ozafeni
UV-C paprsky je pfi porovnani s kontrolou u vSech bunéénych linii priblizné stejné.
Rozdily jsou pouze velmi malé, pod hranici statistické vyznamnosti. Delece del(5)(q34)

tedy ziejmé neovliviiuje vSeobecnou citlivost bunék k navozeni apoptosy.

Tabulka 5: Procentualni zastoupeni zivych a mrtvych bunék po ozareni paprsky UV-C
Buiiky jednotlivych bunéénych linii (viz. 4.1. P¥{prava monoklonéalnich bunéénych linii, str. |31) byly ozafeny
paprsky UV-C po dobu 30 s a poté bylo stanoveno procentudlni zastoupeni zivych a mrtvych bunék pomoci
prutokového cytometru.

K — kontrolni buriky, UV — buiiky ozarené paprsky UV-C

pokles
vzorek % zivych bunék | % mrtvych bunék v zastoupeni
zivych bunék / %

K 96,5 3.5 49
; UV 91,6 8,4 49
K 96,2 3.8 6,9
4 UV 89,3 10,7 6,9
K 96,4 3,6 5,5
i Uv 90,9 9,1 5,9
REH K 85,2 14,8 6,6
uv 78,6 21,4 6,6
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Obrazek 8: Zastoupeni zivych a mrtvych bunék u bunécnych linii po ozafeni paprsky
UVv-C

Buriky jednotlivych bunéénych linii (viz. 4.1. P¥iprava monoklonalnich bunéénych linii, str. [31)) byly ozafeny
paprsky UV-C po dobu 30 s a poté bylo stanoveno procentuélni zastoupeni Zivych a mrtvych bunék pomoci
pritokového cytometru.

K — kontrolni buriky, UV — buiiky ozafené paprsky UV-C

4.4 Stanoveni hladiny laktatu

Laktat je jednim z produkti pfi ziskavani energie pomoci glykolyzy. Dosud nepubliko-
vané vyzkumy naznacuji, ze L-asparaginasa by mohla ptisobit jako inhibitor glykolyzy.
Stanoveni extracelularniho laktatu je jednim ze zptsobt, jak sledovat glykolyzu
v bunkach.

Bunécné linie byly 24 hodin inkubovany v médiu s L-asparaginasou o koncentraci
4 TU /ml, poté centrifugovany a supernatant pouzit pro spektrofotometrické stanoveni
laktatu pti 540 nm (viz. 3.3.5.1 Laktat, str. . K urceni koncentrace laktatu byla
vyuzita metoda kalibra¢ni piimky, vytvorené pouzitim standardd o znamé koncentraci.
Bunécéna peleta, ziskana centrifugaci, byla pouzita ke spektrofotometrickému stanoveni
celkového mnozstvi proteinu ve vzorku pii 750 nm (viz. 3.3.5.2 Celkové mnozstvi pro-
teinu, str. a vyhodnoceni ziskanych hodnot bylo opét provedeno metodou kalibrac¢ni
primky. Nakonec byla koncentrace laktatu vztazena na celkové mnozstvi proteinu,
aby mezi sebou byla ziskana data porovnatelna. Pro jeden vzorek byla koncentrace
laktatu zmérena devétkrat a celkové mnozstvi proteinu dvakrat. Vyslednd hodnota
je primérem ziskanym vsemi moznymi kombinacemi namétrenych hodnot pii vypoctu.

Vysledky ziskané timto experimentem (obrazek |§|7 str. jsou ponékud nejednoz-

nacné. U kontrolnich bunék jsou vidét rozdily v mnozstvi laktatu mezi jednotlivy-
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Obréazek 9: Mnozstvi extracelularniho laktatu vztazené na celkové mnozstvi proteinu
ve vzorku

Buiky jednotlivych bunéénych linii (viz. 4.1. Pfiprava monoklonalnich bunéénych linii, str. byly
inkubovany 24 hodin s L-asparaginasou o koncentraci 4 IU/ml a poté bylo stanoveno mnozstvi extraceluldrniho
laktatu vztazené na celkové mnozstvi proteinu.

K — kontrolni buriky, L-asp — buiiky inkubované s L-asparaginasou

mi klony, které by odpovidalo pritomnosti ¢i nepfitomnosti delece a ptivodni linie
REH se nachézi mezi nimi. Tato zavislost zlistava stejna i u bunék inkubovanych s L-
asparaginasou. Hodnoty basalni hladiny laktatu klonu 3 se signifikantné 1isi od vSech
ostatnich klont i linie REH (p < 0,0001). Toto statistické porovnéani bylo provedeno
neparametrickym testem Mann-Whitney v programu Statview. OvSem pii porovnani
kontrolnich bunek a téch, které byly inkubovany s L asparaginasou u stejného klonu
vsak dochézi k rozdilnym zménam. Nékde mnozstvi laktatu stoupd, jinde klesa. Tento

fakt komplikuje interpretaci ziskanych dat.
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5. Diskuze

Rezistence vuci L-asparaginase je velkym problémem pfi terapii détskych pacienti
trpicich akutni lymfoblastickou leukemii. Lécba této choroby je v soucasné dobé vel-
mi ispésnd, avSak relaps onemocnéni stale jesté postihuje 15 — 20 % déti [20]. Jed-
nou z moznych pri¢in relapsu je prave rezistence viuci L-asparaginase. Tento enzym je
chemoterapeutikem pouzivanym piti 16¢bé [34]. Mechanismy vzniku rezistence, ale ani

presné pisobeni L asparaginasy se vSemi jeho disledky zatim neni zcela objasnéno.

V predkladané bakalaiské praci byl sledovan vliv delece del(5)(q34) na citlivost
leukemickych bunék viic¢i L-asparaginase. Tento iisek DNA, ktery u rezistentnich bunék
neni deletovan, neobsahuje zadné kédujici oblasti. Jeho funkce neni znama, ale pravdé-
podobné se v ném budou nachéazet urc¢ité regulacni oblasti. Z dosud nepublikovaného
vyzkumu vSak vyplyva, ze by pravé tato delece mohla ovliviiovat citlivost bunék viici
L-aparaginase [59]. Ke sledovani zminéné zavislosti byla pouzita bunééna linie REH
a monoklonalni linie 3,4 a 8 ziskané jejim limitnim fedénim (viz. 4.1 Pfiprava monok-
lonélnich bunéénych linii, str. [31)). Linie 3 byla na deleci del(5)(q34) pozitivni a odeka-
vala se jeji vétsi citlivost k L-asparaginase. Klony 4 a 8 byly bez této delece, tudiz u
nich byla predpokladana rezistence vici L-asparaginase.

Prvnim experimentem k ovéreni vyse zminéné hypotézy byl cytotoxicky test s pou-
zitim MTS reagencie. Spektrofotometricky ziskand data (viz. 4.2 Cytotoxicky test
s pouzitim MTS, str. ukazuji, ze klon 3 je opravdu nejcitlivejsi na ucinky L-
asparaginasy, zatimco klony 4 a 8 vykazuji vétsi rezistenci. Data ptivodni linie REH
se nachazi mezi vysledky linii 3 a 8, coz odpovida tomu, Ze je slozena z bunék poz-
itivnich i negativnich na zkoumanou deleci. Nejlépe patrné rozdily v odpovédi na L-

asparaginasu jsou pfi inkubaci s timto enzymem o koncentraci 4.107° — 0,04 IU/ml.

Fluorescen¢ni méteni apoptosy bylo provedeno na priitokovém cytometru a data vy-
hodnocena v programu FlowJo. Prvni test zahrnoval porovnani bunék inkubovanych
s L-asparaginasou viéi kontrolnim burikdm. Vysledky tohoto experimentu (viz. 4.3
Meéieni apoptosy, str. dopadly dle ocekavani a potvrdily data ziskana cytotoxi-
ckym testem s pouzitim MTS (viz. 4.2 Cytotoxicky test s pouzitim MTS, str. .
Klon 3 vykazoval vétsi nachylnost k apoptose, zatimco klony 4 a 8 byly rezistentnéjsi.
Pti druhém méreni byla snaha o zjisténi, zda zkoumana delece nema vliv na indukci
apoptosy vSeobecné. Jako nespecificky impuls pro spusténi bunécné smrti bylo vybrano
ultrafialové zafeni. Porovnavany byly bunky vystavené UV-C zafeni s buitkami kontrol-
nimi. Prikazné rozdily mezi jednotlivymi klony z dat ziskanych timto méfenim (viz.

4.3 Méreni apoptosy, str. nejsou patrné. Piitomnost delece del(5)(q34) tedy zfejmé
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nema vliv na vSeobecnou nachylnost bunék ke spousténi apoptosy.

Dalsim testem pro zjisténi odlisnosti mezi klony bylo spektrofometrické stanoveni
extracelularniho laktatu. Méteni bylo provadéno u kontrolnich bunék a bunék inkubo-
vanych s L-asparaginasou. Zjisténa koncentrace laktatu byla vztazena na celkové mnoz-
stvi proteinu ve vzorku. Z dosud nepublikovanych dat byla vyvozena teorie, Ze cytotox-
icky efekt L-asparaginasy by mohl spocivat v inhibici glykolyzy leukemickych bunék
[59]. Laktét je jednim z produkti pfi tomto procesu, a tak jeho stanoveni poméha sle-
dovat aktivitu glykolyzy. Vysledky ziskané v této bakalafské praci (viz. 4.4 Stanoveni
hladiny laktatu, str. ukazuji, ze jednotlivé klony se basalni produkci laktatu mezi
sebou lisi. Klon 3, ktery je na deleci pozitivni, mé signifikantné nizsi koncentraci laktatu
nez klony 4 a 8. Hodnoty ptivodni linie REH se opét nachazeji uprostied. Tato zavislost
naznacuje, ze delece del(5)(q34) by mohla ovliviiovat mechanismy spojené s aktivitou
glykolyzy v burikadch. Klon 3 by pak byl citlivéjsi k t¢inkim L-asparaginasy pravé pro-
to, ze glykolyza u néj neprobiha v takovém méritku jako u bunék bez delece. Ovsem
pri sledovani Gc¢inku L-asparaginasy na produkci laktatu u jednotlivych kloni ziskané
vysledky hypotézu nepotvrzuji. U nékterych linii dochazi k poklesu hladiny laktatu,
u jinych k jejimu zvyseni, ikdyz tyto rozdily nejsou prilis vyrazné. Pro objasnéni tohoto
faktu a presného mechanismu piisobeni L-asparaginasy na proces glykolyzy bude tieba

dalsiho vyzkumu.
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6. Zavér

Predkladana bakalarska prace se zabyvala vlivem delece del(5)(q34) na citlivost leuke-
mickych bunék vici L-asparaginase.

Tato zavislost byla studovana na bunéc¢né linii REH a klonech, pozitivnich ¢i neg-
ativnich na deleci, odvozenych z ptivodni linie.

Vysledky bakalarské préace ilustruji, ze pfitomnost této delece ovliviiuje odpoveéd
malignich bunék na terapii L-asparaginasou. Buiiky s deleci del(5)(q34) vykazuji vétsi
citlivost na L-asparaginasu, zatimco bunky bez ni jsou rezistentnéjsi. Presny mecha-
nismus tohoto ptisobeni zatim neni znam a je pfilezitosti pro dalsi vyzkum.

Ziskané poznatky pfipivaji ke snahdm o objasnéni vzniku rezistence na L-asparagi-
nasu. Prozkoumaéani tohoto procesu je velmi dulezité, nebot je jednou z p¥icin relapst

onemocnéni u déti postizenych akutni lymfoblastickou leukemii.
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