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Abstrakt

Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) je nejcastéjsim malignim onemocné-
nim u déti. Navzdory velkym tspéchtim v 1é¢bé tohoto onemocnéni, relaps
stale postihuje 15 — 20 % pacienti. Jednim z moznych divodii relapsu je
vznik rezistence na cytostatika. Dilezitou slozkou chemoterapie u détské ALL
je L-asparaginaza a praveé rezistence vici ni casto komplikuje pribéh lécby.
Pri¢iny vzniku rezistence zatim nebyly dostatec¢né popsany. Tato diplomova
prace je soucasti rozsdhlého projektu, ktery se snazi objasnit mechanismy
ucinku L-asparagindzy a pri¢iny vzniku rezistence na toto chemoterapeu-
tikum. Rozdilné metabolické naroky u nadorovych bunék byly popsany jiz
v roce 1924 O. H. Warburgem a jsou predmétem zkoumani dodnes.

Cilem této prace bylo zjistit vztah mezi bazalnim metabolickym nasta-
venim leukemickych bunék a jejich citlivosti na L-asparaginazu. Za timto
ucelem byly podrobné prozkoumany dvé metabolické drahy, glykolyza a oxi-
dativni fosforylace, pomoci pristroje Seahorse Bioanalyzer. Dale byla deteko-
vana exprese vybranych gent, jejichz produkty se podili na procesu glykolyzy.
Studovan byl také obsah mitochondriadlniho retikula v bunkéch, exprese genu
pro asparagin syntetazu a velikost bunék. Experimenty byly provadény na
19 modelovych leukemickych bunéénych liniich, které reprezentovaly genoty-
picky i fenotypicky rtzné druhy leukemie. 11 bunécnych linii predstavovalo
akutni lymfoblastickou leukemii, z toho 9 zastupci bylo z B-prekurzorové
fady (B-ALL) a 2 byli z T-prekurzorové rady (T-ALL). Zbylych 8 bunéc-
nych linii reprezentovalo myeloidni leukemii v akutni (AML) nebo chronické
(CML) fazi. Vysledky této prace potvrzuji souvislost mezi glykolytickou ak-
tivitou bunék a jejich citlivosti vici L-asparaginaze. Bylo objeveno nékolik
gentl, jejichz zvysena exprese Kkoreluje se zvySenou glykolytickou aktivitou
bunék. Mohly by se tak stat potencialnimi markery metabolického nastaveni

u pacientskych vzorki.
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Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignant dise-
ase in children. Despite great advancements in treatment of this disease,
around 15-20 % of patients suffer a relapse. One of the possible reasons for
relapse is developed resistance to cytostatic drugs. L-asparaginase is an im-
portant chemotherapy component for childhood ALL and resistance to this
drug often complicates treatment. To date, causes of developing resistance
have not been sufficiently described. This thesis is a part of a greater research
project focusing on mechanisms of L-asparaginase’s activity and reasons for
developing resistance to this chemotherapeutic agent. Differential metabolic
requirements of cancerous cells have been described as early as 1924 by O.
H. Warburg and they have been subject to scientific inquiry since.

This study aimed to describe the relationship between basal metabolic
determinants of leukemia cells and their sensitivity to L-asparaginase. For
this reason, two metabolic pathways, glycolysis and oxidative phosphorylati-
on, were studied in detail using a Seahorse Bioanalyzer. Further, expression
of specific genes involved in glycolysis was detected. Content of mitochon-
drial reticulum in cells, expression of the asparagine synthetase gene, and
cell size were also studied. Experiments were conducted on 19 leukemia cell
line models, which represented both genotypes and phenotypes of various ty-
pes of leukemia. 11 cell lines represented acute lymphoblastic leukemia, 9 of
which were B-precursor lines (B-ALL) and 2 were T-precursor lines (T-ALL).
The remaining 8 cell lines represented myeloid leukemia in the acute (AML)
or chronic (CML) phase. Findings of this study confirm the relationship
between glycolytic activity in cells and their sensitivity to L-asparaginase.
Several genes have been discovered, whose increased expression is correla-
ted to increased glycolytic activity in cells. As a result, these could become
potential markers of metabolic determinants in patient samples.

(In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

2-DG
ABL
ALL
AML
ASNS
ATP
£2m
B-ALL
CML
DMSO
DNA
ECAR
EV
FAB

FBS
FCCP
GAPDH
GLUT1
GLUT3
GLUT5
GUSB
HK?2
HPRT1
LDHA
LDHB
MCT1
MCT4
MTS

2-deoxy-D-glukoza

gen (Abelson Murine Leukemia)

akutni lymfoblasticka leukemie

akutni myeloidni leukemie

asparagin syntetaza

adenosintrifosfat

beta-2-microglobulin

Akutni lymfoblasticka leukemie fady B

chronickd myeloidni leukemie

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

zména pH (extracellular acidification rate)
electronic volume

francouzsko-americko-britska spolupracujici skupina
(French-American-British Cooperative Group)
fetalni hovézi sérum (Fetal Bovine Serum)
karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenéza
glukézovy transporter 1

glukézovy transporter 3

glukézovy transporter 5

glukuronidaza B

hexokinaza 2

hypoxantin fosforibosyl transferasa
laktatdehydrogenaza A

laktatdehydrogenaza B

monokarboxylovy tranporter 1

monokarboxylovy tranporter 4
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-
-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium)



OCR spotfeba kysliku (oxygen consumption rate)

PCR polymerazova reakce

PFKM 6-fosfofruktokinaza M

PGM1 fosfoglukomutaza 1

PKM?2 pyruvat kinaza M2

qPCR kvantitativni polymerazova reakce

RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR polymerazova reakce s reverzni transkripci

T-ALL akutni lymfoblastické leukémie fady T

TEL/AML1 fazni gen

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)



1. Uvod

1.1 Leukemie

Pojem leukemie zahrnuje celou fadu malignich onemocnéni postihujicich he-
mopoeticky systém. Toto oznaceni, v originale leukémie, bylo poprvé pouzito
jiz v roce 1849 némeckym lékafem Rudolfem Virchowem (Mayer et al., 2002).

Za vznikem vsech krevnich bunék stoji stejna pluripotentni kmenova buii-
ka (obrazek , str. . Diky nesymetrickému déleni vznika z mateiské bunky
vzdy jedna bunka s materskymi vlastnostmi a jedna dcefinna bunka, ktera
dale podléha postupné diferenciaci. Timto procesem je zachovana rovnovaha
a obnova krevniho systému. v pripadé postizeni organismu leukemii je vsak
tento proces narusen. Vyvoj krevnich bunék je v urcitém stadiu blokovan,
nedochazi k Gplné maturaci a bunky si zachovavaji schopnost proliferovat
(Pui et al., 1998). Tyto nezralé krevni bunky, leukemické blasty, vznikaji
v kostni dfeni, zaplavuji krevni fecisté, jsou postupné siteny do lymfatickych
uzlin, jater a jinych organti a vytésnuji zdravou populaci krevnich bunék
(Enver et al., 1998).
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Obréazek 1.1: Schéma krvetvorby (prevzato z Horejsi et al., 2013)



1.1.1 Vznik leukemie

Stejné jako u vétSiny malignich onemocnéni neni presna pfi¢ina vzniku leu-
kemie znama. Teorie vicestupniového procesu pfi vzniku nadorového onemoc-
néni je tak prijiména jako platnd i u leukemii. Pfeména v maligni bunku
probiha v nékolika krocich a diky jednotlivym genetickym zménadm dochazi
k pozitivni selekci preleukemickych bunék, z nichz se postupné stavaji bun-
ky leukemické (Greaves, 1999). Dle této teorie se na vzniku leukemie podili
cela fada faktorti. Mizeme je rozdélit na vnéjsi a vnitini. Vnéjsi faktory
se dale déli na fyzikalni (ionizujici a neionizujici zareni), chemické (chemi-
kalie, cytostatickd 1é¢ba jingch onemocnéni) a biologické (pfedevsim viry)
(Wiemels, 2012). Mezi vnitini faktory patii genetické dispozice jedince a jiz
existujici chromozomalni zmény. Dédi¢nost tohoto onemocnéni vSak nebyla
prokézana. Dalsimi neopomenutelnymi faktory ovliviiujicimi vznik leukemie
jsou vék, pohlavi, zdravotni stav (kli¢ovou roli zde hraje imunitni systém)
a zivotni styl (strava, koufeni (Chang, 2009)) (Mayer et al., 2002).

Vyzkumy leukemie u novorozencti, jednovaje¢nych i vicevaje¢nych souro-
zenci pomalu vnaseji svétlo do etiologie leukemii a jejich pocatecnich fazi.
Jsou dolozeny pripady vrozenych leukemii, které poukazuji na moznost jejiho
pocatku jiz v prenatalnim obdobi (Wiemels et al., 1999).

Jedna z teorii vzniku leukemie v détském véku poukazuje i na moznost
jejiho propuknuti jako abnormalni imunitni reakce po styku ditéte s pro néj

neznamou virovou infekci nebo jinym antigenem (Chang et al., 2009).

1.1.1.1 Leukemogeneze na molekularni arovni

Leukemické bunky maji vlastnosti typické pro vétsinu nadorovych bunék. Té-
mi naptiklad jsou: ztrata schopnosti diferenciace pti zachovani, nékdy i zvyse-
ni, proliferace; defekty apoptdzy vedouci k prodlouzeni zivota bunky; neza-
vislost na vnéjsich rastovych faktorech a zmény v metabolickych drahach
(Mayer et al., 2002).

Za vznikem vétsiny z téchto transformaci stoji hromadéni mutaci v ge-
nomu kmenovych bunék nebo progenitort, tedy castecné diferencovanych
bunék jednotlivych fad krvetvorby (Enver et al., 1998).

Miize se jednat o velké zmény na tirovni poc¢tu celych chromozomii, stejné
tak jako pouze o bodové mutace, pfi nichz dochazi k zaménam jednotlivych
béazi nukleovych kyselin. Typickym jevem byva vznik fazniho genu pomoci

translokace nebo delece (Greaves, 1999). Kli¢ové jsou mutace ve dvou typech



genil, a to v protoonkogenech a antionkogenech (tumor supresorovych ge-
nech). Protoonkogeny jsou geny ticastnici se predevsim regulace a stimulace
bunécéné proliferace. Jejich mutacemi dochazi ke vzniku aktivovanych onko-
gentl, které produkuji proteiny v nadbytku, se zvysenou aktivitou nebo bez
regulacnich vlastnosti (Wiemels, 2012). Antionkogeny naopak tlumi prolife-
raci a stimuluji diferenciaci ¢i apoptézu. Mutacemi dochazi k jejich inhibici
a bunécna proliferace je zvySena na tkor diferenciace. Dochézi také k defek-
tiim v apoptotickych drahach a bunky jsou schopné uniknout programované
bunééné smrti (Mayer et al., 2002). K aktivaci onkogent je dostacujici mu-
tace v jedné jeho alele, jedna se tedy o mutaci dominantni. Naopak mutace
antionkogenti je recesivni a k jejimu uskutecnéni musi dojit na obou alelach
genu (Rubnitz et al., 1999).

Ditikazem genové podstaty vzniku leukemii jsou mimo jiné i experimenty s
my$imi modely. Pfenesenim fizniho genu PML/RAR« se u nich podafilo vy-
volat onemocnéni podobné lidské akutni promyelocytarni leukemii (Melnick
et al., 1999).

1.1.2 Rozdéleni leukemii

Jako leukemie je oznacovana velmi heterogenni skupina vsech malignit po-
stihujicich hemopoeticky systém. Oficidlni déleni a nomenklatura vyuziva
celou fadu parametri k vymezeni jednotlivych subtypt. Existuji dva pouzi-
vané systémy pro rozirazeni tohoto onemocnéni. Tim prvnim je tzv. WHO
(World Health Organisation) klasifikace, ktera ¢leni toto onemocnéni piede-
v8§im podle ptivodu postizenych bunék (Swerdlow et al., 2008). Druhou, a¢
starsi, presto pouzivanéjsi, je tzv. FAB (French-American-British Cooperati-
ve Group) klasifikace (Bennett et al., 1976). U tohoto systému jsou zdklad-
nimi charakteristikami pribéh onemocnéni a linie hemopoetickych bunék, ze
které pochézeji leukemické blasty.

Clenéni dle priibéhu rozdéluje leukemie na akutni a chronické. Akutni leu-
kemie se vyznacuji prudkym nastupem bez predchozi hematologické anamné-
zy. Bunky krvetvorby jsou blokovany v ranych stadiich svého vyvoje, tedy
zejména plné nezralé. Tento typ leukemie se vyskytuje pfedevsim v détském
veéku. Zatimco chronické leukemie jsou doménou dospélych a u déti se vysky-
tuji jen velmi zfidka. Postizeny jsou buriky v pozdéjsich stadiich diferenciace
a onemocnéni ma pomalejsi prubéh (Mayer et al., 2002).

Akutni i chronické leukemie déle zahrnuje celou fadu subtypt v nékolika



urovnich. Toto dalsi ¢lenéni probiha na zakladé cytogenetickych, imunologic-
kych, molekularné genetickych a morfologickych analyz maligné transformo-
vanych bunék (Rubnitz et al., 1999).

1.1.2.1 Akutni leukemie

Akutni leukemie tvori vétsinu pripadu tohoto onemocnéni a nejcastéji se
vyskytuji u déti.

Projevy se u pacienti velmi rtizni, mohou pfetrvavat tydny az mésice
a vyjimecné mohou i zcela chybét. Typickymi jevy doprovazejicimi onemoc-
néni jsou horecka, tinava, bledost a nechutenstvi. Casto se vyskytuji také
podlitiny v dtsledku poruch srazlivosti krve, zdufeni miznich uzlin, bolesti
kloubti a kosti ¢i jiné potize vyvolané dalsimi chorobami diky oslabenému
imunitnimu systému (Pui, 2000).

Akutni leukemie se stejné jako chronické déli podle puvodu ovlivnéné
linie krvetvorby na lymfoblastickou (ALL) a myeloidni (AML). ALL posti-
huje lymfoidni linii krvetvorby, ze které za normalnich okolnosti vznikaji
T a B lymfocyty. AML postihuje erythroidni, granulocytarni, monocytar-
ni a megakaryocytarni hemopoetickou linii. AvSak i tyto subtypy jsou stale
heterogennimi onemocnénimi, jejichz jednotlivé formy se od sebe velmi lisi.
Vsechny podskupiny jsou presné genotypové i imunofenotypové charakteri-
zovany. Rozdily jsou patrné v klinickych pfiznacich, laboratornich nélezech,

odpovédi na 1é¢bu i ve véku nastupu choroby (Mayer et al., 2002).

1.1.3 Vyskyt leukemie

Néadorova onemocnéni jsou typickou doménou starsiho véku. Pravdépodob-
nost jejich vyskytu s vékem nartsta, zatimco u déti jsou velmi vzacna. Vyjim-
kou je ovSsem onemocnéni leukemii, kde velké procento pacientti tvori prave
déti (Stiller, 2004).

Akutni leukemie tvoii 65 % z celkového poc¢tu vSech leukemii. Jejich
vyskyt je ¢asto asociovan s hereditalnimi poruchami jako jsou Downuv syn-
drom (Fong et al., 1987), Bloomiiv syndrom (Poppe et al., 2001), ataxia-
telangiectasia (Yamada et al., 1998) ¢ Fanconiho anémie (Rochowski et al.,
2012). ALL je nejcastéjsi malignitou détského véku a tvori 80 % vSech dét-
skych leukemii (Pui et al., 1998). Ro¢né ji v Ceské republice onemocni asi
70 déti, z ¢ehoZ nejvice pacienti je ve véku 2 — 5 let (Trka et al., 2004).

AML naopak castéji propuka u dospélych pacienti, jejichz median véku pfi



diagndze je 65 let a vyskyt tohoto onemocnéni s vékem nartsta. U déti tvori
AML 15 % z celkového poc¢tu postizenych leukemii (Mayer et al., 2002).

Chronické leukemie postihuji dospélou populaci a jejich vyskyt v détském
véku je velmi vzacny. Tvoii 35 % z celkového vyskytu leukemii. Priimérny vék
pii diagnéze chronické lymfoblastické leukemie (CLL) je 71 let. Jen vzéacné se
vyskytuje u lidi mladsich 40 let a extrémné vzacna je u déti. Chronicka mye-
loidni leukemie (CML) propuké také predevsim u starsi populace a pramérny
vék pri diagnéze je 64 let. Leukemie vyskytujici se u starsich lidi jsou casto
dasledkem cytostatické 1écby jinych zhoubnych onemocnéni (Mayer et al.,
2002).

1.1.4 Lécba leukemie

Béhem poslednich let bylo pri lé¢bé leukemie dosazeno nesmirného pokroku.
Jesté pocatkem druhé poloviny 20. stoleti byla leukemie bez vyjimky smr-
telnou chorobou. Jeji lécba byla pouze udrzovaci a méla za cil pacienttim co
nejvice zlepsit kvalitu zbyvajiciho Zivota, nikoli je v8ak vylécit (Trka et al.,
2004). v soucasné dobé je vsak zcela vylécéeno 60 % dospélych pacientt a az
85 % déti. Akutni leukemie jsou pii ¢asné diagndze léCeny snadnéji a je u
nich vétsi Sance na tplné uzdraveni nez u leukemii chronickych (Pui et al.,
2006).

1.1.4.1 Zakladni pojmy, diagnostika a prubé&h lécby

Pti 1é¢bé leukemie jsou vyuzivany chemoterapie, radioterapie a bioterapie,
které jsou kombinovany podle specialnich protokol. Vyznamnou roli hraje
spravna diagnostika a zatazeni do lécebné skupiny. VySetfovany jsou vzorky
kostni dfené a periferni krve. Je snaha o co nejvétsi individualizaci pristupu,
aby doslo ke zvySeni efektivity 1é¢by (Kersey, 1997). Terapie je paciento-
vi pfizptsobena na miru podle jeho prognostickych vyhlidek. Pacienti jsou
nejcastéji rozdéleni do t¥i zakladnich skupin: s vysokym rizikem, se stfednim
rizikem a se standardnim rizikem. Rozdéleni pacientii do téchto skupin pro-
biha na zakladé prognosticky vyznamnych znaki, jako jsou naptiklad chro-
mozomalni aberace leukemickych bunék ¢i ¢asnd odpovéd na léébu (Pui et
al., 2004) (Kaspers et al., 2007).

Dtlezitym okamzikem pri terapii leukemie je moment dosazeni remise.
Remise je stav, kdy vymizi znamky onemocnéni a pii vysetieni krve nejsou

nalezeny zadné leukemické blasty (Pui et al., 2000). v nékterych ptipadech



se vSak stane, ze dojde k tzv. relapsu, tedy navratu onemocnéni po tom, co
jiz byla dosazena kompletni remise. Relaps onemocnéni je hlavnim problé-
onemocnéni (Pui et al., 2006) (Chessells, 1998). Casto se stava, Ze se pacient
stane rezistentni vii¢i predchozimu postupu, davky chemoterapeutik se musi
zesilit a vysokorizikovi pacienti mohou byt indikovani k transplantaci kostni
dfené od vhodného déarce (Barret et al., 1994).

Neopomenutelnou roli hraje pti 1é¢bé vSech typt leukemie podpiirna te-
rapie. Pacientiim je casto tfeba podavat krevni derivaty, jelikoz krvetvorba
je leukemickymi blasty potlac¢ena (Pui, 2006). v disledku oslabeného imunit-
niho systému jsou casté komplikace sekundarnimi, vétsinou infekénimi cho-
robami. Ty je tfeba okamzité fesit, aby nedoslo k ohroZeni pacienta (Cortes
et al., 1995).

1.1.4.2 Lécba détskych pacienti

Lécba détskych leukemii slavi mnohem vétsi tspéchy nez v ptripadé dospélych
pacientti. Nejlepsi prognézu maji nemocni ve véku od 2 do 7 let. U déti se
pouzivaji vétsi davky chemoterapeutik a Sirsi spektrum jejich druhi. Mlady
organismus se s nastalymi zménami lépe vyporadava a hrozi u nich mnohem
mensi riziko vedlejSich Uc¢inkd nez u dospélych pacienti, jejichz télo tuto
z4t67 snasi mnohem hiife. Uspéchy 1é¢by détské akutni leukemie spocivaji
v pouziti kombinované chemoterapie (Cortes et al., 1995). Ta u ALL za-
hrnuje prednison, vinkristin, daunorubicin, L-asparagindzu (Amylon et al.,
1999), cytosinarabinosid, merkaptopurin (Pinkel, 1993), cyklofosfamid a me-
totrexat podavany ve vysokych davkach (Wall et al., 2000). Vyléceni ALL u
déti dosahuje 75 — 80 %.

Terapie AML u déti obsahuje antracyklin, cytarabin, fludarabin, idaru-
bicin, mitoxantron, cytosinarabinosid a etoposid. Uspé&nost vyléceni je nizsi
nez u ALL, a to 60 % (Cortes et al., 1995).

1.1.4.3 L-asparaginaza

L-asparaginaza (ASNase) je enzym piirozené se vyskytujici u rostlin, Zivoci-
chi i mikroorganismu (Shristava et al., 2010). Patfi do skupiny deamidéz.
Katalyzuje hydrolytickou pfeménu asparaginu na aspartat a glutaminu na
glutamat (obrazek str. za uvolnéni amoniaku (Aghaiypour et al.,
2001).
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Obrazek 1.2: Hydrolyza asparaginu na aspartat a glutaminu na glutamat
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1.1.4.3.1 Asparagin syntetaza

Antagonistou L-asparagindzy je enzym asparagin syntetaza (ASNS). Patii do
skupiny aminotransferaz a je zodpovédna za endogenni syntézu asparaginu.
Pfenasi aminoskupinu z glutaminu na aspartat za spotfeby ATP (obrazek
, str. . v eukaryotickych bunikdch nevyuziva jiné substraty, je proto

oznacovana jako glutamin-dependentni (Richards, 1998).
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Obrazek 1.3: Syntéza asparaginu enzymem asparagin syntetaza

1.1.4.3.2 Vyuziti L-asparaginazy pri lécbé leukemie

Vyrazné 1écebné ucinky L-asparaginazy byly objeveny v roce 1953, kdyz po
aplikaci séra z morcete zacalo u nemocnych mysi a krys dochazet k reduk-
ci velikosti lymfomi (Kidd, 1953). Po podrobném prozkouméni sloZeni séra
a vlastnostech jeho slozek, bylo zjisténo, ze tyto protinadorové ucinky nalezi
enzymu L-asparaginaza (Broome, 1963). v sou¢asné dobé se pro terapeutic-
ké tcely ziskdva z mikroorganismi kmene Escherichia coli nebo Erwinia
carotovora. Enzymy od obou kmenii maji stejné acinky, ale pti vzniku alergie
pacienta na jeden druh lze pouzit L-asparaginazu od druhého kmene, protoze
protilatky vznikajici proti jednomu preparatu nemaji zkrizenou reakci s dru-
hym, coz je v praxi velmi vyhodné (Zalewska-Szewczyk et al., 2009). Tento
enzym je esencialni komponentou lé¢ebnych protokolt pro akutni lymfob-
lastickou leukemii détského veku. Vyzkumy dokazuji, Ze pfi monoterapii L-
asparaginazou je dosazeno kompletni remise u 40 — 60 % vSech détskych ALL
(Tallal et al., 1970). U dospélych je situace zna¢né komplikovéna vedlejsimi
ucinky jako naptiklad vznikem trombotickych stavii, akutni pankreatitidy ¢i
selhanim jater. v téchto pripadech je tedy pouzivana spise jako doplikova
slozka chemoterapie nebo je z ni Gplné vytrazena. Snahou tedy je ji do terapie
dospélych zatazovat, ale pouze s velkou opatrnosti vzhledem ke stavu paci-
enta. Zajimavé je, ze na lécbu leukemie myeloidni fady nema takovy vyrazny

vliv, a tak se pfi terapii AML nepouziva (Couturier et al., 2015).

1.1.4.3.3 Mechanismus uc¢inku L-asparaginazy

Rist vSech bunék je zavisly na prijmu latek z okoli pro zabezpeceni radné-
ho chodu metabolickych procesii. Cytotoxické ptisobeni L-asparaginazy tkvi
v hydrolyze asparaginu a glutaminu, tedy ve snizeni jejich koncentrace v krev-

nim séru (Aghaiypour et al., 2001). Extracelularni pfitomnost téchto amino-
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kyselin je dilezita pro spravny riist a vyvoj bunék i tkani. Zdravé buriky jsou
schopny vykompenzovat jejich nedostatek endogenni syntézou, a tak na né
pusobeni L-asparaginazy nema cytotoxicky vliv jako v pripadé bunék leuke-
mickych. Za endogenni tvorbu asparaginu je zodpovédna ASNS. Leukemické
blasty maji expresi ASNS v porovnani se zdravymi butikami sniZenou a jsou
tedy zavislé na extracelularni pfitomnosti substrati (Haskell et al., 1989).
Diky jejich nedostatku po ptlisobeni L-asparaginazy dochazi k poskozeni pro-
teosyntézy a nasledné k navozeni bunécéné smrti. Pfesné mechanismy ucinku

a drahy, kterymi dochazi k ovlivnéni metabolismu bunék, vSak nebyly jesté

popsany.

1.1.4.3.4 Rezistence vici L-asparaginaze

Velkou komplikaci pfi 1éc¢bé détské ALL je relaps onemocnéni, ktery v soucas-
né dobé stale jesté postihuje 15 — 20 % pacientt (Pui et al., 2006). Pfi¢in vzni-
ku relapsu je celd fada. Jednou z nich miize byt netispéch terapie v disledku
rezistence na cytostatickou lé¢bu véetné L-asparagindzy (Pieters et al., 1997).
Mechanismus vzniku rezistence na L-asparaginazu nebyl doposud jednozna-
¢né popsan (den Boer et al., 1998). Je to komplexni proces ovliviiujici ce-
lou fadu bunéénych metabolickych drah. Odpovéd jednotlivych pacientt na
ucinky L-asparaginazy je rozdilna a pric¢iny této odlisné citlivosti zlstavaji
i nadale otazkou a predmétem zkoumani.

Jako nejjednodussi vysvétleni se nabizela rozdilnd hladina exprese aspa-
ragin syntetazy, antagonisty L-asparaginazy. Poc¢atec¢ni studie na modelovych
leukemickych bunéénych liniich tomu nasvédcovaly. Zvysena exprese ASNS
byla prokdzana u ALL bunécénych linii rezistentnich vic¢i L-asparaginaze
(Aslain et al., 1989) a zaroveii bylo i docileno rezistentniho fenotypu zvySenou
expresi ASNS. Tato teorie vSak byla zcela vyvracena u pacientskych vzorki.
Hladina exprese ASNS se sice mezi pacienty lisi, ale je celkové velmi nizka
a korelace s citlivosti vii¢i L-asparagindze zde neni (Hefmanova et al., 2012).
Déle byl objeven i paradox u ALL pacienti s faznim genem TEL/AMLI.
Tito pacienti maji expresi ASNS zvysenou a zaroven jsou citlivéjsi na 1é-
¢bu L-asparaginazou ve srovnani s pacienty bez vyskytu tohoto fiizniho genu
(Krejci et al., 2004) (Stams et al., 2003).

Néadorové mikroprostiedi hraje diilezitou roli onkogeneze i u nesolidnich
nadort. Pro leukemické bunky jsou zasadni mezenchymalni buriky kostni die-
né. Vzniklo tedy podezteni, Ze praveé syntéza asparaginu mezenchymalnimi

bunkami kostni dfené by mohla chranit leukemické blasty pred jeho nedostat-
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kem (Iwamoto et al., 2007). Hladina asparaginu v krvi a kostni dfeni byla
méfena béhem indukéni 1é¢by, zvysena koncentrace ovSem zjisténa nebyla
(Tong et al., 2013).

Glutaminazova aktivita L-asparaginazy byla zprvu zcela opomijena. Sou-
casné poznatky vsak odhaluji jeji dilezitost a nékteré vyzkumy ji dokonce
stavi nad tu asparaginovou (Ramay et al., 2012). Nedostatek glutaminu vy-
razné ovliviiuje jak transla¢ni, tak i metabolické procesy v buiice (Wise et al.,
2010). Dilezitou roli zde hraje komplex mTORCI, ktery je klicovym protei-
nem transla¢ni drahy. Diky nému je ovlivnéna autofagie (Levine et al., 2004)

a také oxidace a syntéza mastnych kyselin u bunék.

1.2 Metabolismus nadorovych bunék

Nadmeérné proliferujici nadorové buriky vykazuji odlisné metabolické naroky
ve srovnani se zdravymi, diferencovanymi buikami. Velké mnozstvi energie
a biomasy je spotfebovano pravé na nadmérnou proliferaci, a tak k jejimu
zajisténi nestaci pouze klasické energetické cesty (Barger et al., 2010). Trans-
formace bunééného metabolismu jsou uskutectiovany k zajisténi prisunu in-
termediarnich metabolitti pro syntetické pochody a k tvorbé dostatecného
mnozstvi energie ve formé ATP a redukénich ekvivalentt. K syntéze energe-
ticky vyhodnych molekul je vyuzivano Siroké spektrum zdroji jako napriklad
glukéza, aminokyseliny a lipidy. v zavislosti na jejich aktudlni dostupnosti
muze bunka ménit metabolické cesty, které zrovna k ziskavani energie pouzi-
rové bunky glykolyza, ve které je zpracovavana glukéza. Druhou nejcastéjsi
cestou je odbouravani glutaminu, tzv. glutaminolyza a u nékterych nadort
byla dokonce zjisténa primarni zavislost pravé na glutaminu (Gao et al.,
2009). Tato zavislost na nékterych zdrojich energie a jeji nadmérna spotieba
se v soucasnosti jevi jako dobry terapeuticky cil (Wise et al., 2010) a podléha

mnoha vyzkumim.

1.2.1 Warburguv efekt

Stale neobjasnénym paradoxem zistava, pro¢ nadorové bunky vyuzivaji k zis-
ku energie glykolyzu na tkor energeticky vyhodnéjsi mitochondridlni respi-
race. Tato typickda metabolickd zména, tzv. Warburgiiv efekt, byla popsana

v roce 1924 némeckym biologem a lékarem Ottou Heinrichem Warburgem.
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Predklada nadmérné vysoky piijem glukdézy u naddorovych bunék (Warburg,
1956). Toto velké mnozstvi je zpracovano v procesu aerobni glykolyzy a slou-
71 k zisku energie ve formé ATP pro bunku. Vyslednym produktem je lak-
tat, ktery okyseluje nddorové mikroprostredi. Ptivodné byla tato metabolickéa
zména povazovana za pri¢inu maligni transformace (Warburg, 1956), nyni je
vSak povazovana spise za vysledek mutaci onkogentl a tumor supresorovych
gent a charakteristickym privodnim znakem onkogeneze. Prechod od glyko-
Iyzy k energeticky vyhodnéjsi oxidativni fosforylaci byl pozorovan u zdravych
bunék v pripadé bunééného stresu (Suganuma et al., 2010). Jako mozn4 stra-
tegie pro lécbu malignit tedy vyvstava ptisobeni cytostatik na indukci zmény

zisku energie ve prospéch oxidativni fosforylace (Kaelin et al., 2010).

1.2.2 Glykolyza a leukemie

Vliv metabolismu naddorovych bunek na léébu leukemie byl popsan jiz v mno-
ha pripadech a zvlasté proces glykolyzy zde hraje zasadni roli. U pacientt
trpicich AML byla prokézéna spojitost mezi glykolytickou aktivitou leuke-
mickych bunék pii diagnéze a celkovou prognézou. Cim vice glykolytické
metabolické nastaveni bunky vykazuji, tim slabsi je odezva na podana léciva
(Herst et al., 2011).

Dale byla nalezena spojitost mezi glykolyzou a rezistenci na glukokorti-
koidy u B-ALL bunéc¢nych linii. Geny spojené s metabolismem glukézy jsou
u riznych linii exprimovany rtzné a tyto rozdily koreluji s citlivosti na glu-
kokortikoid prednison, ktery se bézné pri 1écbé leukemii pouziva. Zvyseny
piijem glukézy vede k rezistenci na toto chemoterapeutikum a pfi inhibici
glykolyzy pomoci 2-deoxy-D-glukézy (2-DG) dochézi ke zvySeni citlivosti u
rezistentnich bunék (Hulleman et al, 2009).

U B-ALL i T-ALL bunéénych linii byla objevena souvislost mezi expre-
si genu pro antiapoptoticky protein MCL1 a citlivosti bunék na prednison.
Snizeni exprese MCL1 u bunék rezistentnich vici prednisonu vedla ke snize-
ni proliferace a zvysSeni citlivosti. U téchto bunék doslo také k vyraznému
snizeni ptijmu glukézy (Ariés et al., 2013).

Rezistence viici glukokortikoidiim spojena se zvysenou glykolytickou akti-
vitou byla prokazana i u T-ALL bunéénych linii. Inhibice glykolyzy zde také
vedla k lepsi odpovédi na chemoterapeutika a navic byla popsana i synergie
s inhibici mitochondrialni respirace (Samuels et al., 2013).

Dtlezitou roli hraji také membranové prenasece glukézy. Po deleci gluké-

15



zového transporteru 1 (GLUT1) dochazi u B-ALL bunéénych linii ke snizeni
prijmu glukdzy, zaroven také ke snizeni proliferacni aktivity a zvyseni apo-
ptézy. In vivo byla pozorovana ztrata schopnosti hromadéni téchto bunék

a zpomaleni progrese leukemie (Liu et al., 2014).
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2. Cile prace

Cilem predkladané diplomové préace bylo zjistit, zda bazalni metabolické na-
staveni leukemickych bunék ovliviiuje jejich citlivost k L-asparaginaze. Studo-
vano bylo také, jestli se metabolickéa aktivita bunék bude odrazet ve fenotypu
bunék jako je velikost bunék a pocet mitochondrii. Dalsim cilem bylo navrh-
nout potencidlni marker na expresni trovni, ktery by mohl byt pouzity pro
urceni glykolytické aktivity u pacientskych vzorki.

Za timto tucelem bylo tfeba:

e Vsechny experimenty provést na souboru genotypové i fenotypové roz-
dilngch modelovych leukemickych bunéénych linii (celkem 19 bunéé-
nych linii: 5x AML, 3x CML 2x T-ALL, 9x B-ALL).

e Urcit citlivost bunék na L-asparaginazu.

e Stanovit glykolytickou aktivitu u bunécnych linii.

e Stanovit mitochondridlni respiraci u bunéénych linii.
e 7mérit expresi vybranych glykolytickych gent.

e Zjistit mnozstvi mitochodridlniho retikula v bunkach.
e 7méTit expresi genu pro enzym asparagin syntetaza.
e Detekovat velikost bunék.

e Provést statistické vyhodnoceni vysledkii a najit vzajemné korelace.
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3. Metody

3.1 Prace s bunéénymi liniemi

Buniky pouzivané pfi experimentech byly uchovavany v kultivacnich lahvich
(TPP, Techno Plastic Products) v inkubatoru pii 37°C a 5 % CO,. Veskera
prace s nimi pti dlouhodobé kultivaci probihala ve sterilnim prostiedi mikro-
biologického boxu. Zabranilo se tak kontaminaci mikroorganismy z vnéjsiho

prostredi.

3.1.1 Bunécné linie pouzivané pri experimentech

Bunécéné linie pouzivané v experimentech byly zakoupeny od firmy DSMZ —
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braun-
sweig. VSechny jsou suspenznimi liniemi, predstavujicimi genotypicky i feno-
typicky rtizné druhy leukemie:

e Akutni myeloidni leukemie (AML):

KASUMI-1, MOLM-13, MV4-11, NB4, THP1
e Chronickd myeloidni leukemie (CML) v blastické krizi:
BV-173, K-562, LAMA-84

e Akutni lymfoblastické leukemie fady T (T-ALL):
CEM, JURKAT

e Akutni lymfoblastickd leukemie fady B (B-ALL):

AT-2, HB11;19, Nalm-6, REH, RS4;11, SEM, SUP-B15, TOM-1, UOC-
B6

3.1.2 Priprava média pro kultivaci bunék

Kultivac¢ni médium, ve kterém byly vSechny buiky po celou dobu péstovany

bylo slozeno z:

e zivného roztoku Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI
1640, Life technologies)

e 10% (v/v) inaktivovaného fetédlniho hovéziho séra (FBS, Life technolo-
gies)
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e 1% (v/v) smési antibiotik a antimykotik (Antibiotic-Antimycotic, Life

technologies).

Inaktivované FBS bylo pfipraveno jeho rozmrazenim ve vodni lazni pti

37°C a teplotni inaktivaci pii 56°C po dobu 30 minut.

3.1.3 RozmraZeni bunék

Vzorky bunécnych linii byly uchovavany v tekutém dusiku. Pfi rozmrazovani
byly na ledu pfeneseny do vodni lazné, kde byly zahtivany po dobu 2 minut
pii 37°C. Poté k nim bylo opatrné pfipipetovano 10 ml pfedem vytemperova-
ného kultivaéniho média a butiky byly centrifugovany (Universal 32R, rotor
1619, Hettich) pti 169 g, 25°C po dobu 5 minut. Ziskand bunééna peleta
byla resuspendovana a prenesena do 5 ml kultivacniho média v kultivacni
lahvi. Déle byly burniky pasdzovany (viz. 3.1.4. Pasédzovani bunék, str. 18) a
po dostatecné regeneraci bunék od rozmrazeni byla ¢ast zpét zamrazena do

tekutého dusiku (viz. 3.1.6 Zamrazeni bunék, str. 19 )

3.1.4 Pasazovani bunék

Péstovanym bunkam je treba pravidelné ménit médium, aby dochézelo k do-
plnéni zivin. K tomu slouzi proces pasazovani, kdy je staré médium nahrazeno
novym a zaroven jsou odstranény i odumielé burniky. Tento proces byl u bunék
provadén dvakrat tydné.

Obsah kultiva¢ni lahve je centrifugovan (Universal 32R, rotor 1619, Het-
tich) po dobu 5 minut, pfi 169 g a teploté 25°C. Ziskan4 peleta je resuspen-
dovéna, buiiky spocitany (viz. 3.1.5 Poéitani bunék, str. 18) a pozadované

mnozstvi opét kultivovano v lahvi s novym médiem.

3.1.5 Pocditani bunék

Pocitani bunék bylo provadéno dvéma zptisoby. Ten prvni byl pomoci au-
tomatické pocitacky bunék (Automated Cell Counter, Life Technologies).
Bunééna suspenze byla smichana s trypanovou modii (Trypan Blue, Lonza)
1:1 a 10 ul této smési bylo aplikovano do pocitaciho sklicka (Cell Counting
Chamber Slide, Life technologies). To bylo vlozeno do poéitacky ziskanou
hodnotou byl celkovy pocet, pocet Zzivych a mrtvych bunék v 1 ml, viabi-
lita a velikost bunék. Druhym pristrojem vyuzivanym k pocitani bunék byl

Scepter™™™ 2.0 (Millipore). K pouzivani tohoto piistroje jsou nutné specialni
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senzory (Scepter Cell counter sensor, Millipore). Senzor se spoji s pristrojem
a pomoci néj se dovnitf nasava vzorek. Bunky jsou pfi prichodu senzorem
spocitany. Vysledkem je diagram ukazujici zastoupeni jednotlivych velikosti
buneék, ve kterém si lze oznacit sledovanou populaci a z té je potom vypoci-

tdna koncentrace bunék v ml.

3.1.6 ZamraZeni bunék

K zamrazeni bunék muze dojit nejdfive za tyden po jejich rozmrazeni, aby
bunky mély dostatek casu k regeneraci. Bunécna suspenze z kultivacni lah-
ve je centrifugovana (Universal 32R, rotor 1619, Hettich) po dobu 5 mi-
nut, pii 169 g a teploté 25°C. Poté jsou buiiky spocitany, 10.10° bunék je
preneseno do zamrazovaci zkumavky, doplnéno médiem, dimethylsulfoxidem
(10 % (v/v))(DMSO, Sigma-Aldrich) a inaktivovanym FBS (30 % (v/v)) (viz.
3.1.2 Pfiprava média pro kultivaci bunék, str. 17). Zamrazovaci zkumavka je
umisténa v mrazici nddobé (Mr. Frosty, Thermo Scientific) do -80°C po dobu

24 hodin a poté premisténa do tekutého dusiku k dlouhodobému uskladnéni.

3.2 Velikost bunék

Meéfteni bylo provedeno na priitokovém cytometru Cell Lab Quanta. Pro tu-
to analyzu nebylo tieba bunky znacit fluorescencné, pouze byla namérena
hodnota EV (electronic volume). Pfi pruchodu butiky pfistrojem je vytlacen
objem elektrolytu, ktery presné odpovida objemu bunky. Tato zména vyvo-
14 napétovy puls, jehoz intenzita odpovida objemu vytlacené kapaliny, tedy
i objemu bunky.

Buriky pro analyzu velikosti byly nasazeny v kultiva¢nim médiu (viz. 3.1.2
Ptiprava média pro kultivaci bunék, str. 17) do 24 jamkové desticky v kon-
centraci 0,5.10% /ml o kone¢ném poc¢tu 1.10° a inkubovény ptes noc. Dalsi den
byl obsah jamek centrifugovan (5 min, 243 g), ziskané pelety resuspendovéany
v 500 pl Cerstvého kultiva¢niho média a 200 ul bunééné suspenze bylo pre-
pipetovano do 96 jamkové desticky s kénickym dnem (TPP, Techno Plastic
Products). Pritokovym cytometrem Cell Lab Quanta byl zméfen EV, kte-
ry pfimo odpovida objemu, tedy velikosti, buinikky. Méfeni bylo provedeno v

biologickém duplikatu.
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3.3 Cytotoxicky test s pouzitim MTS

Ke stanoveni citlivosti bunék na L-asparaginazu byl pouzit cytotoxicky test s
vyuzitim MTS reagencie. Tento test je =zalozen na redukci MTS
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2- (4-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium) na formazan, ktera probihd v zivych burikidch pomoci mitochon-
dridlnich dehydrogenéz. Test byl proveden se vSemi 19 bunécnymi liniemi
v biologickém duplikatu.

Do 96-jamkové desticky byla pipetovana suspenze z jedné bunécné linie
tak, aby vysledna koncentrace byla 12000 bunék v 80 ul, tedy v jedné jamce
a byla inkubovana pies noc. Dalsi den bylo k buiikam pfidano 20 ul roztoku
L-asparaginazy (Asparaginase, Medac). Pokus byl provadén v hexaplikatech
nad sebou. Bylo pfipraveno 8 rtiznych koncentraci L-asparaginazy redénim
1:4. Vyslednd koncentrace L-asparagindzy v jamce byla 5,12.107° — 4 TU /ml.
Ptichystané bunky byly 72 hodin uschovany v inkubatoru. Poté byly vyjmuty
ven, bylo k nim priddno 14 ul MTS a byly opét inkubovany. Po tfech hodinach
byl spektrofotometricky (VersaMAX, Molecular Devices) zméfen rozdil mezi
jamkami oSetfenymi L-asparaginidzou a kontrolnimi jamkami. Absorbance

produktt byla métena pii 490 nm.

3.4 Energeticky profil bunék

Ke sledovani aktivity glykolyzy a mitochondrialni respirace u bunék byl pou-
zit pristroj Seahorse Bioanalyzer XFe24. V obou piipadech byl dodrzovan
protokol vyrobce s malymi obménami. Buiiky byly na dno 24-jamkové méri-
ci desky (Seahorse Bioscience) imobilizovany pomoci adhezivniho pfipravku
Cell Tak (Corning) dle ndvodu vyrobce a pii kazdé pokusu byly vzdy nasa-
zeno v poc¢tu 300 000 bunék.

P¥i méfeni glukézy bylo pouzito ¢isté ,Base medium“ (Seahorse Bios-
cience) a postupné piidavky v pribéhu méfeni byly 10mM glukéza, 1 M
oligomycin a 100 mM 2-deoxy-D-glukéza (XF Glycolysis Stress Test Kit Se-
ahorse Bioscience).

P¥i méFeni mitochondriélni respirace bylo pouzito ,, Assay medium“ (Sea-
horse Bioscience) doplnéné o 10mM pyruvat, 2mM glutamin, 10 mM glukézu,
0,2% BSA a 1lmM HEPES. Piidavky byly 2 uM oligomycin, 2x FCCP a 1
puM rotenon s 1ug/ml antimycinem A (XF Mito Stress Test Kit Saehorse Bi-

oscience). Koncentrace FCCP byla u kazdé linie jind. Postupné se vytitrovala
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takova koncentrace, kdy bunky dosahla svého respira¢niho maxima.
Veskera méfeni byla provedena v technickém tetraplikdtu a biologickém

triplikatu.

3.5 Kvantitativni PCR v realném case (qPCR)

Kvantitativni RT-PCR v redlném case byla vyuzita ke stanoveni exprese
vybranych glykolytickych gent a asparagin synthetasy na mRNA trovni (viz.
3.5.4 qRT-PCR, str. 22). Kvantitativni PCR v realném case se stanovila
exprese vybranych mitochondridlnich gentt na DNA trovni (viz. 3.5.6 qPCR,
str. 24). Tato analyza byla provedena u vSech 19 bunéénych linii.

Sledované geny a jejich produkty:
e glykolytické geny

- GLUT1 - glukézovy transporter 1

- GLUT3 — glukézovy transporter 3

- GLUT5 — glukézovy transporter 5

- HK2 — hexokinéaza 2

- LDHA - laktatdehydrogenaza A

- LDHB - laktatdehydrogenaza B

- MCT1 — monokarboxylovy tranporter 1
- MCT4 — monokarboxylovy tranporter 4
- PFKM - 6-fosfofruktokinaza M

- PGM1 - fosfoglukomutaza 1

- PKM2 — pyruvat kindza M2

e mitochondrialni geny

- D-loop — konzervovana oblast mtDNA

- 16S — podjednotka prokaryotniho ribozomu
e asparagin syntetaza — enzym ASNS
e kontrolni geny

- ABL - abelson murine leukemia
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- [2m — beta-2-microglobulin
- GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenaza
GUSB - glukuronidaza B

HPRT1 — hypoxantin fosforibosyl transferaza

RN18S1 - podjednotka eukaryotniho ribozomu

3.5.1 Priprava bunék

Kvantitativni analyza pomoci RT-PCR i PCR byla provedena v biologickych
triplikatech. Bunky pro analyzu byly nasazeny v kultivacnim médiu do 24
jamkové desticky v koncentraci 0,5.10°/ml o kone¢ném poctu 2.10° a inku-
bovany pies noc. Dalsi den byl obsah jamek centrifugovan (5 min, 243 g),
ziskané pelety byly resuspendovany v PBS a opét centrifugovany (4°C, 5 min,
243 g). Supernatant byl opatrné odsén a ziskané pelety pouzity pro izolaci
RNA a DNA.

3.5.2 Izolace RNA

Izolace RNA z bunéénych pelet byla provedena pomoci kitu RNeasy® Mini
Kit (Quiagen) presné dle ndvodu vyrobce a bylo vyuzito volitelného kro-
ku precisténi pomoci DNasy. Koncentrace a ¢istota vyizolované RNA byla
uréena pomoci spektrofotometru NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer,
Thermo SCIENTIFIC) v programu ND-1000 V3.7.1. Tento piistroj méfi ab-

sorbanci vzorku ve svétle o vlnové délce 230, 260 a 280 nm.

3.5.3 Reverzni transkripce

Pomoci kitu iScript?’ ¢DNA Synthesis Kit (Bio Rad) byla piepsana vyi-
zolovand mRNA (messenger RNA) do ¢cDNA (kédujici DNA). Postupovano
bylo presné dle navodu vyrobce a byl pouzit 1 ug templatové RNA.

3.5.4 qRT-PCR

Ziskana cDNA byla pouzita k polymerazové Fetézové reakci. Amplifikace gly-
kolytickych gentt (GLUT1, GLUT3, GLUT5, HK2, LDHA, LDHB, MCTI,
MCT4, PFKM, PGM1, PKM2) a nékterych kontrolnich gentt (GUSB, HPRT1,
RN18S1) probéhla v pfistroji 7500 Fast Real-Time PCR System (Life tech-

nologies). Byly vyuzity komer¢né dodavané smési sond a primerta pro kazdy
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gen tzv. TagMan Assays (Life technologies). Vysledna reakéni smés byla na-

michana v duplikatu pro kazdy vzorek a pro kazdy gen o slozeni :
e TagMan Assay, 20x - 1 pul
e TagMan Universal Master Mix II, no UNG, 2x - 10 ul
e H20 -8 ul
e cDNA -1 pul

a celkovém objemu 20 pul.

Reakce v pristroji byla uskutecnéna ve specialni 96 jamkové desticce
(MicroAmp Fast, Life technologies) zalepené ochrannou f6lii podle proto-
kolu: 1x 10 min 95°C, 40x 15 s 95°C + 60 s 60°C.

Amplifikace asparagin syntetazy a kontrolniho genu ABL byla provedena
v piistroji LightCycler480 II (Roche). Byly pouzity komer¢né dodavané pri-
mery (Sigma-Aldrich) pro dany gen a nespecifickd sonda Sybr Green (Power
SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems). Vysledna reakéni smés

byla namichana v duplikatu pro kazdy vzorek a pro kazdy gen o slozeni:

e Sybr Green Mix - 5 pl

fwd primer (10 pM) - 0,5 pl

e rev primer (10 uM) - 0,5 pl

HQO -3 [Ll

¢DNA - 1 4l

a celkovém objemu 10 pul.

Reakce v piistroji byla uskuteénéna ve specialni 96 jamkové destic¢ce (LC
Plate, Roche) zalepené ochrannou félii podle protokolu 1x 10 min 95°C, 40x
15 s 95°C + 60 s 60°C.

Amplifikace kontrolniho genu S2M byla provedena v piistroji Light Cycler480
IT (Roche). Byly pouzity specifické primery i sondy pro dany gen, komercéné
dodavané (Sigma-Aldrich). Vyslednd reakéni smés byla namichéna v dupli-

katu pro kazdy vzorek o sloZeni :
e Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen) - 0,2 ul

e 10x PCR - reaction buffer mix (Invitrogen) - 2 ul
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e BSA (Invitrogen) - 0,5 pul

e 50mM MgCl, (Invitrogen) - 1,2 ul
o ANTP Mix (AB) - 1,6 sl

e fwd primer (10 uM) - 1 pl

e rev primer (10 uM) - 1 pl

e 5-probe (4 uM) - 1 pl

e 3-probe (4 uM) - 1 pl

cDNA 1 pul. -1 pl

Reakce v pfistroji byla uskuteénéna ve specialni 96 jamkové destic¢ce (LC
Plate, Roche) zalepené ochrannou félii podle protokolu 1x 10 min 95°C, 40x
15 s 95°C + 60 s 60°C.

3.5.5 Izolace DNA

Izolace DNA z bunécnych pelet byla provedena pomoci kitu QIAampDNA
Micro Kit presné dle navodu vyrobce. Koncentrace a cistota vyizolované
DNA byla uréena pomoci spektrofotometru NanoDrop (ND-1000 Spectro-
photometer, Thermo SCIENTIFIC) v programu ND-1000 V3.7.1. Tento piistroj

méii absorbanci vzorku ve svétle o vinové délce 230, 260 a 280 nm.

3.5.6 qPCR

Ziskana DNA byla pouzita k polymerazové fetézové reakci. Amplifikace mi-
tochondridlnich gent (D-loop, 16S) a kontrolniho gentt GAPDH probéhla v
pristroji 7500 Fast Real-Time PCR System (Life technologies). Byly vyuzity
komer¢éné dodavané smési sond a primert pro kazdy gen tzv. TagMan Assays
(Life technologies). Vyslednd reakéni smés byla namichana v duplikdtu pro

kazdy vzorek a pro kazdy gen o slozeni :
e TagMan Assay, 20x - 1 pul
e TagMan Universal Master Mix II, no UNG, 2x - 10 ul
e HyO-8ul
e cDNA -1 ul
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a celkovém objemu 20 pul.

Reakce v pristroji byla uskutecnéna ve specialni 96 jamkové desticce za-
lepené ochrannou félii podle protokolu 1x 10 min 95°C, 40x 15 s 95°C + 60
s 60°C.

3.5.7 Vypocet relativni normalizované hladiny mRNA
¢i DNA

Exprese jednotlivych gent byla pii vypoctech vztazena k hladiné kontrolnich

(housekeeping) gent. Doslo tak k normalizaci rozdilného mnozstvi cDNA

vlozené do reakce: C; (sledovany gen) — C; (kontrolni gen) ~ AC} . Z pruméru

danych hodnot byla ziskdna v procentech relativni exprese sledovaného genu
jako (1/22¢)x100.
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4. Vysledky

4.1 Cytotoxicky test s pouzitim MTS

Ke stanoveni citlivosti bunék na L-asparaginazu byl pouzit cytotoxicky test s
vyuzitim MTS reagencie (viz. 3.2 Cytotoxicky test s pouzitim MTS | str. 20 ).
Tento test je zalozen na redukci MTS
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2- (4-sulfofenyl)-
-2H-tetrazolium) na formazan, kterd probiha v Zivych burikdch pomoci mi-
tochondrialnich dehydrogenéz.

Bunéc¢né linie byly 72 hodin inkubovany s rtiznymi koncentracemi L-
asparaginazy (5,12.107° — 4 IU/ml) a jako kontrola byly pouZity butiky dané
linie bez ptidavku L-asparaginazy. Naméifené hodnoty byly normalizovany
na kontrolni bunky, a tak bylo ziskano procentualni zastoupeni ptezivajicich
bunék. Méfeni bylo provedeno v nezavislém biologickém duplikatu a vysledné
hodnoty jsou jeho primeérem. Dale byly naméfené hodnoty vyuzity k vypoc-
tu relativni IC50 (obréazek [4.1] str.[27). Tento parametr odpovida koncentraci
L-asparaginazy, jez méa 50% inhibi¢ni efekt. Dochézi tedy k poklesu Zivych
bunék o 50 %. Ziskané udaje byly déle pouzity pfi korela¢nich testech (viz.
4.5 Korela¢ni testy, str. 49).
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Obréazek 4.1: Hodnota IC50 (ASNase) pro vSechny bunécéné linie.
Buiiky byly inkubovéany 72 hodin s réiznymi koncentracemi L-asparaginazy (5,12.107° — 4 TU/ml).
Ziskané hodnoty byly normalizovany vici kontrole a bylo z nich vypodéitano relativni IC50.

Z vyhodnocenych dat je jasné vidét, Ze jednotlivé linie se v citlivosti na L-

asparaginazu lisi. Je tady znatelny trend, Ze buitkky bunéénych linii myeloidni
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fady vykazuji nizsi citlivost vic¢i uc¢inktim L-asparaginazy, zatimco bunééné

linie lymfoidni fady jsou na pfidani L-asparagindzy mnohem senzitivnéjsi.

4.2 Energeticky profil bunék

4.2.1 Glykolyticka aktivita bunék

Glykolyza je jednim z moznych zdroji energie v buiice. K monitorovani gly-
kolytické aktivity v buiikdch byl vyuZit pristroj Seahorse Bioanalyzer (viz.
3.3 Energeticky profil bunék, str. 20). Tento stroj méfi zménu pH v redlném
¢ase (ECAR - extracellular acidification rate) pomoci fluorescenénich sond
v mikroprostfedi nad monovrstvou bunék (obrazek str. [28). Tato zména
pH vznika diky produkci laktatu, ktery je koneénym produktem Warburgova
efektu, a tak primo odpovida aktivité glykolyzy v buice. Ziskané hodnoty
byly vyhodnoceny v programu Wave.

Méreni glykolytické aktivity
Glukoza Oligomycin 2-0G
45 1

o4 | b
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Obréazek 4.2: Méreni glykolytické aktivity pomoci pristroje Seahorse Bioana-
lyzer

Nejprve byla zméfena bazalni kyselost bunék v médiu bez jakychkoli sub-
strati (obrazek , str. . Dale byla do média pridana glukéza o vysled-
né koncentraci 10 mM. Tim byla zméfena aktivita glykolyzy pii dostatku
substratt v médiu (obrazek str. . Néasledujicim ptridavkem byl 1uM
oligomycin, ktery inhibuje mitochondrialni respiraci, a tak bunka vyuziva

vyluéné glykolyzu pfi tvorbé energie. Namétena hodnota ECAR tedy odpo-
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vidala maximalni mozné aktivité glykolyzy v buiice (obrazek , str. .
Na zavér byla do média pridana 100mM 2-deoxy-D-glukéza (2-DG), ktera
zptsobila kompletni inhibici glykolyzy. Hodnota ECAR ziskand po tomto
pridavku byla odec¢tena od vSech namérenych dat jako nespecificky zdroj
protont, tedy zmény pH. Poslednim ziskanym parametrem je glykolyticka
rezerva, jenz tvori rozdil mezi maximalni kapacitou a aktivitou glykolyzy pfi
dostatku substatu v médiu (obrazek , str. . Pf1i experimentu bylo vz-
dy pouzito 300 000 bun€k v jednom vzorku. Pro kazdé stadium glykolytické
aktivity byly naméfeny t¥i hodnoty postupné v Case za sebou. Méfeni bylo
provedeno v nezavislém biologickém triplikatu a vzdy v technickém tetrapli-

katu. Vysledné hodnoty pro dana stadia byla zprimérovana a vynesena do

grafu.

BAZALNIi HLADINA KYSELOSTI

ECAR [mpH/min]

Obrazek 4.3: Bazalni hladina kyselosti v médiu bez substrati

U jednotlivych bunéénych linii byla zméfena bazalni hladina kyselosti v médiu bez jakychkoli
substrat pomoci pfistroje Seahorse Bioanalyzer a vyhodnocena v programu Wave. Na ose y
je vynesena hodnota ECAR, kterd je zménou pH v redlném ¢ase. v tomto pfipadé tato zména
odpovida nespecifickému okyselovani prostfedi buiikami. Vysledné hodnoty jsou prumérem ze t¥i

nezavislych méreni.
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Obrazek 4.4: Hladina glykolytické aktivity bunék v médiu s dostatkem sub-
stratt

U jednotlivych bunéénych linii byla zméfena hladina glykolytické aktivity v médiu s dostatkem
substratti (10mM glukdza) pomoci piistroje Seahorse Bioanalyzer a vyhodnocena v programu
Wave. Na ose y je vynesena hodnota ECAR, ktera je zménou pH v redlném case. v tomto pripadé
tato zména odpovida glykolytické aktivité bunék. Hodnoty grafu byly ziskdny tak, Ze od namére-
nych hodnot byla odectena hodnota ECAR po pfidani 2-DG, ¢imZ bylo vylouceno nespecifické
okyselovani prostiedi. Vysledné hodnoty jsou primeérem ze t¥i nezavislych méreni.

GLYKOLYTICKA KAPACITA
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Obrazek 4.5: Maximalni glykolyticka aktivita bunék po inhibici mitochondri-
alni respirace

U jednotlivych bunéénych linii byla zmérena hladina glykolytické aktivity po inhibici mitochondri-
alni respirace (1uM oligomycin) pomoci pfistroje Seahorse Bioanalyzer a vyhodnocena v programu
Wave. Na ose y je vynesena hodnota ECAR, ktera je zménou pH v redlném case. v tomto pripadé
tato zména odpovidd maximalni glykolytické aktivité bunék. Hodnoty grafu byly ziskdny tak,
ze od naméfenych hodnot byla ode¢tena hodnota ECAR po pfidani 2-DG, ¢imz bylo vylou¢eno
nespecifické okyselovani prostfedi. Vysledné hodnoty jsou primeérem ze t¥i nezavislych méfeni.
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Obrazek 4.6: Glykolyticka rezerva bunék

U jednotlivych bunéénych linii byla zméfena hladina glykolytické aktivity po inhibici mitochon-
driélni respirace (1M oligomycin) a po pfidani 10mM glukdézy pomoci piistroje Seahorse Bioana-
lyzer a vyhodnocena v programu Wave. Na ose y je vynesena hodnota ECAR, ktera je zménou pH
v redlném case. v tomto pripadé tato zména odpovida glykolytické rezervé bunék. Hodnoty grafu
byly ziskany jako rozdil hodnot maximalni glykolytické kapacity a hodnot glykolyzy v médiu s
dostatkem substratu. Vysledné hodnoty jsou prumérem ze t¥i nezavislych méfeni.

4.2.1.1 Klastrovani u glykolytickych procesu

Analyza klastrovani, kterd k sobé seskupuje procesy nebo vzorky na za-
kladé podobnosti, byla provedena ve statistickém programu R. Predmétem
zadjmu byly vztahy mezi jednotlivymi stadii glykolytické aktivity, urcené po-
moci Pearsonovy vzdalenosti/Complete linkage. Pomoci metody Euklidovské
vzdalenosti/Complete linkage jsme dale urcovali, které bunécné linie k sobé

budou klastrovat na zakladé jednotlivych glykolytickych stadii a také na za-
kladé celkové glykolytické aktivity.
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Parametry glykolyzy
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Obrazek 4.7: Klastrovani glykolytickych procesti mezi sebou

Tato analyza k sobé prifadila bazalni hladinu kyselosti s glykolytickou
rezervou bunék a ve druhé skupiné byla seskupena glykolyza a glykolyticka
kapacita bungk (obrazek [4.7] str. 32). Na zakladé tohoto rozdéleni byly déle

klastrovany bunécné linie.
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Bazalni hladina kyselosti a glykolyticka rezerva
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Obréazek 4.8: Klastrovani bunécénych linii podle bazéalni hladiny kyselosti
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a glykolytické rezervy

Na zéakladé bazalni hladiny kyselosti a glykolytické rezervy se linie roz-
délily do dvou hlavnich skupin (obrézek , str. . Jedna se skladala z
B-lymfoidnich leukemickych linii a v druhé skupiné byly myeloidni leukemic-
ké linie a T-ALL linie. Vyjimkou byly myeloidni linie KASUMI-1 a MV4-11,

které se nachazely ve skupiné s B-ALL bunécnymi liniemi.
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Glykolyza a glykolyticka kapacita
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Obrazek 4.9: Klastrovani bunéénych linii podle glykolyzy a maximéalni gly-
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kolytické aktivity

Na zékladé glykolyzy a maximalni glykolytické aktivity se linie rozdélily
také do dvou hlavnich skupin (obrazek [£.9] str.[34] Jedna se sklddala pouze z
B-lymfoidnich leukemickych linii a v druhé skupiné byly myeloidni leukemické
linie a T-ALL linie. Vyjimku tvorila B-ALL linie Nalm-6, ktera klastrovala s

liniemi myeloidni rady.
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Celkova glykolyticka aktivita
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Obrazek 4.10: Klastrovani bunécénych linii podle vSech glykolytickych para-
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Na zakladé celkové glykolytické aktivity se linie rozdélily do dvou hlav-
nich skupin (obréazek str. . Jedna se skladala pouze z B-lymfoidnich
leukemickych linii a v druhé skupiné byli myeloidni leukemické linie a T-
ALL linie. Vyjimku tvorila B-ALL linie Nalm-6, ktera klastrovala s liniemi

myeloidni fady.

4.2.2 Mitochondrialni respirace

Mitochondrialni respirace je dal$im z moznych zdroju energie v bunce. K
ziskani informaci o aktivité oxidativni fosforylace (OXPHOS) v butikach byl
vyuzit piistroj Seahorse Bioanalyzer (viz. 3.3 Energeticky profil bunék, str.
20). Tento pfistroj méfi zménu koncentrace kysliku v redlném case (OCR
— oxygen rate consumption) pomoci fluorescen¢nich sond v mikroprostiedi
nad monovrstvou bunék (obrazek , str. . Tato zména primo odpovida
aktivitée OXPHOS v bunce. Ziskané hodnoty byly vyhodnoceny v programu
Wave.
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Mitochondrialni respirace
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Obrazek 4.11: Méfeni mitochondrialni respirace pomoci pristroje Seahorse

Bioanalyzer

Nejprve byla zméfena hladina bazalni respirace bunék v médiu s dostat-
kem substratt (2mM glutamin, 5 mM glukéza, 10mM pyruvét) (obrazek
str. . Déle byl do média ptidan 2 pM oligomycin a tim inhibovana
mitochondrialni ATPaza. Po tomto pfidavku se urcila spotfeba na produk-
ci ATP (obrazek str. . Nésledujicim ptidavkem byla rozprahujici
reagencie karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon (FCCP), rusici
membranovy potencial mitochondrii. Titraci FCCP bylo dosazeno maximalni
respirace u bunék (obrazek str. . Na zavér byl do média pridan 1uM
rotenon a antimycin a o koncentraci 1 pug/ml. Doslo tak ke kompletni inhibici
mitochondrialni respirace a hodnota OCR ziskana po tomto pfidavku byla
odectena od vSech namérenych hodnot jako nespecificka spotieba kysliku.
Poslednim ziskanym parametrem je mitochondrialni rezerva, jez tvori rozdil
mezi maximalni a basalni respiraci (obrézek str. . P1i experimentu
bylo vzdy pouzito 300 000 bunék v jednom vzorku. Pro kazdé stddium mito-
chondrialni respirace byly naméreny tii hodnoty postupné v case za sebou.
Meéfteni bylo provedeno v nezavislém biologickém triplikatu a vzdy v tech-
nickém tetraplikdtu. Vysledné hodnoty pro dana stadia byly zprimérovany

a vyneseny do grafu.
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BAZALNi RESPIRACE

OCR [pmol/min]

Obréazek 4.12: Bazalni respirace bunek
U jednotlivych bunécénych linii byla zméfena hladina bazalni respirace v médiu s dostatkem sub-

strati ( 2mM glutamin, 5 mM glukdza, 10mM pyruvat) pomoci pristroje Seahorse Bioanalyzer
a vyhodnocena v programu Wave. Na ose y je vynesena hodnota OCR, kterd znaci spotfebu
kysliku. Hodnoty grafu byly ziskany tak, ze od naméfenych udaji byly odecteny hodnoty nespe-
cifické spotteby kysliku, tedy po pfidavku rotenonu (1- M) a antimycinu a (1 pg/ml). Vysledné
hodnoty jsou prumérem ze t¥i nezavislych mérfeni.

PRODUKCE ATP

OCR [pmol/min]

Obrézek 4.13: Produkce ATP u bunék

U jednotlivych bunécénych linii byla zmérena spotfeba kysliku odpovidajici potfebé pro produkci
ATP pomoci piistroje Seahorse Bioanalyzer a vyhodnocena v programu Wave. Na ose y je vyne-
sena hodnota OCR, ktera znaci spotiebu kysliku. Hodnoty grafu byly ziskany tak, ze od udaji
naméfenych pii bazalni respiraci byly odeéteny hodnoty ziskané po pfidavku oligomycinu (2 uM),
ktery je inhibitorem mitochondrialni ATPAazy. Vysledné hodnoty jsou priameérem ze tii nezavislych

méfeni.
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Obréazek 4.14: Maximalni respirace bunék
U jednotlivych bunéénych linii byla zméfena maximalni respirace bunék pomoci piistroje Seahorse

Bioanalyzer a vyhodnocena v programu Wave. Na ose y je vynesena hodnota OCR, kterd znaci
spotfebu kysliku. OCR bylo méreno po pfidavku FCCP, které je rozprahovacem membranového
potencialu mitochondrii. Pro kazdou buné¢nou linii byla vytitrovana koncentrace FCCP, pfi niz
respirace dosdhla maxima. Hodnoty grafu byly ziskany tak, Zze od naméfenych adaju byly odecteny
hodnoty nespecifické spotieby kysliku, tedy po pfidavku rotenonu (1-yM) a antimycinu a (1
ug/ml). Vysledné hodnoty jsou priumérem ze t¥i nezavislych méfeni.

RESPIRACNiI REZERVA

OCR [pmol/min]

Obrazek 4.15: Respiracni rezerva bunék
U jednotlivych bunécnych linii byla zméfena respirac¢ni rezerva pomoci pristroje Seahorse Bioana-

lyzer a vyhodnocena v programu Wave. Na ose y je vynesena hodnota OCR, ktera znaci spotiebu
kysliku. Hodnoty grafu byly ziskany tak, ze od tidaji naméfenych pfi maximalni respiraci byly
odecteny hodnoty bazalni respirace. Vysledné hodnoty jsou priamérem ze t¥i nezavislych méfeni.

4.2.2.1 Klastrovani u mitochondrialni respirace

Analyza klastrovani, kterd k sobé seskupuje procesy nebo vzorky na zakladé
podobnosti, byla provedena ve statistickém programu R. Pfedmétem zajmu

byly vztahy mezi jednotlivymi stadii mitochondrialni respirace, urcené po-
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moci Pearsonovy vzdalenosti/Complete linkage. Pomoci metody Euklidovské
vzdalenosti/Complete linkage byla dale snaha urcit, které bunécéné linie k

sobé budou klastrovat na zakladé celkové aktivity mitochondridlni respirace.

Parametry mitochondrialni respirace

BAZALNiI RESPIRACNI MAXIMALNi
RESPIRACE PRODUKCE ATP REZERVA RESPIRACE

Obrazek 4.16: Klastrovani jednotlivych parametr mitochondrialni respirace

Tato analyza k sobé prifadila bazalni respiraci s produkci ATP a ve dru-

hé skupiné byla seskupena maximalni respirace a respiracni rezerva bunék

(obréazek str. 39).
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Celkova aktivita mitochondrialni respirace
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Obrazek 4.17: Klastrovani bunéénych linii na zékladé vSech naméfenych mi-
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tochodrialnich parametri

Na zakladé celkové aktivity mitochondridlni respirace se linie rozdélily
do dvou hlavnich skupin (obrézek [1.17, str. [40)). Jedna se sklddala z B-
lymfoidnich leukemickych linii a v druhé skupiné byli myeloidni leukemické

linie, pficemz T-ALL bunécné linie se nachazeji kazda v jiném klastru.

4.3 Exprese genu

4.3.1 Exprese genu glykolytické drahy

U v8ech 19 zkoumanych bunéénych linii byla zjistovana hladina exprese vy-
branych glykolytickych genti na mRNA trovni. K této analyze byla vyuzita
kvantitativni polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci (QRT-PCR)
(viz. 3.4 Kvantitativni PCR v redlném case (qPCR), str. 21 ) Exprese jednot-
livych genii byla pfi vypoctech vztazena k hladiné kontrolnich genti, kterjmi
byly vybrané provozni (housekeeping) geny (obrazek [4.18] str. [41]). Doslo tak
k normalizaci rozdilného mnozstvi cDNA vlozené do reakce: C; (sledovany
gen) — C; (kontrolni gen) ~ AC; . Z priméru danych hodnot byla ziskéana

v procentech relativni exprese sledovaného genu jako (1/22)x100.
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Obrazek 4.18: Exprese kontrolnich genii u vSech bunécnych linii

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y jsou vyneseny hodnoty C:
a na ose x jsou jednotlivé bunécéné linie. P¥i normalizaci sledovanych genit byl pouzit primér
vSech téchto naméfenych hodnot. Vysledek je primeérem ze t¥i nezavislych biologickych méieni.

Prvni sledovanou skupinou glykolytickych genii byly geny pro membra-
nové prenasece jednoduchych sacharidt. Glukézovy transporter 1 (GLUT1)
(obrézek [4.19] str.[41]) a glukézovy transporter 3 (GLUT3) (obrézek [4.20] str.
42)) zprostiedkovavaji pienos glukézy do buiiky, zatimco glukézovy transpor-
ter 5 (GLUT5) (obréazek [4.21] str. je fruktézovym prenasecem.
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Obrazek 4.19: Exprese glykolytického genu GLUT1

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizovand
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunécéné linie. K normalizaci byl pouzit primeér
kontrolnich genii. Vysledek je primeérem ze tii nezavislych biologickych méfeni.
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GLUT3

exprese genu [%]

Obrazek 4.20: Exprese glykolytického genu GLUT3

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizovana
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit primeér
kontrolnich genti. Vysledek je primeérem ze tii nezavislych biologickych méfeni.
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Obrazek 4.21: Exprese glykolytického genu GLUT5

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizovand
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit priameér
kontrolnich genti. Vysledek je primérem ze t¥i nezavislych biologickych méfeni.

Dalsim zkoumanym glykolytickym genem byl gen pro hexokinazu 2 (HK?2),
kterd je zodpovédna za fosforylaci glukézy na glukézu-6-fosfat (obrazek [4.22]
str. [43]).
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Obrazek 4.22: Exprese glykolytického genu HK2

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizovana
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit primeér
kontrolnich genti. Vysledek je primeérem ze tii nezavislych biologickych méfeni.

Sledovany byly také geny pro laktat dehydrogenazu a (LDHA) (obrazek
4.23] str. a laktat dehydrogenazu B (LDHB) (obréazek str. [44).

Produkty téchto gent jsou zodpovédné za preménu pyruvatu na laktat.
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Obrazek 4.23: Exprese glykolytického genu LDHA

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizovana
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit primeér
kontrolnich genii. Vysledek je primeérem ze tii nezavislych biologickych méfeni.
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Obrazek 4.24: Exprese glykolytického genu LDHB

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizované
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit priamér
kontrolnich genti. Vysledek je primeérem ze tfi nezavislych biologickych méfeni.

Dale byly podrobeny analyze i geny pro monokarboxylovy transporter 1
(MCT1) (obrazek str. a monokarboxylovy tranporter 4 (MCT4)
(obréazek |4.26] str. . Tyto transportery zajistuji membranovy prenos mo-

lekul s jednou karboxylovou skupinou, napt. laktat a pyruvat.

MCT1

exprese genu [%]

Obrazek 4.25: Exprese glykolytického genu MCT1

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizovana
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunécéné linie. K normalizaci byl pouzit primeér
kontrolnich genii. Vysledek je primeérem ze tii nezavislych biologickych méfeni.
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Obrazek 4.27: Exprese glykolytického genu PFKM

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizované
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit priamér
kontrolnich genti. Vysledek je primeérem ze tfi nezavislych biologickych méfeni.
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Obrazek 4.26: Exprese glykolytického genu MC'T4

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizovand
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit primeér
kontrolnich genii. Vysledek je primeérem ze tii nezavislych biologickych méfeni.

Zkoumén byl také gen pro 6-fosfofruktokinazu M (PFKM) (obrézek [4.27]
str. . Tento enzym zajistuje pfenos druhé fosfatové skupiny na fruktézu-
6-fosfat za vzniku fruktdézy-1,6-bisfosfat.

Dalsim sledovanym genem, jehoz produkt se tucastni procesu glykolyzy
byl PKM2 (obrézek [4.28] str. [46). Tento gen kéduje pyruvat kindzu typu
M2, ktera zabezpecuje posledni krok glykolyzy, tedy defosforylaci fosfoenol-
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pyruvatu na pyruvat.

PKM2
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Obrazek 4.28: Exprese glykolytického genu PKM2

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizované
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit prameér
kontrolnich genti. Vysledek je primeérem ze tfi nezavislych biologickych méieni.

Poslednim zkoumanym byl gen pro fosfoglukomutazu 1 (PGM1) (obrazek
4.29] str. [46)). Tento enzym umoZziiuje obousmérnou konverzi mezi glukézou-

1-fosfat a glukdzou-6-fosfat.
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Obrazek 4.29: Exprese glykolytického genu PGM1

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizované
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé bunéc¢né linie. K normalizaci byl pouzit priameér
kontrolnich genti. Vysledek je primeérem ze tfi nezavislych biologickych méieni.
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4.3.2 Mitochondrialni geny

Metabolické nastaveni bunék, pfedevsim oxidativni fosforylace, by mohlo
souviset s mnozstvim mitochondrialniho retikula v bunkach. Jako ukazate-
le mnozstvi mitochondrii v bunkach byly zvoleny geny nachazejici se pouze
v mitochondriich. U vSech 19 zkoumanych bunécénych linii byla zjistovana
hladina exprese téchto mitochondrialné kédovanych genti na DNA trovni. K
této analyze byla vyuzita kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redl-
ném case (qQPCR) (viz. 3.4 Kvantitativni PCR v redlném ¢ase (qPCR), str.
21.)

Exprese jednotlivych genti byla pii vypoctech vztazena k hladiné kontrol-
niho genu, kterym byl provozni (housekeeping) gen pro glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenédzu (GAPDH) (obrazek [4.30] str. [47)). Doslo tak k normalizaci
rozdilného mnozstvi cDNA vloZzené do reakce: C; (sledovany gen) — C; (kon-
trolni gen) ~ AC;. Z pruméru danych hodnot byla ziskdna v procentech

relativni exprese sledovaného genu jako (1/22)x100.

GAPDH .

25 O r-aL
[l AmL, cmL

20

15

Ce

10

5

0

Aﬁ%’é\:\*\\:@v'
V'
Q *3‘,'9 F &0 A

Obrazek 4.30: Exprese kontrolniho genu GAPDH u vsech bunéénych linii
Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qPCR. Na ose y jsou vyneseny hodnoty C; a na
ose X jsou jednotlivé bunécné linie. Vysledek je primeérem ze tii nezavislych biologickych méfeni.

Studovanymi geny byly 16S a D-loop. Gen 16S kéduje podjednotku pro-
karyotického ribozomu, je vSak konzervovan i u eukaryot a nachéazi se prave
v mitochondridlnim genomu (obrézek [4.31] str. [48)). D-loop je oblast typic-
ka pro mitochondrialni genom, obsahujici nékolik konzervovanych sekvenci
a variabilnich ¢asti (obrazek , str. . Jeji funkce neni zcela znama, ale

zfejmeé se GcCastni organizace mitochodrialni DNA.
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Obrazek 4.31: Exprese mitochondrialné kédovaného genu 163

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qPCR. Na ose y je normalizovand exprese genu
v procentech, na ose x jednotlivé bunééné linie. K normalizaci byl pouzit kontrolni gen GAPDH.
Vysledek je primeérem ze tfi nezavislych biologickych méfeni.
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Obrazek 4.32: Exprese mitochondrialné kédované oblasti D-loop

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qPCR. Na ose y je normalizovand exprese genu
v procentech, na ose x jednotlivé bunééné linie. K normalizaci byl pouzit kontrolni gen GAPDH.
Vysledek je primérem ze tii nezavislych biologickych méteni.

4.3.3 Asparagin syntetaza

U v8ech 19 zkoumanych bunéénych linii byla zjistovana také hladina exprese
asparagin syntetdzy na mRNA trovni (obrazek [£.33] str. [49). Tento enzym
je zodpovédny za endogenni syntézu asparaginu. K této analyze byla vyuzita
kvantitativni polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci (QRT-PCR)
(viz. 3.4 Kvantitativni PCR v redlném ¢ase (qPCR), str. 21. )
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Exprese jednotlivych genii byla pfi vypoctech vztazena k hladiné kont-
rolnich genti, kterymi byly vybrané provozni (housekeeping) geny (obrazek
m, str. . Doslo tak k normalizaci rozdilného mnozstvi cDNA vlozené do
reakce: C; (sledovany gen) — C; (kontrolni gen) ~ AC;. Z pruméru danych
hodnot byla ziskana v procentech relativni exprese sledovaného genu jako
(1/24¢)x100.
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Obrazek 4.33: Exprese asparagin syntetazy

Pro detekci exprese genu byla vyuzita metoda qRT-PCR. Na ose y je zobrazena normalizovand
exprese genu v procentech, na ose x jednotlivé buné¢né linie. K normalizaci byl pouzit primér
kontrolnich gent. Vysledek je primeérem ze t¥i nezavislych biologickych mérfeni.

4.4 Velikost bunék

Predpokladem bylo, ze velikost bunék by mohla souviset s jejich vnitfnim
metabolickym nastavenim.

Méteni bylo provedeno na pritokovém cytometru (viz. 3.2 Velikost bunék,
str.19 ). Pro tuto analyzu nebylo tieba buiiky znacit fluorescen¢éné, pouze byla
naméfena hodnota EV (electronic volume). P#i prichodu buiiky pfistrojem
je vytlacen objem elektrolytu, ktery presné odpovida objemu bunky. Tato
zména, vyvola napétovy puls, jehoz intenzita odpovid4 objemu vytlacené ka-
paliny, tedy i objemu burnky. Tato analyza ukazuje, Ze vSéechny AML bunécné
linie jsou vét$i nez ALL bunééné linie (tabulka , str. . Hodnoty byly
vypocteny jako primérna hodnota EV po ohraniceni zivé populace na za-
kladé EV a side-scatter light (SSC). SSC je svétlo zachycené bo¢nimi ¢ocka-

mi cytometru. Vznika rozptylenim na povrchu bunky diky jejim nerovnostem
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a granularité. Jeho vysoka hladina je charakteristick& pro burky v apoptdze.
Ziskané hodnoty byly déle vyuzity pii korela¢nich testech (viz. 4.5 Korela¢ni
testy , str. 49 ).

Tabulka 4.1: Hodnota EV, odpovidajici velikosti bunky, zméfena pomoci pri-

tokové cytometrie

Néazev bunécné linie | Druh | EV
THP-1 AML | 344
BV-173 CML | 315

K-562 CML | 320
JURKAT T-ALL | 302
KASUMI-1 AML | 296
NB4 AML | 295
LAMA-84 CML | 263
CEM T-ALL | 240
MOLM-13 AML | 221
MV4-11 AML | 217
Nalm-6 B-ALL | 173
HB11;19 B-ALL | 168
UOC-B6 B-ALL | 157
SEM B-ALL | 139
SUP-B15 B-ALL | 136
RS4;11 B-ALL | 131
TOM-1 B-ALL | 127
REH B-ALL | 121
AT-2 B-ALL | 119

4.5 Korelac¢ni testy

Vsechna ziskana data byla mezi sebou vzajemné korelovana v programu Sta-

tview pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu momentu soucinu.
Korelace byla nalezena u téchto dat:

1) Metabolické procesy vs. IC50 (ASNase)

e IC50 (ASNase) vs. bazalni hladina kyselosti: r = 0,614, p = 0,003
e IC50 (ASNase) vs. glykolyza: r = 0,645, p = 0,003
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e IC50 (ASNase) vs. glykolytickd kapacita: r = 0,680, p = 0,001
e IC50 (ASNase) vs. glykolytické rezerva: r = 0,790, p < 0,001

2) Metabolické procesy vs. EV

e EV vs. bazalni hladina kyselosti: r = 0,621, p = 0,0201

e EV vs. glykolytickéd kapacita: r = 0,832, p = 0,0018

EV vs. bazalni respirace: r = 0,763, p = 0,0002

EV vs. produkce ATP: r = 0,693, p = 0,0014
e EV vs. maximalni respirace: r = 0,645, p = 0,0041

e EV vs. respiracni rezerva: r = 0,531, p = 0,0267
3) Glykolyza vs. mitochondriélni respirace

e Bazalni hladina kyselosti vs. bazalni respirace: r = 0,716, p = 0,0008

e Glykolyza vs. produkce ATP: r = 0,578 p = 0,0136

e Glykolyticka kapacita vs. maximalni respirace: r = 0,683 p = 0,0018
4) Glykolyza vs. glykolytické geny

e Bazalni hladina glykolyzy vs. GLUT1: r = 0,634, p = 0,0072

e Bazalni hladina glykolyzy vs. MCT-4: r = 0,532, p = 0,0239

e Bazalni hladina glykolyzy vs. PFKM: r = -0,568, p = 0,016

e Glykolyticka kapacita vs. GLUT1: r = 0,532 p = 0,0241

e Glykolyticka rezerva vs. GLUT1: r = 0,605, p = 0,0102

e Glykolyticka rezerva vs. MCT-4: r = 0,507 p = 0,0316

e Glykolyticka rezerva vs. PFKM: r = -0,540, p = 0,0219
5) Mitochondriélni respirace vs. mitochondridlni geny

e Bazalni respirace vs. D-loop r = 0,502, p = 0,0392
e Maximalni respirace vs. D-loop: r = 0,595, p = 0,0104
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e Respiracni rezerva vs. D-loop: r = 0,58, p = 0,0132
e Bazalni respirace vs. 16S: r = 0,490, p = 0,045
e Maximalni respirace vs. 16S: r = 0,581, p = 0,0131

e Respiracni rezerva vs. 16S: r = 0,566, p = 0,0164

Predchazejici data byla korelovana v ramci celého souboru bunécénych
linii. Kdyz byla data korelovana oddélené, podle typu bunék, objevila se
zajimava skutecnost. Korelace mezi glykolytickou aktivitou a citlivosti na

L-asparaginazu (IC50) byla objevena u ALL bunéénych linii:
e IC50 (ASNase) vs. bazalni hladina kyselosti: r = 0,704, p = 0,02
e IC50 (ASNase) vs. glykolytickd kapacita: r = 0,693, p = 0,024
e IC50 (ASNase) vs. glykolytické rezerva: r = 0,648, p = 0,04.

Zatimco u AML bunéénych linii se korelace nachéazela pouze mezi 1C50
(ASNase) a glykolytickou rezervou: r = 0,775, p = 0,0211.
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5. Diskuze

Terapie akutni lymfoblastické leukemie u déti v soucastnosti dosahuje velmi
dobrych vysledkt. Avsak relaps onemocnéni stale jesté postihuje 15 — 20 %
pacientt (Pui et al., 2006). Jednim z moznych divodi relapsu je nedostateény
ucinek pouzitych chemoterapeutik nebo vznik rezistence na tato cytostati-
ka. Co za timto netspéchem stoji, pro¢ leukemické bunky dokazi odolavat
ucinktim 1é¢iv, neni stale objasnéno. Diilezitou slozkou chemoterapie u détské
ALL je L-asparaginaza a pravé rezistence vuci ni ¢asto komplikuje pribéh
16¢by (Pieters et al., 1997) . Pfic¢iny vzniku rezistence zatim nebyly dostatec-
né popsany. Rozdilné metabolické naroky u nadorovych bunék byly popsany
jiz v roce 1924, kdy O. H. Warburg postuloval teorii tzv. Warburgova efektu
(Warburg, 1956). Pracovni skupina laboratofe molekularni genetiky, Kliniky
detské hematologie a onkologie 2.LF UK prokézala, ze L-asparaginaza v leu-
kemickych buiikach zptisobuje rozsahlé metabolické zmény. Leukemické bun-
ky v pritomnosti L-asparaginazy zapinaji apoptotické drahy jako je inhibice
proteinové translace, inhibice de novo DNA syntézy a také drahy pteziva-
ni jako je zvySenda oxidace mastnych kyselin a zvysena maximalni kapacita
respirace a respira¢ni rezerva (Hefmanova et al., 2015). Zamérem této pra-
ce bylo ovérit zda bazalni metabolické nastaveni leukemickych bunék muze
ovliviiovat tc¢innost L-asparaginazy a tim padem predurcit jejich citlivost k
terapii. Predkladana prace se zabyva studiem metabolického nastaveni leu-
kemickych bunék. Konkrétné procesy mitochondrialni respirace a glykolyzy,
u niz byla sledovana také exprese vybranych genii jako potencidlnich mar-
kerti glykolytické aktivity. Dale byla pozornost zamérena na detekci obsahu
mitochondriadlniho retikula v bunkach, genovou expresi asparagin syntetazy
a velikost bunék. VSechna ziskana data byla vzajemné porovnavana a hle-
dala se souvislost jak mezi nimi, tak jejich vytah s citlivosti bunék vici
L-asparaginaze.

Experimenty byly provadény na 19 modelovych leukemickych bunéénych
liniich, které reprezentovaly genotypicky i fenotypicky rizné druhy leukemie.
11 bunécénych linii predstavovalo akutni lymfoblastickou leukemii, z toho 9
zastupci bylo z B-prekurzorové fady (B-ALL) a 2 byli z T-prekurzorové
fady (T-ALL). Zbylych 8 bunéénych linii reprezentovalo myeloidni leukemii
v akutni (AML) nebo chronické (CML) fazi.
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5.1 Cytotoxicky test s pouzitim MTS

Prvnim krokem bylo stanoveni citlivosti bunék vici L-asparaginaze. K tomu
byl vyuzit cytotoxicky test s pouzitim MTS reagencie. Ze ziskanych dat byla
vypoctena hodnota relativni IC50 (obrazek , str. . Jednotlivé bunécné
linie se v odpovédi na L-asparaginazu znac¢né lisi. Myeloidni bunécné linie
vykazuji mensi citlivost, zatimco lymfoidni bunky jsou spise citlivéjsi. Tento
zaver vsak neplati doslovné pro vsechny modelové linie, projevuje se spise jako
trend v tomto sméru s drobnymi odchylkami. IC50 jako ukazatel citlivosti
bunék vici L-asparaginaze byl vyuzit pfi korelacnich testech k porovnani se

vSemi ziskanymi hodnotami.

5.2 Energeticky profil bunék

Ke studiu glykolyzy a mitochodrialni respirace u leukemickych bunék byl
pouzit pristroj Seahorse Bioanalyzer. Ziskana data byla podrobena klastro-

vaci analyze a korela¢nim testim.

5.2.1 Glykolyticka aktivita bunék

P1i studiu glykolyzy v bunkéch je prvni ziskanou hodnotou bazalni hladi-
na kyselosti v médiu bez substrati (obrazek , str. . Ta vypovida o
nespecifickém okyselovani prostiedi bunikou. Jiz tento prvni parametr jasné
ukazuje rozdilné metabolické nastaveni myeloidnich a B-ALL bunék. Zaji-
mavym faktem je, ze T-ALL se projevuji stejné jako myeloidni linie vyssi
kyselosti.

Dalsim ziskanym parametrem je aktivita glykolyzy pti dostatku substratu
v médiu (10 mM glukéza) (obrazek str. [30). Tento tdaj k4, do jaké
miry bunky vyuzivaji glykolyzu, pokud se nachazi v idedlnim prostiedi. Zde
zustava podobné rozdéleni jako pri prvnim méfeni, ovSem objevuji se zde 2 B-
ALL bunéé¢né linie, které jsou velmi glykolytické. Jsou jimi Nalm-6 a RS4;11.
Maximalni glykolytické kapacity je dosazeno po p¥idani oligomycinu (1 uM).
Dochéazi tak k inhibici mitochondridlni respirace a zdrojem energie pro bunky
se stava praveé glykolyza, jejiz hladina diky tomu vystoupa na maximum. i u
tohoto vysledku (obrazek , str. dochézi k rozdéleni bunék na B-ALL
a myeloidni s T-ALL bunkami. Jedinou vyjimku tvoii linie Nalm-6, ktera
se oproti ostatnim B-ALL bunkam vyznacuje velmi vysokou glykolytickou

kapacitou.
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Glykolyticka rezerva oznacuje rozdil mezi maximalni glykolytickou akti-
vitou bunky po inhibici mitochondrialni respirace a glykolytickou aktivitou
v médiu s dostateénym mnozstvim substratu (10mM glukéza). Vyjadiuje te-
dy, do jaké miry bunka vyuziva glykolyzu jako zdroj energie za normalnich
(idedlnich) podminek. Cim mensi hodnota je, tim vice se vyuziti glykolyzy
blizi k jejimu maximu. Ze ziskanych vysledki (obrazek str. je vidét,
ze glykolytickd kapacita B-ALL bunék je mnohem nizs$i nez u myeloidnich
a T-ALL buné¢nych linii. Vyjimku tvofi bunééné linie MV4-11 a KASUMI-
1, které se velikosti své glykolytické rezervy radi spise mezi B-ALL buriky.
Linie MV4-11 se vyznacuje bifenotypickymi znaky a tato charakteristika by
mohla slouzit jako jedno z vysvétleni podobnosti metabolického nastaveni
bunék s lymfoidnimi liniemi. v prfipadé KASUMI-1 linie by mohla hrat roli
pritomnost fizniho genu AML1-ETO (RUNX1-RUNX1T1). Nepublikovana
data naznacuji, ze tento fuzni gen bude specificky ovliviiovat expresi genti
glykolytické drahy.

Klastrovaci analyza byla provedena nejprve mezi jednotlivymi procesy
glykolyzy (obrazek str. . Procesy, které byly spolu seskupeny jsou
bazalni hladina kyselosti a glykolytickd rezerva, dale pak glykolyza a gly-
kolyticka kapacita. Na zakladé téchto vysledki byla provedena klastrovaci
analyza bunécénych linii pomoci dat basalni hladiny kyselosti a glykolytické
rezervy (obrazek str. . B-ALL bunky se vyskytuji v jedné skuping,
zatimco bunky myeloidni a T-ALL ve skupiné druhé. Vyjimku tvoii AML
modelové linie MV4-11 a KASUMI-1, které se nachazeji v B-ALL klastru. U
druhého klastrovaciho diagramu byla pouzita data glykolyzy a glykolytické
kapacity (obrazek , str. . Opét jsou bunky rozdéleny ve dvou zéaklad-
nich skupinach. Tou prvni jsou myeloidni a T-ALL bunky a v té druhé jsou
B-ALL bunécéné linie. Jedinou vyjimku tvofi bunééna linie Nalm-6, ktera
diky své vysoké hladiné glykolyzy i glykolytické kapacity byla zafazena do
myeloidni a T-ALL skupiny. Posledni klastrovaci analyza probéhla na za-
kladé vSech glykolytickych dat. (obrazek [4.10] str. i v tomto ptipadé jsou
bunky ve dvou hlavnich skupinach podle progenitori, ze kterych pochézi,
pricemz T-ALL bunky jsou opét ve skupiné s myeloidnimi bunkami. Jedinou
vyjimkou je bunécné linie Nalm-6, kterd je v jiném klastru nez zbyvajici B-
ALL bunécéné linie. Z klastrovaci analyzy vyplyva, Ze glykolytickd aktivita
je liniové specifickd a vSeobecné bunky myeloidni fady maji vyssi hladinu
glykolyzy nez bunky lymfoidni.

Otéazkou bylo, zda bude glykolyticka aktivita asociovana s citlivosti bunék
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na L-asparaginazu. Detekovana byla pozitivni korelace mezi glykolytickou
aktivitou a citlivosti na L-asparagindzu. Cim je vyssi glykolyza, tim je vyssi
rezistence na L-asparaginazu, ktera je reprezentovana vyssi hodnotou IC50
a plati to i naopak. Hodnoty glykolytickych procesti v ramci celého souboru

bunék koreluji s citlivosti na L-asparaginazu:

e IC50 (ASNase) vs. bazalni hladina kyselosti: r = 0,614, p = 0,003
e IC50 (ASNase) vs. glykolyza: r = 0,645, p = 0,003

e IC50 (ASNase) vs. glykolytickd kapacita: r = 0,680, p = 0,001

e IC50 (ASNase) vs. glykolytickd rezerva: r = 0,790, p < 0,001

Kdyz byla data korelovana oddélené, podle typu bunék (myeloidni x lym-
foidni), byla korelace mezi glykolytickou aktivitou a citlivosti na L-asparaginazu

(IC50) detekovana vyznamnéji u ALL bunéénych linii:
e IC50 (ASNase) vs. bazalni hladina kyselosti: r = 0,704, p = 0,02
e IC50 (ASNase) vs. glykolytickd kapacita: r = 0,693, p = 0,024
e IC50 (ASNase) vs. glykolytické rezerva: r = 0,648, p = 0,04.

Zatimco u myeloidnich buné¢énych linii byla korelace potvrzena pouze
mezi IC50 (ASNase) a glykolytickou rezervou: r = 0,775, p = 0,0211.

V rémci celého souboru bunék byla objevena také korelace s EV (viz.
5.3 Velikost bunék, str. ) a nékterymi geny glykolytické dréhy (viz. 5.2.1.1
Exprese genu glykolytické drahy, str. )

5.2.1.1 Exprese genu glykolytické drahy

Exprese vybranych geni byla sledovana na mRNA trovni pomoci qRT-PCR.
Ziskana data byla korelovana s citlivosti na L-asparagindzu (IC50) a glyko-

lytickymi procesy. Zjisténa korelace se nachézela pouze u téchto hodnot:
e GLUT1 vs. bazalni hladina glykolyzy: r = 0,634, p = 0,0072
vs. glykolyticka kapacita: r = 0,532 p = 0,0241
vs. glykolyticka rezerva: r = 0,605, p = 0,0102
e MCT-4 vs. bazalni hladina glykolyzy: r = 0,532, p = 0,0239

vs. glykolyticka rezerva: r = 0,507 p = 0,0316
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e PFKM vs. bazalni hladina glykolyzy: r = -0,568, p = 0,016
vs. glykolyticka rezerva: r = -0,540, p = 0,0219

Z testovanych genti nejvice korelovala citlivost na L-asparaginazu s expresi
genu pro LDHA.

5.2.2 Mitochondrialni respirace bunék

Meéieni mitochondrialni respirace bylo provadéno v médiu s dostatkem sub-
stratd (2mM glutamin, 5 mM glukdza, 10mM pyruvat). Nejprve byla zjisténa
bazalni respirace bunék (obrazek str. [37). Poté doglo k inhibici mito-
chodriélni ATPAazy piidavkem olygomycinu (2-uM). U bunék doslo ke zjisténi
spotreby kysliku potiebné k produkci ATP, rozdilem OCR pied a po pridav-
ku(obrazek str. 7). Déle byla zméfena maximalni respirace (obrazek
, str. . Té bylo dosazeno po titraci FCCP, pficemz konecné koncent-
race se u kazdé bunécné linie lisila. Na zavér byla jesté vypocitana respiracni
rezerva jako rozdil mezi maximalni a bazalni respiraci (obrazek , str. .

U vsech téchto procesti byly bunécné linie sefazeny za sebou ve dvou
skupinach. Prvni skupinu, s vyssi aktivitou, tvorily myeloidni modelové li-
nie. Druhou skupinu, s nizs§imi hodnotami, vytvorily B-ALL bunky. T-ALL
bunécéné linie byly v pfipadé basalni respirace a produkce ATP mezi mye-
loidnimi burikami, zatimco jejich vysledky maximalni respirace a respirac¢ni
rezervy korespondovaly spise s druhou skupinou, tedy B-ALL bunéénymi
liniemi.

Vysledky klastrovaci analyzy respirac¢nich parametri ukazuji, ze spolec¢né
klastruje bazéalni respirace s produkci ATP a dale maximélni respirace s
respiracni rezervou. Klastrovani bunécnych linii na zakladé vSech respirac¢nich
procestu déli bunky na 2 zakladni skupiny — myeloidni a lymfoidni, pricemz T-
ALL bunééné linie se nachéazeji kazda v jiném klastru. Leukemicka linie CEM
je prifazena k B-ALL bunkéch, zatimco bunky JURKAT jsou zatrazeny do
myeloidni skupiny.

Korelace byla objevena mezi mitochondrialni respiraci a glykolytickymi

procesy:

e Bazalni hladina kyselosti vs. bazalni respirace: r = 0,716, p = 0,0008
e Glycolyza vs. produkce ATP: r = 0,578 p = 0,0136
e Glykolyticka kapacita vs. maximalni respirace: r = 0,683 p = 0,0018

Data mitochodrialni respirace nekoreluji s 1C50.
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5.2.2.1 Mitochondrialni geny

Dalsi zkoumanou vlastnosti bunék bylo mnozstvi mitochondrialniho retiku-
la. K tomu byla vyuzita exprese mitochondrialné kédovanych geniti pomoci
gPCR na DNA trovni.

Vysledné hodnoty ukazuji trend vyssich hodnot u AML bunéénych linii.
Bylo objeveno nékolik korelaci mezi expresi mitochondrialnich genii a procesy

mitochondrialni respirace:

e Bazalni respirace vs. D-loop r = 0,502, p = 0,0392

Maximalni respirace vs. D-loop: r = 0,595, p = 0,0104

Respiracni rezerva vs. D-loop: r = 0,58, p = 0,0132

Bazalni respirace vs. 16S: r = 0,490, p = 0,045
e Maximalni respirace vs. 16S: r = 0,581, p = 0,0131

e Respirac¢ni rezerva vs. 16S: r = 0,566, p = 0,0164

5.3 Velikost bunék

Jednou ze zkoumanych vlastnosti byla také velikost bunék. Hodnoty ziskané
prutokovou cytometrii ukazuji, ze AML bunéc¢né linie jsou vétsi nez B-ALL
bunééné linie. Zatimco T-ALL modelové linie se svou velikosti fadi mezi AML
linie. Tato odlisna velikost by mohla souviset s rozdilnymi metabolickymi
naroky a nastavenim bunék.

Vysledky statistické analyzy to potvrzuji, protoze signifikantni korelace

byly vypocteny u:

e EV vs. bazalni hladina kyselosti: r = 0,621, p = 0,0201

EV vs. glykolyticka kapacita: r = 0,832, p = 0,0018
e EV vs. bazalni respirace: r = 0,763, p = 0,0002

e EV vs. produkce ATP: r = 0,693, p = 0,0014

e EV vs. maximalni respirace: r = 0,645, p = 0,0041
e EV vs. respiracni rezerva: r = 0,531, p = 0,0267
Velikost bunék nekoreluje s IC50 (ASNase).
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5.4 Asparagin syntetaza

Posledni oblasti zajmu byla exprese genu pro asparagin syntetazu. Tento en-
zym je antagonistou k L-asparaginaze a je zodpovédny za endogenni syntézu
asparaginu. Jeho exprese vSak s citlivosti na L-asparagindzu (IC50) nekore-

luje.
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6. Zavér

Predklddana diplomova prace se zabyvala studiem bazalniho metabolického
nastaveni leukemickych bunék a jeho vazbou na citlivost viici L-asparaginaze.

Tato zavislost byla studovana na 19 modelovych leukemickych bunéénych
liniich, které reprezentovaly genotypicky i fenotypicky rtzné druhy leuke-
mie. 11 bunécénych linii pfedstavovalo akutni lymfoblastickou leukemii, z toho
9 zéstupci bylo z B-prekurzorové fady (B-ALL) a 2 byli z T-prekurzorové
fady (T-ALL). Zbylych 8 buné¢énych linii reprezentovalo myeloidni leukemii
v akutni (AML) nebo chronické (CML) fazi.

Pozornost byla zaméfena na mitochondrialni respiraci a glykolyzu. Akti-
vita obou téchto procesii v bunkach byla podrobné sledovana. Byla zmérena
i exprese vybranych glykolytickych genti jako markeri glykolytické aktivity.
Dale byl studovan obsah mitochondrialniho retikula v burkéch, exprese aspa-
ragin syntetazy a velikost bunék. Ziskané idaje byly mezi sebou vzajemné
porovnavany a byla hledana vzajemna korelace dat a souvislost s rozdilnou
citlivosti bunék na L-asparaginazu.

Bylo poukazano na to, Ze metabolické nastaveni leukemickych bunék sou-
visi s jejich ptivodem. Buiiky myeloidni fady jsou mnohem vice glykolyticky
i respiracné aktivni, coz muze souviset i s jejich vétsi velikosti oproti bunkam
lymfoidni fady. Glykolyza a mitochondrialni respirace spolu koreluji. Dale by-
ly odhaleny korela¢ni vztahy mezi velikosti bunék a metabolickou aktivitou
a také korelovala oxidativni fosforylace s po¢tem mitochondrii. Tim nejdilezi-
téjsim faktem bylo objeveni signifikantni korelace mezi citlivosti bunék na L-
asparaginazu a jejich glykolytickou aktivitou. Byly popsany také potencialni
markery glykolytické aktivity, exprese genu GLUT1, MCT-4 a PFKM, které
by mohli slouzit k detekci metabolického nastaveni u pacientskych vzorkt
a obejit tak problém métfeni metabolickych procesi spojeny s nedostatkem

materidlu.
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