UNIVERZITA KARLOVA

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Studijni program: Biochemie

Studijni obor: Biochemie

Be. Zuzana Matouskova

Sledovani vlivu quambalarinu B na aminokyselinovy metabolismus

leukemickych bunéénych linii

Monitoring of leukemic cell line amino acid metabolism changes

after Quambalarine B treatement

Diplomova prace

Skolitel: RNDr. Daniel Kavan, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Karel Valis, Ph.D.

Praha 2020



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné pod vedenim
Skolitele RNDr. Daniela Kavana, PhD. a vSechny pouzité prameny jsem fadné citovala.
Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebylo ptfedloZena k ziskéni jiného nebo stejného

akademického titulu.

VPrazedne ......ccooveveveiiiiiiiiii..

Zuzana Matouskova



Podékovani

Touto cestou bych rada podéekovala svému Skoliteli RNDr. Danielu Kavanovi,
Ph.D. za odborné vedeni, vstficnost, laskavost a trpélivost. Dale bych rdda pod€kovala
mému konzultantovi Mgr. Karlu ValiSovi, Ph.D. za cenné rady a odborné vedeni. Dalsi
podékovani patfi Ing. Jané¢ Novakové za ochotu a pomoc s pfipravou bunck.
A v neposledni fadé velké podekovani patii celé mé rodiné a blizkym za trpélivost a

podporu béhem celého studia.



Abstrakt

Leukémie je nejcastéjsi onkologické onemocnéni u pacientii détského veku, avSak
ani u starSich pacienti neni toto onemocnéni vzacné. To je hlavni diavod, Ze se
v poslednich letech vyzkum zaméfil na vyvoj specifickych antileukemickych 1éciv.
Kli¢ové se zdaji byt abnormality metabolismu nadorovych bunék na které se da cilit pti

1écbe.

Ptirodni 1,4-naftochinony, mezi néz patii i quambalarin B produkovany jako
sekundarni metabolit basidiomycetami Quambalaria cyanescens, jsou zndmé pro své
léCebné ucinky. Neni tak ptekvapenim, ze i u quambalarinu B bylo prokazano, ze u
nékterych leukemickych bunéénych linii inhibuje bunéénou proliferaci a nasledné

zpuisobuje bunécnou smrt.

V predkladané praci jsem se pomoci aminokyselinové analyzy s fluorescencni
detekci snazila pozorovat zmény metabolismu aminokyselin, a to sledovanim
aminokyselinovych hladin v intracelularnim a extracelularnim prostfedi leukemickych
bunék po oSetfeni quambalarinem B. Pozorovani bylo provadéno u bunécéné linie Jurkat,
Ramos a THP-1, pficemz kazda ztéchto linii pfedstavuje jiny typ leukemického

onemocnéni.
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Abstract

Leukemia is the most common cancer of children, moreover it is also not uncommon of
elderly patients. Research has focused on the development of specific antileukemic drugs
in recent years. Abnormalities in tumor cell metabolism that can be targeted during

treatment appear to be the key.

Natural 1,4-naphthoquinones, including quambalarin B produced as a secondary
metabolite by the basidiomycetes of Quambalaria cyanescens, are known for their
therapeutic effects. Not surprisingly, Quambalarine B has also been shown to inhibit cell

proliferation in some leukemic cell lines and subsequently caused cell death.

In the present thesis, I tried to observe changes in amino acid metabolism by monitoring
amino acid levels in the intracellular and extracellular environment of leukemic cells after
treatment with Quambalarine B using amino acid analysis with fluorescence detection.
The observation was performed in Jurkat, Ramos and THP-1 cell lines, each of these lines

represents another type of leukemic disease.
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Seznam pouzitych zkratek

AA
ADC
ADI
ALL
AML
AQC
AS
ASL
ASNasa
ASNS
ATP
B-ALL
BPTES
CSF
DNA
DMSO
FBS
GDH
GLS
GM-CSF

Hgb
HPLC

IL
INF-g
LDHA
M-CSF

MRD
OGDH
PKM2

Aminokyselina (z angl. amino acid)
arginindekarboxylasa
arginindeiminasa
akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeolodni leukémie
6-aminochinolyl-N-hydroxysuccinimidyl karbamat
argininosukcinatsynthasa

argininosukcinatlyasa
L-asparginasa

asparaginsysthetasa

adenosintrifostat

akutni B-lymfoblasticka leukémie
bis-2-(5-fenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethylsulfid
kolonie stimulujici faktor (z angl. colony-stimulating factor)
deoxyribonukleova kyselina

dimethylsulfoxid

Fetalni hovézi sérum (z angl. fetal bovine serum)
glutamatdehydrogenasa

glutaminasa

kolonie granulocytd a maktrofagli stimulujici ristovy faktor
(z angl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
hemoglobin

vysokoucinna kapalinova chromatografie

(z angl. High—Performance Liqiud Chromatography)
interleukiny

gamma interferon

laktatdehydrogenasa A

rustovy faktor stimulujici kolonie makrofaga

(z angl. macrophage colony-stimulating factor)
minimalni reziduélni nemoc
a-ketoglutaratdehydrogenasy

pyruvatkinasa M2



PML
QB
RNA
T-ALL

Tc lymfocyty
Tu lymfocyty

promyelocytarni leukemicky protein

quambalarin B

ribonukleova kyselina

akutni T-lymfoblasticka leukémie

T cytotoxické lymfocyty (z angl. Cytotoxic T-lymphocyte)
T pomocné lymfocyty (z angl. Helper T-lymphocyte)



1 Uvod

Onkologicka onemocnéni jsou v Ceské republice druhou nejéastéjsi pti¢inou umrti.
V Ceské republice je roéné pramémé diagnostikovano 87 000 pacienttl, pfi¢emz kolem
27000 pacienti na tato onemocnéni umird. Mezi nejpocetnéji diagnostikovana
onkologickd onemocnéni patii karcinom stfeva a kone¢niku, karcinom prostaty ¢i prsu a
nadorova onemocnéni plic. V détském veéku je vSak nejCastéjSim nadorovym

onemocnénim praveé leukémie. [1]

Leukémie zahrnuje skupinu malignich nddorovych onemocnéni postihujici
predevsim krev, kostni dient a lymfaticky systém. Z tohoto diivodu se v prvni ¢asti této
prace vénuji procesim krvetvorby, kterych se leukemické onemocnéni tyka. V dalsi ¢asti
této prace shrnuji vSeobecné informace o nemoci jako takové a to pfedevSim o akutni
formé tohoto onemocnéni. JelikoZ v poslednich letech vzniklo mnoho vyzkumnych praci
zamétenych na vyvoj novych specifickych 1é¢iv pro 1é¢bu onkologickych onemocnéni,
tak se dale zabyvam metabolickymi zménami nadorovych bunck jakozto moznymi
terapeutickymi cili pfi 16€b€. Zamétuji se pfitom nejvice na zmény aminokyselinového
metabolismu. A v neposledni fad¢ shrnuji dosavadni poznatky o quambalarinu B a jeho

vlivu na nékteré leukemické bunééné linie.
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1.1 Hematopoesa

Krvetvorba neboli hematopoesa je proces, pii kterém vznikaji krevni bunécné
komponenty z pluripotentnich kmenovych bunék. Hematopoetické kmenové buniky maji
schopnost sebeobnovy a tedy pii déleni ¢ast zistdva kmenovymi buiikami a Cast se
diferencuje. V prenatdlnim obdobi probiha hematopoesa v riznych mistech téla,
v postnatalnim obdobi pak v kostni dieni. [2] Celé schéma hematopoesy je vyobrazeno
na obrazku 1.

. —
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Obrazek 1 — ZjednoduSené schéma hematopoesy. Vsechny krevni elementy vychdzeji
z jednoho prekurzoru, kterym je multipotentni hematopoeticka kmenova burka. Ddle se vyvoj
krevnich elementii rozdeluje na dvé hlavni vétve jmenovite myeloidni vétev a lymfoidni vétev.
Z myeolodni vetve dale vznikaji trombocyty, erytrocyty, zirné bunky a myeloblasty, mezi které
patii bazofily, neutrofily, eozinofily a monocyty. Z lymfoidni vétve se vyvijeji NK buitky a Ba T
lymfocyty. Prevzato a upraveno. [3]

Pluripotentni hematopoetické buiiky jsou kmenové buiky, ze kterych vznikaji
vSechny krevni elementy. Jsou to nediferencované bunky, které maji schopnost se
obnovovat. Mitoticka aktivita takovychto bunék je velmi nizkéd [4]. Z pluripotentnich
hematopoetickych bunék vznikaji buiiky multipotentni, které ztraceji schopnost obnovy.

Multipotentni hematopoetické buiky se déli na dvé vétve, a to na myelodni progenitory,
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ze kterych vznikaji erytrocyty, megakaryocyty, granulocyty a monocyty, a dale lymfoidni
progenitory, ze kterych se vyvijeji lymfocyty. Progenitorové builky jsou jiz ¢astecné

diferencované a mohou z nich vznikat jen dané bunécné linie. [5]

Hematopoetickd draha je piisné regulovana pomoci celé fady rastovych faktoru,
nervovych a humoralnich pisobkl. Nejdulezitéjsi jsou vSak hematopoetické rlstové
faktory, mezi které se fadi jak nékteré hormony jako napf. erytropoetin, tak cytokiny jako
jsou napf. interleukiny ¢i interferon. Interleukiny (IL) pochézi zriiznych zdroji a
zastavaji velmi rozli¢né funkce — od zahajeni zanétlivé odpovédi, aktivace T lymfocyta,
B lymfocytii, makrofagh a neutrofill, pfes proliferaci a diferenciaci lymfoidnich bunék
v brzliku az po inhibici produkce cytokint [6]. Dal§im dilezitym ristovym faktorem je
kolonie stimulujici faktor (CSF), ktery plisobi na progenitorové buiiky a stimuluje jejich
proliferaci. Hormon erytropoetin ptedstavuje hlavni regulator v erytropoese, tedy
v tvorbé Cervenych krvinek. Trombopoetin je rastovy faktor, ktery stimuluje tvorbu

krevnich desticek. [7]

Hematopoesa muze byt déle fizena pomoci regulace genové exprese, presnéji
pomoci transkripénich faktorii. Transkripéni faktory jsou proteiny, které obsahuji DNA
vazebné domény a mohou tak interagovat s DNA. Nekteré transkripéni faktory jsou
potfebné pro iniciaci transkripce, jiné zvySuji genovou expresi nebo se napi. vazou
v blizkosti genu a potlaci tim jeho pirepis. Také hraji velmi dileZitou roli pfi diferenciaci
jednotlivych linii krevnich bunck. Poruchy zplsobené mutacemi genii kodujicich
jednotlivé transkripéni faktory vedou k zdvaZznym chorobam jako je napt. leukémie.
Hlavnimi transkripénimi faktory jsou SCL/TAL-1, LMO-2, PU.1, GATA-1, GATA-2 a
dalsi. [8]

1.1.1 Lymfopoesa

Lymfopoetickou drahou vznikaji lymfocyty a dals$i elementy, které jsou soucasti
podptrnych tkani ze spole¢ného lymfoidniho progenitoru. Progenitorova buika se miize
diferencovat na B lymfocyt, NK buiiku anebo se transportovat krvi do brzliku a pfeménit
se na T lymfocyt. Vyvoj lymfocyti zahrnuje faze zrani z pro-buné¢k, pre-bunck, faze

nezralého az do faze zralého lymfocytu. [9]

B lymfocyty tvofi asi 15 % cirkulujicich lymfocytt a jejich nazev je odvozen podle
mista tvorby a zrani, tedy kostni diené (bone marrow). Tvorbu reguluji IL1, IL2, IL4, IL5

a IL7. Déale se mohou transformovat na plazmatické buiky, coz je finalni stupen
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diferenciace. B lymfocyty stejné jako T lymfocyty a NK buiiky jsou soucésti imunitniho
systému. B lymfocyty obsahuji na svém povrchu imunoglobuliny, které jsou specifické
vuci urcitym antigenim. Po setkéni se s antigenem se transformuji na plazmatické buiiky,
coz jsou bunky, které maji velky vyznam pro humoralni imunitu. Plazmatické bunky dale

produkuji velké mnozstvi specifickych protilatek. [3]

Progenitorové bunky putuji krevnim fecistém do brzliku, kde jsou bud’ usmrceny
anebo dozravaji v T lymfocyty. Hlavnimi regulatory jsou IL1, IL2, IL4, IL6 a IL9. Zralé
T lymfocyty ptedstavuji cca 75 % cirkulujicich lymfocytl a jejich nazev je odvozen od
mista vzniku tedy brzliku (thymu). T lymfocyty jsou efektorovymi buitkami imunity a
dle funkce se déli na dvé skupiny, a to na pomocné lymfocyty (Th) a cytotoxické
lymfocyty (Tc). Tu buiikky maji povrchovy antigen CD4, po jejich aktivaci kontaktem
s antigenem zacnou tyto buniky produkovat interleukiny, které koordinuji a reguluji
specifickou i nespecifickou imunitni odpovéd’, pfi¢emz nespecificka imunitni odpoveéd’
je vrozend a bez imunitni paméti, zatimco imunita specificka je ziskand, specificky
rozpoznava cizorodé latky a vyznaCuje se imunitni paméti. Tc buiiky maji na svém
povrchu CDS8 antigen. Po aktivaci tyto buiiky aktivuji ¢innost makrofagi a zptsobuji

bunécnou smrt cilovych bunék. [9]

NK buiiky (z anglického natural Killers) pfedstavuji pfiblizné 10 % celkovych
lymfocytt. Prekurzory NK bunék vznikaji v kostni dfeni, kde také zraji a poté putuji
krevnim feciStém do sleziny. Tyto buiiky cytotoxicky plisobi na nddorové bunky, bunky
napadené viry €i na buiiky, které na svém povrchu maji xenoantigeny. Dalsi schopnosti
téchto bunék je produkce cytokint a to hlavné interferonu gamma (IFN-y), ktery aktivuje

makrofagy, T lymfocyty a dendritické bunky. [10]

1.1.2 Myelopoesa

Z myeolopoetické vyvojové vétve vznikaji krevni elementy jako erytrocyty,
granulocyty, trombocyty a zirné builkky. VSechny tyto elementy vznikaji ze spole¢né
progenitorové myeloidni buiiky. Pfi diferenciaci dochazi ke zménam plazmy a zménam
jadra. Co se zmén plazmy tyce, tak se u n¢kterych bunék uvnitt za¢inaji vytvaret granula,
a to jak neutrofilni, eozinofilni tak bazofilni. Zmény jadra se pak tykaji predevSim

erytrocytu, ze kterych je jadro vypuzeno.
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1.1.2.1 Granulomonocytarni vyvojova vétev

V granulomonocytarni fad¢ se tvoti granulocyty a monocyty. VSechny tyto krevni
elementy vznikaji z jedné spole¢né progenitorové mateiské bunky, ale oddé€luji se z ni

Ctyfi vyvojové vétve, a to neutrofilni, eozinofilni, bazofilni a monocytova.

Granulocyty jsou buiiky obsahujici uvnitf cytoplasmy granula. Dle Wrightova
barveni se rozd¢€luji do tfi skupin na neutrofilni, eosinofilni a basofilni granulocyty. Jadro
granulocytii je rozdéleno do tfi segmentl. Pro granulocyty je typicka schopnost
fagocytozy a diky tomu se podili na nespecifické imunité. Neutrofilni granulocyty
predstavuji nejvice pocetnou skupinu a jejich hlavni funkci je fagocytéza, produkce
cytokintli a degranulace. Eosinofilni granulocyty jsou dilezité predevSim pii obrané pted
mnohobunéénymi parazity. Ptred parazity chrani ptedevS§im bazickymi proteiny, které
jsou pro parazity toxické. Bazofilni granulocyty jsou nejméné pocetnou skupinou a o
jejich funkci toho neni tolik znamo. Obsahuji vSak histamin a heparin a sekretuji

eikosanoidy a cytokiny. [9]

Granulocyty vznikaji ze spole¢ného prekurzoru, kterym je myeloblast. Dal§im
vyvojovym stadiem je promyelocyt. Poté vznikd myelocyt, ve kterém lze jiz pozorovat
granula. Z myelocytu se vytvoii metamyelocyt, ktery pozd€ji dozrava v granulocyt. Tento
proces reguluje predevsim ristovy faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagt a

néktery z IL, ktery se u jednotlivych skupin granulocyti 1isi. [9]

Monocyty tvoii kolem 5 % z celkového poctu leukocytl v periferni krvi. Jsou to
velké bunky obsahujici jedno jadro. Monocyty se mohou z krevniho fecisté rychle
presunout do mista infekce, diferencovat na makrofagy ¢i dendritické bunky a vyvolat
tak imunitni reakci. Monocyty jsou tedy prekurzory makrofagi a v periferni krvi tak tvoii
jejich neucinnou zasobarnu. Prekurzorem pro vyvoj monocytu je monoblast, ktery
pozdéji diferencuje na promonocyt, ktery se nasledné dé€li a diferencuje na zraly monocyt.
Mezi rastové faktory regulujici tento proces patii ristovy faktor stimulujici kolonie
makrofagh (M-CSF) a kolonie granulocyti a makrofagli stimulujici rastovy faktor

(GM-CSF). [10]
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1.2 Leukémie

Leukémie je heterogenni skupina malignich nddorovych onemocnéni postihujici
hematopoézu. Toto onemocnéni tvori 30 % vSech malignich onemocnéni détského veku
a fadi se tak mezi nejcastéjsi nadorova onemocnéni ve véku od 1 do 15 let. Pii leukémii
dochazi k vysoké proliferaci leukemickych bunék, které ztraceji schopnost diferenciace,
coz je spoleénym znakem vSech nadorovych onemocnéni. Diky tomu ma postizeny
jedinec 2 populace bunék, a to buiniky zdravé a maligné transformované. Velké mnozstvi
leukemickych bunék utlacuje ostatni buniky kostni dfené, coz zplisobuje jejich nedostatek
(viz obrazek 2). Nedostatek erytrocytl, tedy anémie zpisobuje u pacientl slabost, duSnost
a bledost. Krvacivost a tvorba modfin je naopak zplsobena nedostatkem trombocyti.
Ackoliv ma pacient velké mnozstvi leukocyti, tak pouze malou ¢ast z nich tvoii zdravé
buiky schopné bojovat s infekci, a proto leukopenie zptisobuje horecky a opakované

infekce. Maligné transformované buiiky se dale mohou §ifit krevnim feciStém a dostat se

tak do jater, sleziny ¢i lymfatickych uzlin. [1]

Normalni krev Leukemicka krev

Krevni
desticky

Monoc
e Neutrofily

Erytrocyty Lymfocyty

Abnormalni proliferace

Obrazek 2 — Schéma krevnich bunék u zdravého jedince a leukemického pacienta.
Na obrazku je vilevo zndazornén morfologicky obraz periferni krve zdravého jedince. Vpravo je
vyobrazen morfologicky obraz periferni krve pacienta trpici leukémii. V periferni krvi nemocného
Jjedince je videt abnormalni proliferace nékterych krevnich elementii a tim zpiisobeny nedostatek
ostatnich krevnich elementii. Upraveno a prevzato. [11]
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Etiopatogeneze této choroby neni doposud zcela znama. U malignich bun¢k se
mutace miZze byt napf. expozice ionizujicimu zafeni, lécba cytostatiky, genetické
choroby, vzacné také virové infekty a nékteré chemické latky jako jsou napt. aromatické

uhlovodiky.[12][13]

Leukémie se bézné déli na akutni, jejiz vyvoj je rychly a bez pitedchozi
hematologické anamnézy a je pro ni typickd zastava diferenciace na trovni blastl, a
chronickou, pfi které je vyvoj pomalejsi a symptomy se nemusi projevovat az n€kolik let.
Chronické leukémie se vyskytuje spisSe u dospé€lych jedinci. Ve své praci sleduji pouze
akutni typ této nemoci. Déle se rozdéluje dle typu poskozenych bunék. Pokud maligni
transformace postihne bunky kostni dfené, které tvoii lymfocyty hovofime tak o
lymfoblastické leukémii. Pokud vSak dojde knaruSeni bun€k kostni diené, které
produkuji ¢ervené krvinky, ostatni typy bilych krvinek a krevni desti¢ky hovotime tak o

leukémii myeloidni. Rozdil aspirati kostni diené u lymfoblastické a myelodni leukémie

je znadzornén na obrazku 3. [12]

Obrazek 3 — Aspirdt kostni diené u pacienta s akutni lymfoblastickou leukémii a akutni
myeloidni leukémii. Na obrazku vievo je zndzornén aspirat kostni diené u pacienta s akutni
lymfoblastickou leukémii, ve kterém lze vidét zmnozeni B lymfoblastii. Vpravo je zndzornén
aspirat kostni drené pacienta trpiciho akutni myeoloidni leukémii, presnéji promyelocytarni
leukémii. Lze v natéru pozorovat typicka azurofilni granula. Prevzato a upraveno [14][15]
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1.2.1 Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) tvoti 80 % vSech détskych leukemii a jeji
incidence je 3-4 nové piipady na 100 000 déti za rok. Nejcasteji se ALL vyskytuje mezi
1. — 4. rokem zivota ditéte (viz obrazek 4). ALL se Castéji objevuje u chlapcl nez u

dévcat, a to v poméru 1,3:1. [1][16]
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Obrazek 4 — Incidence ALL. Pocet novych pripadit ALL rocne na 100 000 obyvatel. [17]
ALL vznikd diky mutaci lymfoidni progenitorové buniky a je charakteristicka
velkym zmnozenim nezralych lymfocyti, nejcastéji ve forme blasti. Mtze dojit k mutaci
prekurzorit B lymfocyti — az 85 % ALL - a pak hovofime o akutni B-lymfoblastické
leukémii (B-ALL), nebo miiZze dojit k mutaci prekurzorii T lymfocytli a takovyto druh
nazyvame akutni T-lymfoblastickou leukémii (T-ALL) [18]. Mezi obecné¢ mechanismy,
které indukuji vznik ALL, fadime aberantni expresi protoonkogenti, chromozomalni
translokace, které vytvareji fuzni geny kodujici aktivni kindzy a zménéné transkripcni
faktory, a hyperdiploidie zahrnujici vice neZ 50 chromozom. Diky témto mutacim bunky
pfichazi o schopnost diferenciace a ftizené proliferace a také dochéazi k defektim

apoptickych drah, diky cemuz je zivot bunck prodlouzen. [19]

Ackoliv u vétsiny piipadi ALL nelze identifikovat genetickou ani
environmentalni pficinu, nékteré genetické aberace se nendhodné vyskytuji az u 45 %
leukemickych bunék [20]. Distribuce onkogenii u ALL détského v€ku vzniklych
translokaci je zobrazena na obrazku 5, str. 19. Fuzni gen BCR-ABR neboli Philadelphsky

chromozom vznikly translokaci t(9;22) je nej€astéjs$i abnormalitou u ALL v dospélém
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veku. Pritomnost tohoto genu je pfiblizné 5 % v détském veéku a 20 % v dospélém veku,
pficemz jeho pfitomnost se s vékem zvySuje. Tento gen se také Casto vyskytuje u
chronické myeloidni leukémie. U pacientd, u kterych se vyskytuje fizni gen BCR-ABR,
se Casto vyskytuje agresivni typ leukémie s vysokou mirou recidivity. Tento gen kdduje

cytoplazmaticky protein obsahujici aktivovanou doménu ABL tyrosinkinasy.[21]

Nejcastéji se vyskytujicim fiznim genem vzniklym translokaci t(12;21) u ALL
détského véku je TEL-AMLI. Tento fizni gen je nejvice pfitomny u pro-B-lymfocyti
s incidenci kolem 25 % [20]. U TEL-AML1 pozitivni ALL byvé dobré progndza s Casnou
odpovédi na 1écbu [22]. Dal§im fiznim genem, ktery se vyskytuje u ALL je takovy gen,
ktery vznika translokaci MLL genu s dalsim chromozomem a to piesné t(4;11), t(1;11) ¢i
t(11;19). Bylo pozorovano vice nez 80 riznych fiznich genti s MLL. Takto vzniklé fuzni

geny jsou piitomny u vice nez 50 % ALL v kojeneckém véku do 6 mésici. [20]

Ptiblizné u 1 % ALL détského véku se objevuje fuzni gen E24-HLF, ktery vznika
translokaci t(17;19) u pro-B-lymfocyti [20]. Tato aberace je spojovana s nepiiznivou
prognoézou. Dal§im onkogenem je chiméricky gen E24-PBX1 vznikly translokaci t(1;19).
Postihuje piiblizné 5 % bunék ALL, a to pfevazné pre-B-lymfocyty. Tento gen znaci
agresivnéjsi prubéh nemoci. U zralych B-lymfocyti ALL a u Burkittova lymfomu se
objevuje dysregulace c-MYC pomoci translokace t(8;14), t(2;8), t(8;22) [20]. Tato
dysregulace se vyskytuje piiblizné u 2 % ALL détského veéku [18]. U T-lymfoidnich
progenitori probihd translokace LMO1, LMO2, LYLI, TALI, TAL2 a MYC s genem, ktery

koduje B nebo ad tetézec T-bunécnych receptort. [20]
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Obrazek 5 — Mira zastoupeni jednotlivych onkogennu vzniklych translokaci u ALL.
V grafu jsou zelené zobrazemy nahodné genetické aberace, které se vyskytuji az u 25 %
nemocnych. Purpurové zbarvend pole vyznacuji onkogeny vyskytujici se u pro-B-lymfocytii a
jedna se chimérické onkogeny BCR-ABL, TEL-AMLI, E2A-HLF a fuzni gen vznikly translokact
MLL s dalsim chromozomem. Zluté zndazornény je chiméricky onkogen nalezeny u pre-B-
lymfocytii a jedna se gen vznikly translokaci E2A s PBXI. Ruzové vyobrazené pole zndzorfiuje
dysregulaci c-MYC ve zralych B-lymfocytech. Pole s oranzovou barvou pak znaci translokace u

T-lymfocytii. Prevzato a upraveno|[20]

1.2.1.1 Lécba akutni lymfoblastické leukémie

Lécba 1 progndéza ALL se 1isi u déti a dospelych. U détskych pacientti dochazi
u 95 % déti k remisi a celkové preziti je 85 % [16]. U dospélych pacientti zavisi hodné na
veku pacienta. U mladych lidi do 30 let je celkové preziti az 60 %. Mezi 30. — 60. rokem
zivota celkové preziti klesa na 30 % a u pacientil starSich nez 60 let je celkové preziti
pouze 15 % [23]. Pi1 1écbé se snazime zni€it nadorové builky a zaroven zmirnit ¢i zcela
odstranit vedlejsi ic¢inky nemoci a 1¢kii. Typ 1éCebné strategie je vybran podle rizikovosti
daného pacienta. Nejcasteji se pacienti rozde€luji do tii zakladnich skupin a to pacienti

s vysokym rizikem, se stfednim rizikem a se standardnim rizikem [24]. Do téchto skupin
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jsou rozdéleny podle prognostickych faktord, jakym je napi. v€k pacienta, mira odpovédi

na lécbu ¢i genetické aberace [25].

Détska ALL je siln¢ chemosenzitivni onemocnéni, a proto se nejcastéji 1€¢i
kombinovanou chemoterapii, ktera zpiisobi apoptézu leukemickych blasti. Lécba je
rozdelena do Ctyt fazi, a to indukce remise, poté konsolidace, reindukce a posledni fazi je
udrzovaci lécba. Hlavnim cilem indukce remise je co nejrychleji se zbavit co nejvétsiho
mnozstvi leukemickych blastli a vyvolat tim remisi. Pocet leukemickych buné¢k sledujeme
pomoci parametru minimalni rezidualni nemoci (MRD), ktery je dan mnozstvim
specifickych ptestaveb genti pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory. Konsodilace
1é¢by ma za cil utvrdit remisi, zneSkodnit zbytek leukemickych bun¢k a dosdhnout tak
negativity MRD [10]. Konsodilace probih4 v nékolika cyklech, ptfi¢emz alesponl jeden
kopiruje 1é¢ebny postup indukce remise a nazyva se reindukénim cyklem. Poslednim
krokem je udrzovaci 1éCba, jejimz cilem je udrzet remisi a vyhnout se relapsu, ktery
predstavuje nejvetsi problém 1é¢by, protoze pacient se stane rezistentni vuci predeslé
1¢cbé a musi se tak bud’ zvysit davky cytostatik, nebo vytvofit novy lécebny Casto
agresivnéjsi postup 1écby [26]. BEhem celé 1écby soubézné probiha podpirna 1écba, ktera
minimalizuje vedlejsi ucinky choroby a 1é€by hlavni. Hlavni 1€ky, které se vyuzivaji pro
1é¢bu ALL jsou kortikosteroidy, jako je prednison ¢i dexametason, vinkristin, metotrexat,
merkaptopurin [17]. Specifickym lékem u ALL je asparginasa, ktera zptisobi nedostatek
esencialni aminokyseliny asparaginu, které si leukemické buiiky, kvili nizké hladiné
asparaginsyntetasy nejsou schopny vytvoftit [27]. Pacienti s vysokym rizikem jsou ¢asto

indikovani k transplantaci kostni diené [28].
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1.2.2 Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeoloidni leukémie zasahuje kmenové hemopoetické bunky, které se
dale diferencuji pfevazn¢ na myeoloidni a myelomonocytarni blasty. Jedna se tedy o
onemocnéni, pii kterém je zvySeny pocet myeloblastl, které tvoii vice nez 20 %
jadernych buné€k v kostni dfeni. Ze vSech akutnich leukémii je myeloidni typ zastoupen
z 80 % a incidence v Evrop¢ je 2 - 4 novy pacientil na 100 000 obyvatel za rok, pfi¢emz
se incidence zvysuje s naristajicim vékem. Zatimco incidence AML u déti je pouze
1 nové nemocné dit¢ na 100 000 déti za rok. Pocet novych piipadi za rok je zndzornén

na obrazku 6. Ptiznaky jsou Casto dost nespecifické a velmi rychle se zhorSujici. [29]

25 1

20 A

15 1

10

0 T T T 1 1 1 1
<1 1-4 5-19 20-39 40-59 60-74 <75

Obrazek 6 - Pocet novych pripadit AML rocné na 100 000 obyvatel. V grafu je zndzornen
rocni narust novych pacienti trpicich AML dle véku. Lze pozorovat mirny pokles od
novorozeneckého véku az do obdobi od 5 — 19 let. Poté prichazi mirny nariist a to az do priblizné

40. véku. Poté se incidence s vékem rapidné zvysuje. [30]

U AML stejné jako u ALL je mechanismus vzniku nejasny, piesto byly objeveny
nendhodné genetické aberace, které se vyskytuji az u 55 % pacientii détského véku AML.
Translokace, které aktivuji geny transkrip¢nich faktorti a AML jsou tzce specifické pro
hematopoetické buiiky blokované v ur¢itém stadiu diferenciace. Na obrazku 7, str. 24 je
znazornéna distribuce translokaci vzniklych onkogenii u détskych pacienti a mladych
dospélych s AML [20]. Fuzni gen AMLI-ETO, ktery vznikl désledkem

translokace t(8;21) se vyskytuje v myeloblastech a znaéi pfiznivéjsi prognézu nez u
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vétSiny ostatnich typl. Pii vyskytu této aberace je Casto zvySend granulopoesa a
inhibovana erytropoesa [31]. Dalsi fazni gen CBFf3-MYHI1 vznika nej¢astéji inverzi
inv(16), ale také translokaci t(16;14) a deleci del(16). Tato aberace se vyskytuje
v myelomonocytech a nemocni, u kterych byla objevena, se fadi mezi pacienty s nizkym
rizikem. Translokaci t(9;11) vznika fuzni gen MLL-AF9, ktery je spojovan s agresivnim
typem kojenecké AML. Dospéli jedinci stimto genem jsou fazeni do skupiny se
standardnim rizikem [32]. Tato aberace je pfitomna zejména u monoblasti. Skupina
aberaci genu RAR a, ktery koduje jaderny receptor pro kyselinu retinovou, se vyskytuje u
7 % détskych pacientd s AML [32]. Nejcastéji dochézi k translokaci s genem kodujici
promyelocytarni leukemicky protein (PML). Fazni gen PML-RAR« vznika translokaci
t(15;17) a pacienti s timto nalezem se fadi do prognosticky pfiznivé skupiny. Vzacné pak
vznikd fazni gen PLZF-RARa a NPM-RAR« a to translokaci t(11;17) a t(5;17). Tyto

aberace jsou prognosticky velmi neptiznivé [33].

Neprimétena aktivace genu EVII, kterd je casto zpusobena prestavbou
chromozomu 3q26 je spojovana s AML s myelodysplastickymi rysy. EVII je napf.
ovlivnéna fuznim genem TEL/AMLI. Takto postizeni pacienti patii do skupiny pacientli
s vysokym rizikem a jejich prognéza neni ptizniva [34]. Pomérn€ vzicna translokace
t(3;5), pomoci které vznika fuzni gen NPM-MLF 1, se vyskytuje pfiblizné u 1 % détskych
pacientil [14]. Translokace t(6;9) je geneticka aberace, pii které vznika fuzni gen DEK-
CAN a je Casto spojovana s velmi Spatnou prognozou [35]. Fuzni gen FUS-ERG vznikly
translokaci t(16;21) se objevuje jak v akutni tak chronické myeoloidni leukémii. Tato
aberace je spojovana se Spatnou prognézou a s vysokym rizikem relapsu do 1 roku.
Posledni nendhodnou aberaci objevujici se u AML je translokace t(7;11), pfi které vznika

fazni gen NUP98-HOXA9 a stejné jako u vySe zminénych neznaci dobrou prognézu. [14]
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Obrazek 7 Distribuce onkogenii u détskych pacientit a mladych dospélych s AML.
Nejvice zastoupené jsou nahodné genetické aberace, které se vyskytuji az u 36 % nemocnych a
v grafu jsou zndzorneny zelenou barvou. U 19 % se nevyskytuji Zadné doposud objevené aberace,
coz je zndazornéno v grafu bavou svétle modrou. Svétle riuzovou barvou je vyznacen fuzni gen
AMLI-ETO, ktery je pritomny u myeloblastickych bunek AML. Dalsim hojné zastoupenym fiiznim
genem je CBF-MYH]I 1, ktery je pritomen u myelomonocytii a znazornén oranzove. Tmave modré
pole patri monoblastickéemu fiiznimu genu MLL-AF9. Ruzové je znazornén soubor genetickych
aberaci genu RARa, ktery se vyskytuje u promyelocytii. Zlutou barvou jsou vyznaceny onkogeny

nachazejici se u myelodysplastického typu AML. Prevzato a upraveno z [20]

1.2.2.1 Lécba akutni myeoloidni leukémie

Lécba AML se voli podle podtypu onemocnéni, dle cytogenetického a molekularné
genetického vySetfeni a dle véku pacienta. Cilem 1écby je vyvolani remise a nasledné
zabranéni relapsu. Lécba se rozdéluje do dvou fazi, a to na indukci remise a na
konsodilaci, tedy post-remisni fazi [30]. Béhem induk¢ni 1éCby se snizuje pocet
leukemickych buné€k v kostni dieni na co nejniZ§i hodnotu. Zakladnim Iékem indukce
remise, ktery se vyuziva jiz ptres 30 let je kombinace cytarabinu a antracyklinu [36]. Po
dosaZeni remise ptichazi na fadu konsolida¢ni faze 1é€by, kterd zahrnuje chemoterapii ¢i
transplantaci hematopoetickych bunék u pacientii s vysokym rizikem. Pro konsodila¢ni

1é¢bu se vétSinou pouziva opét cytarabin. Remise dosdhne az 80 % pacienti mladsich 60
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let a celkové preziti je piiblizné 50 %, u starSich pacientli remise dosdhne pfiblizné

polovina a celkové preziti je pouze 15 %. [37]
1.3 Metabolismus nadorovych bunék

Nadorové bunky se od bun¢k zdravych 1isi v mnohych vlastnostech, at’ uz se jedna
napt. o miru replikace a proliferace ¢i metabolismus. Néadorové bunky maji
deset charakteristickych vlastnosti, kterymi se li§i od bun¢k zdravych a jsou zndzornény
na obrazku 8. Metabolismus nddorovych bunck je upraven tak, aby buiky mély
dostatecné mnozstvi zivin a energie potfebné k nadmérnému bujeni. V poslednim
desetileti se ukéazalo, ze metabolické zmény se tykaji interakce buniky s metabolitem,
zmén vedoucich ke schopnosti ziskat vétSi mnoZstvi potiebnych zivin a také
preferen¢nich metabolickych drah pfi metabolismu riznych Zzivin. Abnormality

metabolismu naddorovych bunék jsou mozné terapeutické cile. [38]
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Obrazek 8 - Charakteristické znaky nadorovych bunék. Na obrazku je zndazorneno deset
typickych znakii nadorovych bunék, kterymi je lze odlisit od bunék zdravych.

zmén metabolismu nédorovych bun€k. Jiz v roce 1924 Otto Warburg pozoroval, Ze
v nadorovych bunikach dochazi k mnohem vétsi spotiebé glukosy nez v okolnich tkanich
a ze 1 v ptitomnosti kysliku je glukosa metabolizovana stejné jako za anaerobnich

podminek na laktat [39]. Warburg to pfisuzoval Spatnému fungovani mitochondrii, coz

podle jeho predstavy vedlo k malignim transformacim. Pozdé&ji vSak bylo zjisténo, Ze tato
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abnormalita je spiSe vysledkem mutaci onkogent a tumor supresorovych genti. Ackoliv
je glykolyza, pii které dale vznika laktat, daleko méné u€inn4, pti dostatecném mnozstvi
glukosy vznikd ATP rychleji nez pii oxidativni fosforylaci a obejde se bez pouziti
mitochondrii, které hraji dilezitou roli pfi spousténi apoptozy [40]. Rozdily mezi
oxidativni fosforylaci, anaerobni glykolyzou a aerobni glykolyzou jsou znazornény na
obrazku 9. Warburgiv efekt se vyuziva jak pii diagnostice, tak jako terapeuticky cil [41].
Pti diagnostice se vyuziva faktu, Ze naddorové builky akumuluji glukosu a pifi podani
znaCené latky chovajici se obdobné mizeme pomoci pozitronové emisni tomografie
detekovat nadory. Jako terapeuticky cil je mozné vyuzit faktu, ze nddorové buiiky jsou
zavislé na glykolyze, kdezto buniky zdravé mohou vyuzivat oxidativni fosforylaci a jako
nahradni zdroje energie vyuzivat mastné kyseliny ¢i aminokyseliny[42]. Pti vyzkumu

terapeutickych cilii se zaméfili prave na inhibici nékterych glykolytickych enzymi.

Diferencovana tkan Proliferujici Tumor
) tkan r—
A )\ :
+0, —0 o
)2/ \ 2 +-0,
Glukosa Glukosa Gllikosa
* Pyruvat
Pyruvat
Laktat
Laktat
Laktat
Oxidativni Anaerobni Warburguv efekt
fosforylace glykolyza 4 mol ATP/
36 mol ATP/ 2 mol ATP/ mol glukosy
mol glukosy mol glukosy

Obrazek 9 — Rozdily mezi oxidativni fosforylaci, anaerobni glykolyzou a aerobni
glykolyzou. Na obrazku vievo je znazornéno schéma a energeticka bilance oxidativni fosforylace
a anaerobni glykolyzy u diferencované tkané. Nejprve je glukosa preménéna na pyruvat, jehoz
dalsi osud je ovlivnén pritomnosti kysliku. Oxidativni fosforylace probiha v aerobnim prostiedi a
dochazi k uplné oxidaci pyruvatu v mitochondriich na oxid uhlicity. Pri nedostatku kysliku, a tedy
v anaerobnim prostredi dochazi k preméné pyruvatu na laktat. Anaerobni glykolyzou sice vznika
mnohondasobné méné ATP, avSak dochazi ke zpétné preméné NADH na NAD". Na obrdzku vpravo
je zndazornen Warburguiv efekt neboli aerobni glykolyza, pri které dochazi z vétsi miry k preméné
glukosy na laktat i za pritomnosti kysliku. Prevzato a upraveno. [43]
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1.3.1 Metabolismus glutaminu

Mevr v e

Hned po glukose je druhou nejdtlezitéjsi zivinou pro nadorové bunky glutamin,
ktery je kli¢ovy kvuli své schopnosti byt donorem jak uhliku, tak dusiku, ¢ehoz se hojné
vyuzivé v fadé metabolickych cest podporujici bunécny rist. Glutamin je tak primarnim
zdrojem energie nejen pro nadorové buiiky, ale také pro ostatni rychle proliferujici bunky,
jako jsou buniky imunitniho systému, lidské fibroblasty ¢i adipocyty [44]. Ackoliv je
glutamin pro savce neesencidlni aminokyselinou, n¢které nadorové bunky se stavaji zcela
zavislé na jeho vnéjSim piisunu. Glutamin hraje dualezitou roli pfi tvorb& energie,
udrzovani redoxni rovnovahy v bunikach a také pii biosyntéze esencidlnich molekul, jako
jsou aminokyseliny, puriny, pyrimidiny ¢i mastné kyseliny [45]. Stejné jako u glukosy
byl pozorovan zvySeny piijem glutaminu z prostfedi. Jiz vroce 1955 Harry Eagle
prokazal, Ze je potieba aZ stondsobny molarni piebytek glutaminu v kultivaénim médiu
v poméru k ostatnim aminokyselinam, aby bylo dosaZeno optimalniho riistu HeLa bungk,
coz jsou nadorové buiky odebrané z nddoru délozniho hrdla [46]. Na obrazku 10 je

znézornéno, jak nadmérna potieba glutaminu v tumoru ovliviiuje okolni tkané.

Tumor

Obrazek 10 Transport glutaminu do ndadorové tkané. Na obrdazku je znazornéné schéma
zobrazujici transport glutaminu, zpiisobeny nadmeérnou potiebou dusiku nadorovymi buikami,
z jednotlivych tkani do tumoru. Hostitelské burnky predavaji bunikam nadorovym nejen glutamin,
ale také glukosu. Béhem tumorigeneze dochdzi v jatrech a ledvindch ke snizZené expresi
glutaminasy a ke zvySené expresi glutamin synthetasy, coz ma za nasledek prebytek glutaminu,
ktery je dale transportovan do nadorové tkané. V pozdéjsim stadiu je odbourdvana svalova hmota
a glutamin je také transportovan do nddorové tkané. Ddale bylo pozorovano u nékterych
experimentalnich nadoru, ze ve svalovych burikach dochdzi ke zvySené expresi glutaminasy a ve
strevech pak ke snizenému vyuZiti glutaminu, coz také zvySuje mnozstvi cirkulujictho glutaminu.
V nadorové tkani pak dochdzi k masivni glutaminolyze, pri které se vyplavuje velké mnozstvi
kyseliny glutamové a amoniku. Prevzato a upraveno [45]
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Katabolismus glutaminu je odstartovan pteménou glutaminu na glutamat za uvolnéni
amoniaku pomoci reakce katalyzované glutaminasami. U sav¢ich bun¢k byly popsany
dva geny, a to GLSI a GLS2, které koduji izoformy téchto glutaminas. GLS! se nachazi
na chromozomu 2 a kéduje izoformu ledvinového typu a GLS2 se nachdzi na
chromozomu 12 a kdéduje izoformu jaterniho typu. Pfi zkoumani téchto izoenzymi bylo
zjiSténo, Ze enzymova aktivita enzyma kodovanych GLSI koreluje s rychlosti ristu a
malignitou, zatimco GLS2 patii mezi geny regulované p53 a fadi se tak mezi tumor-
supresorové geny [47]. Glutamat maze byt dale vyuzit na preménu glutathionu pomoci
enzymu y-glutamylcysteinsynthetasou a y-glutamylcysteinu. Dale je glutamat dilezity
jako prekurzor pro syntézu dalSich neesencialnich aminokyselin jako je alanin, aspartat,
glycin a serin. V neposledni fadé€ je glutamat pfeménén na a-ketoglutarat, ktery se miize
zapojit do Krebsova cyklu anebo do lipogenese. ZvySenym metabolismem glutaminu
vznika velké mnozstvi oxidu uhli¢itého, jenz je pfeménén na hydrogenuhli¢itanovy anion,

ktery spolu s velkym mnozstvim laktatu okyseluje vnitini prostiedi. [48]

Metabolismus glutaminu je regulovan hned v nékolika krocich prostiednictvim MYC
onkogenu. Nejenze se vaze na promotor dvou dulezitych glutaminovych transportért, a
to ASCT2 a SN2, ale také zvySuje expresi jejich mRNA, diky tomu je zajistény zvySeny
import glutaminu do bunék [49]. Dale bylo zjisténo, ze MYC onkogen zpusobuje
zvySenou expresi glutaminasy, a to nepiimou regulaci mitochondridlni GLS2 pomoci
transkripcni represe miR-23a a miR-23b [50]. U gliomovych bunék bylo experimentalné
zjisténo, ze pii umléeni MYC onkogenu pomoci shRNA, jsou buniky schopné pieZit 1 bez

pfitomnosti glutaminu v kultivacnim médiu. [51]

Metabolismus glutaminu nadorovych bungk je Castym cilem studia pfi vyzkumu
terapeutickych cili. Pro 1écbu rakoviny zavislé na glutaminu se ukazaly pfinosné latky
jako je benzylserin a L-y-glutamyl-p-nitroanilid, které zptsobuji inhibici glutaminového
transportéru ASCT?2 . DalS§im moZnym terapeutickym cilem je inhibice urcitych izoforem
glutaminasy pomoci CB-839 a (bis-2-(5-fenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethyl
sulfidu (BPTES). BPTES inhibuje GLSI, ktery je diilezity pro nadorovy riist. Bohuzel
tato sloucenina neni vhodna kvili Spatné rozpustnosti. Stejné¢ jako BPTES 1 CB839
inhibuje GLSI a vykazuje tak silné protinddorové ucinky napt. u leukemickych bunék.
[52]
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1.3.2 Metabolismus asparaginu

Asparagin je dilezitou aminokyselinou pro nadorové buiiky pfevazné proto, ze
muze udrzovat zivotaschopnost bun¢k, které maji nedostatek glutaminu. Glutamin muaze
dale prispivat k syntéze né€kolika aminokyselin, ale pouze asparagin vyzaduje glutamin
pro de novo syntézu pomoci enzymu asparaginsynthetasy (ASNS) [53]. ASNS se tadi
mezi aminotransferasy, protoze pfendsi aminoskupinu z glutaminu na aspartat. Mira
exprese ASNS je regulovéna prostiednictvim transkripénich faktort, a to jako odpoveéd’
na bunéCny stres nebo nedostatek nékterych aminokyselin. V disledku zkouméni
protinadorového ucinku asparaginasy u leukemickych onemocnéni byla zjisténa nizka
aktivita ASNS, coz znamena, Ze leukemické builky jsou zavislé na extracelularnim

asparaginu. [54]

L-asparginasa (ASNasa) je antagonistou ASNS. Je to enzym, ktery katalyzuje
hydrolyticky rozklad asparaginu za vzniku kyseliny asparagové a amoniaku
(viz obrazek 11, str. 31). V mensi mife m4 vSak i glutaminasovou aktivitu a rozklada tak
glutamin na kyselinu glutamovou a amoniak. V roce 1953 bylo zjiSténo, Ze po aplikaci
séra z morcete zacalo dochédzet ke zmenSovani lymfosarkomu u mysi [55]. V dalSich
letech Broome prokazal to, ze ASNasa ma antileukemické t¢inky [56]. ASNasa rozklada
asparagin a snizuje tak koncentraci asparaginu v krevnim séru. Asparagin je nezbytné
dilezity pro tvorbu DNA, RNA a proteint [57]. Zdravé buiiky si nedostatek kompenzuji
pomoci ASNS, ale protoZe leukemické buiiky maji tohoto enzymu malo, pouziti ASNasy

vede k bunécéné smrti. Pfesny mechanismus ¢inku ASNasy neni v§ak dodnes zndm. [58]
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O L . O
-asparaginase
H?NNOH + HO0 —— » HO OH + NH;
O NH, O NH,
ASN ASP
- O O _ O O
L-glutaminase
HQN)'K/‘\‘/KOH + HO ——= 9 OH + NH;
NH; NH,
GLN GLU

Obrazek 11 - Reakce katalyzovana ASNasou. Na obrazku je pod pismenem A zobrazena
reakce asparaginasové aktivity, pri které se hydrolyticky Stépi asparagin za vzniku kyseliny
asparagové a amoniaku. Pod pismenem B je zndazornéna glutaminasova aktivita ASNasy, pri které
je hydrolyticky rozkladan glutamin za vzmniku kyseliny glutamove a amoniaku. Prevzato a
upraveno. [59]

ASNasa se pfirozen¢ vyskytuje v fadé mikroorganismi, rostlin a savcll vyjma
¢lovéka. V roce 1967 byly objeveny dva izoenzymy, a to ASNasa I a ASNasa II. Oba tyto
izoenzymy maji jak asparaginasovou aktivitu, tak glutaminasovou aktivitu. Rozdil mezi
témito izoenzymy je predevSim v afinit¢ a umisténi [60]. ASNasa I je nizkoafinitni
cytoplazmaticky enzym, zatimco ASNasa II je periplazmaticky enzym s vysokou
afinitou. Pro 1écbu ALL détského veéku se typicky pouziva izoenzym I a to bud
z Eescherichia coli nebo z Erwinia chrysanthemi. Pti 1é¢bé pouze pomoci ASNasy I
dochazi u détskych pacientii k Gplné remisi u 40-60 % a rezistence na tuto 1éCbu se fadi

mezi Spatné prognostické faktory.[58]

U nékterych pacienti dochdzi krezistenci vici ASNase, avSak presné
mechanismy vzniku této rezistence nejsou dosud znadmé. U rezistentnich leukemickych
bun¢k byla in vitro pozorovana zvysSena exprese ASNS, ale u lidsky pacientii se to
neprokdzalo [61]. Z vyzkumu Remarkers-van Woerden vyslo najevo, Ze leukemické
bunky s fuznim proteinem TEL/AML jsou mnohem citlivéjsi k 1é¢bé pomoci ASNasy,
prestoze u nich dochdzi k vyssi expresi genu ASNS. Dle studii 1ze tedy predpokladat, ze
mira exprese genu ASNS hraje urcitou roli v citlivosti k ASNase, ale ur€ité neni jedinym
ovlivitujicim faktorem [62]. V poslednich letech se ptiklada velky vyznam hostitelskym
faktorim, jako je napf. mira exprese ASNS v mezenchymalnich buiikach kostni dien¢.
Zvysena exprese by mohla vykompenzovat nedostatek asparaginu v leukemickych

bunikach a vytvofit tak rezistenci vii¢i ASNase. [63]
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1.3.3 Metabolismus argininu

Semiesencidlni aminokyselina arginin hraje kliCovou roli béhem proliferace a syntézy
proteintl. Déle je také prekurzorem kreatininu, prolinu a kyseliny glutamové. U nékterych
nadori byla prokdzana neschopnost syntetizovat pravé tuto aminokyselinu, ¢ehoz by se

dalo vyuzit k 163bé. [64]

Endogenni syntéza argininu mtize probihat dvéma cestami. Vice uzivana cesta
zacina v tenkém stfeve, ve kterém vznika citrulin, napt. z prolinu, glutaminu ¢i kyseliny
glutamové. Citrulin je transportovan do ledvin, kde se zapojuje do mocovinového cyklu
za vzniku argininu. Enzymy katalyzujici jeho vznik jsou argininosukcinatsynthasa (AS)
a argininosukcinatlyasa (ASL). Druhou moZnosti je syntéza argininu v jatrech, kde se
citrulin také méni na arginin. V jatrech je ale vysoké koncentrace arginasy, kterd arginin
opét rychle rozkladd. Degradaci argininu vyvoldva hned nékolik enzymdu, jako jiz

zminéna arginasa, nebo NO-synthasa, ¢i arginindekarboxylasa. [64]

V tfadé naddorovych bunéénych linii, jako je melanom, hepatocelularni karcinom
¢i karcinom ledvin, byla zjiSténa auxotrofie pro arginin. V téchto buiikdch byla nizka
exprese genu pro AS. Zvlastni ale je, Ze nebyly popsany nadorové buiiky, ve kterych by
byla nizké exprese ASL, diivod vSak zatim neni znam [64]. AS by tak mohl byt slibnym
prognostickym markerem, ktery by ukazoval citlivost na 1é€bu pomoci deprivace
argininem. U nékterych bunék bylo vysvétleno umlceni genu pomoci methylace u jinych
zase umlceni hypoxii indukovatelného faktoru o. U auxotrofnich nadori zpisobuje

deprivace argininem zastaveni bunééného riistu az indukci apoptozy. [65]

Deprivace argininem se zda byt jako teoreticky vhodna cesta pii 1écbé, ale na
druhé strané jeho dostatek pomadha vyvolat imunitni odpovéd’ hostitele. Dostupnost
argininu se tak zda byt podstatnym krokem pfi 1é€b€. Pro deprivacéni terapii byly in vitro
zkoumany celkem tfi enzymy, a to arginasa, arginindeiminasa (ADI) a
arginindekarboxylasa (ADC). Terapie za pomoci argininasy byla testovdna uz od roku
1950 na zvitatech, ale piestoze testy in vitro vypadaly nadéjné, pozdé€ji se tento ptistup
moc neosveédcil. Netspéch byl nejspise zpltisoben nizkou afinitou k argininu a vysokym
pH optimem [64]. Mnohem atraktivnéji se jevi ADI, enzym katalyzujici pfeménu
argininu na citrulin a amoniak. ADI plisobi za fyziologického pH a mé vysokou afinitu
k argininu. Kviili nedostatecné expresi AS v nddorovych bunikach, nedochazi k pteméné

citrulinu na arginin. Zdravé buniky vSak tuto schopnost neztratily a diky tomu nedochézi
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k tkanové toxicité. [65] Poslednim hojné zkoumanym enzymem je ADC, ktera katalyzuje
pfeménu argininu na agmatin a oxid uhli¢ity, coz se také neprojevilo jako slibné
terapeutické ¢inidlo. Agmatin za fyziologickych podminek nelze pfeménit na arginin coz

zvysuje cytotoxicky ucinek ve zdravych buikach. [66]
1.4 Quambalarin B

Quambalarin B je sekundarni metabolit produkovany basidiomycetami
Quambalaria cyanescens. Tento kmen byl poprvé izolovan z lidské kaze v roce 1973.
Strukturné se quambalarin B (QB) fadi mezi pfirodni 1,4-naftochinony, coz je skupina

latek, kterd je nedilnou soucésti tradi¢nich medicin (viz obrazek 12). [67]

OH

0O
HO I CHg
[
OH O O

Obrazek 12 — Struktura quambalarinu B. Quambalarin B patii mezi prirodni
1,4-naftochinony a jeho systematicky ndzev je 3-hexanoyl-2,5,7,8-tetrahydroxy-1,4-naftochinon.

1,4-naftochinony jsou velmi zndmé pro celou Skéalu 1é¢ivych schopnosti. Byla u
schopnost. V 70. letech minulého stoleti byl provadén hromadny screening ptirodnich
latek, mezi nimiz bylo 1 1500 chinond, kvili potencidlni protinddorové aktivité [68].
Chinony v této studii byly identifikovany jako skupina latek s Casto se vyskytujici
cytotoxickou aktivitou. Jednou ze zkoumanych latek, u které byla prokazana cytotoxicka
aktivita, byl shikonin. Ten v menSich davkach dokédzal kompletné zastavit akutni
lymfoidni leukémii u mySich modelt [69]. Dalsi latkou, u které byla potvrzena
cytotoxicka aktivita je B-lapachon. Ten se ukdzal byt vhodnym pro 1é€eni n¢kolika typt
rakovin u potkant. Dobré vysledky vykazoval u Walkerova karcinomu prsu, karcinomu
prostaty ¢i u rakoviny vajecnikti [70]. Neni tedy piekvapenim, Ze quambalarin B, jakoZto

strukturné ptibuzna latka vykazuje také protinadorovou aktivitu.

Cytotoxickd aktivita 1,4-nafotchinoni mize byt zplsobena hned né&kolika
vlastnostmi. Chinony se ¢asto podileji na redoxnim cyklu a jednou z mozna pficin

cytotoxicity tak muze byt oxidacni stres. Oxidoredukce chinonli indukuje produkci
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reaktivnich forem kysliku, kterd mtize narusit buiikky a zplsobit tak bunécnou smrt
nadorovych bunék. 1,4-naftochinony mohou byt redukovéany n¢kolika NADP ¢i NADPH
oxidoreduktazami a mohou také zptisobit naruSeni nékterych specifickych funkeci. Dale
nekteré 1,4-naftochinony byly potvrzeny jako inhibitory mitochondridlnich respira¢nich
komplexii. Dal§im moznym mechanismem je redukce chinont in vivo, ktera dale zptisobi
eliminaci vhodné umisténé odstupujici skupiny, diky c¢emuz vznikéd silné alkylacni
¢inidlo. Takto vznikly elektrofil mize vychytavat bunécné nukleofily, jako je napf.
glutathion ¢i DNA, coz mlzZe mit za néasledek az bunécnou smrt. Cytotoxicita miize byt
také zplisobena inhibici zivotné dilezitych enzymi jako napt. DNA topoizomerasy.
Inhibi¢ni aktivita u tohoto enzymu byla prokazana u shikoninu. Déle bylo zjisténo, ze C2
a C3 nesubstituované naftochinony mohou vytvaret kovalentni modifikace s thioly nebo
aminy biomolekul. Takovéto modifikace velmi Casto narusuji spravné fungovani cilovych
molekul. Ptikladem naruseni spravného fungovani cilové molekuly je inhibice proteinové

tyrosinfosfatasy kvtli modifikaci aktivniho cysteinového zbytku. [69]

Grobarova a spol. ve své praci zkoumala cytotoxicitu QB pro jednotlivé
leukemické linie a déle se také zaméftila na testovani ucinku QB na expresi C-MYC a to
praveé kvuli strukturni podobnosti mezi QB a shikoninem, u néjz byl pozorovan ucinek
pravé na tento protoonkogen. Cytotoxicita QB byla nejvyssi u leukemické linie Jurkat,
coz je linie zastupujici akutni T-lymfoblastickou leukémii. Déle byla cytotoxicka aktivita
zkouména u linie NALM6 (B-ALL) a REH (B-ALL), avSak u téchto linii byl G¢inek
nizsi. [71]

V dalsi ¢asti prace Grobarové a spol. byl zkouman vliv QB na expresi C-MYC
protoonkogenu, ktery se podili na bunécéné proliferaci a ovliviiuje také metabolismus [71].
Exprese C-MYC u zdravych bungk je pfisné kontrolovand, naopak u nddorovych bunck
je exprese deregulovand a zpusobuje napf. nekontrolovatelnou proliferaci. Potlaceni
in vitro tohoto protoonkogenu u nékterych nddorovych bunéénych linii snizuje bunécnou
proliferaci a nékdy také indukuje apoptozu. C-MYC kodduje transkripéni faktor
leucinového zipu, ktery dimerizuje s transkripénim faktorem MAX. C-Myec transkripcni
faktor reguluje velkou Skélu genti a jeho pleiotropni efekt pak ovliviiuje velmi podstatné
aspekty bunécného zivota (viz obrazek 13, str. 36). Jednim z velmi dilezitych cilovych
gent, ktery je pfimo ovlivnén c-Myc transkripénim faktorem je laktitdehydrogenasa A
(LDHA), kterad katalyzuje pfeménu pyruvatu na laktat a je tedy soucasti glykolytické

drahy. Pozdéji bylo zjisténo, Zze c-Myc piimo ovliviluje také glukézovy transportér
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GLUT]1, hexokinasu 2, fosfofruktokinasu a enolasu 1. Upregulace téchto gent tedy
dochdzi k zesileni Warburgova efektu. Nepiimo pak c-MYC ovliviiuje predevSim
glykolyticky enzym pyruvatkinasu M2 (PKM2), ktery katalyzuje pieménu
fosfoenolpyruvatu na pyruvat, a také glutaminolyticky enzym glutaminasu (GLS), ktery
hydrolyticky deaminuje glutamin na kyselinu glutamovou. Pfi zkoumani vlivu QB na
expresi C-MYC byla zjisténa snizend hladina tohoto genu a zaroven byla detekovéana
vyrazné nizs§i exprese LDHA a PKM2. Exprese GLS se vSak dle predpokladu snizila
pouze u 2 ze 3 bunécnych linii, a to u Jurkat a NALMS6. [72][49]

Molekularni zmény Bunécéné zmény

Bunécna

M Transkripce .
proliferace

Mitochondrialni
biogeneze /E M I C —_—

1t Biosyntéza

Metabolicka
transformace

rRNA a
proteini N Invazivita a
tvorba metastaz
T Glykolyza,
anaplerdza 4 Glutaminolyza

T4 MicroRNA
zmény

Obrazek 13 — Pleiotropni efekt esprese genu c-Myc. Gen c-Myc ma efekt na
molekuldarni i bunécné zmeny. Na molekularni urovni dochazi ke zvySené transkripci,
mitochondrialni biogenezi a ke zvysené biosyntéze rRNA a proteinii. Ddle také zvysuje
miru glykolyzy a glutaminolyzy. Na molekuldrni urovni poté jesté piisobi na zmény
microRNA. Na bunécné urovni pak dochazi ke zvysené bunécné proliferaci, metabolickym

transformacim a ke zvySené invazivité a tvorbe metastaz. [49]
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2 Cile prace

Cilem této prace bylo sledovat ucinky ptirodniho 1,4-naftochinonu quambalarinu B
na metabolismus aminokyselin u tfi bunécnych linii a to Jurkat, Ramos a THP-1, pficemz
kazda bunécna linie zastupuje jiny typ akutni leukémie. Metabolismus byl sledovan
méfenim jednak intracelularniho a jednak extracelularniho mnozstvi jednotlivych

aminokyselin a sledovanim jeho zmény po aplikaci quambalarinu B.
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3 Pouzity material a pristroje
3.1 Buné¢né linie
e Jurkat E6.1 — lidské T lymfocyty akutni lymfoblastické leukémie — Merck
(Némecko)
e Ramos — lidské B lymfocyty akutni lymfoblastické leukémie — Merck (Némecko)
e THP-1 — lidské monocyty akutni lymfoblastické leukémie — Merck (Némecko)

3.2 Pristroje a vybaveni

e AccQ Tag kolona 3,9x150 mm Waters (USA)

e Automatické pipety Eppendorf (Némecko)

e Automatické pocitadlo bungk Luna II™  Logos Biosystems (USA)
Automated Cell Counter

e Centrifuga Centrifuge 5424 R Eppendorf (Némecko)

e Centrifuga MiniSpin Plus Eppendorf (Némecko)

e Centrifuga¢ni zkumavky s konickym dnem P-Lab (CR)
e CO; inkubator

D¢élend pipeta P-Lab (CR)

HPLC Prominence Shimadzu (Japonsko)
Kultiva¢ni desti¢ka 6 jamek 9,60 cm? P-Lab (CR)

Kultivaéni 1ahev 75 cm?, 150 cm? P-Lab (CR)

Laminarni box SafeFAST Classic FASTER (Italie)
Mikrozkumavky P-Lab (CR)

Néstavec na pipety Pipetus Merck (Némecko)
Plastové $picky na pipety P-Lab (CR)

Pogitaci komiirky Luna™ Cell Counting ~ Logos Biosystems (USA)

Slides

Rotator

Sonikaéni lazenn S30H

Termostat Eppendorf ThermoMixer C
UHPLC UltiMate 3000
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Vakuovy koncentrator a odsttedivy
evaporator Concentrator plus
Vialky

Vodni lazen

Vortex V-1 plus

3.3 Chemikalie

Acetonitril

AccQTag Eluent A
AccQTag Reagent A, 2A, 2B
Amino Acid (AA) Standard 2,5 mM
DMSO

Fetalni hovézi sérum (FBS)
Chloroform

Kyselina aminomaselna
Merkaptoethanol

Methanol

Norleucin

Penicilin

Quambalarin B

Streptomycin
Trypan blue stain

Voda W4502-1L

3.4 Roztoky

PBS -pH 7,4
o Voda

Eppendorf (Némecko)

Thermo Fisher Scientific (USA)
Biosan (USA)
Biosan (USA)

Merck (Némecko)
Waters (USA)
Waters (USA)
Waters (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Merck (Némecko)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
prof. Miroslav Flieger, MBU
AVCR, v.v.i.
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)

o Hydrogenfosforecnan sodny 10 mmol/l

o Chlorid sodny 137 mmol/l

10x fedény Eluent A od firmy Waters (USA)
e RPMI médium s L-Glu od firmy Lonza (Svycarsko)
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3.5 Software

e Chromeleon Thermo Fisher Scientific (USA)
e MS Excel Microsoft (USA)

e Numbers Apple (USA)

e LabSolution Shimadzu (Japonsko)
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4 Metody

4.1 Kultivace bunék

Pro tuto praci byly pouzity tfi bunécné linie, a to bunécna linie Jurkat, Ramos a
THP-1. Jurkat je buné¢na linie akutni lymfoblastické leukémie lidskych T lymfocyth.
Ramos zde zastupuje akutni lymfoblastickou leukémii lidskych B lymfocyti a THP-1 je
bunécna linie akutni myeoloidni leukémie lidskych monocytii. Cela prace s buiikami byla
provadéna v laminarnim boxu SafeFAST classic. Buiiky byly p&stovany v BioWhittaker®
RPMI médiu s L-glutaminem, do kterého bylo pfidano 10% FBS, streptomycin o
koncentraci 100 mg/1 a penicilin v mnozstvi 100 000 U/l. Do média, ve kterém byla
kultivovana bunécnd linie THP-1 byl ptidan 0,05 M merkaptoethanol. Koncentrace bunék
pii podatku kultivace byla 100 000 bun&k/ml, pfi¢emz butiky byly kultivovany v 75 cm?

kultivaénich lahvich v inkubdatoru pti 37 °C a atmosféte 5% oxidu uhlicitého.
4.2 Pasazovani bunék

Pas4dzovani bunék je provadéno prenesenim ¢ésti bunék do jiné kultivacni ldhve
s novym RPMI médiem, pricemz se provadi kvili tomu, ze po urcité dobé dochazi
k vyCerpani zivin v médiu. Kbunétné linii THP-1 byl opét do média piidan
0,05M merkaptoethanol. PasdZzovani bylo provddéno dle potieby, jedinym pozadavkem
bylo, aby buné¢na hustota neptesdhla 1 000 000 bun¢k/ml, pfi¢emz buniky byly pocitany
v automatické pocitacce bunék Luna II™. Pogitani bylo provadéno smichanim
10 pl vzorku s 10 ul barviva trypan blue v po&itaci komiirce Luna™ cell counting slides.
V pocitaci komtrce dale byla spocitdna zivotaschopnost bun€k. Bunky byly dale

kontrolovany pod mikroskopem.
4.3 Osetfeni bunék quambalarinem B

Po dostatecném namnoZeni bunck byly builky opétovné spocitany a vypocteno
mnozstvi potiebné pro dosaZeni koncentrace 1 000 000 bun€k/ml pro 10 ml suspenze.

Vypocet byl proveden dle rovnice 1.

¢ Veeik. v
Nyivych b.

(1
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Cely postup osetfeni QB byl provadén v duplikatech. Bylo odebrano vypocitané
mnozstvi do 25 ml plastovych centrifugacnich zkumavek s konickym dnem. Vzorky byly
centrifugovany pii 400xg po dobu 4 minut. V dalSim kroku bylo odebrano dvakrat 5 ml
média, a to pro kontrolni vzorek a vzorek oSetfeny quambalarinem B do kultivacni
desticky a zbytek média byl vylit. Poté bylo k bunikdm na dn¢ zkumavky ptidano 10 ml
nového média a buniky v ném byly resuspendovany. Dale bylo do kultivacni desticky
pipetovano dvakrat 5 ml od kazdé bunécné linie, a to pro kontrolni bunky a bunky
oSetiené¢ QB. Vzorky byly poté 1 hodinu ponechany v kultivatoru pti 37 °C a atmosféie
5% oxidu uhli¢itého. Po ustaleni byly do jedné poloviny vzorka pfidany 2 pl SmM
roztoku QB rozpusténém v DMSO a do druhé byly pfidany 2 pl samotného DMSO.
Bunky byly ponechany po dobu 24 hodin v kultivatoru za stejnych kultiva¢nich

podminek.
4.4 Sklizeni bunéénych kultur

Po uplynuti 24 hodin po oSetfeni QB byly z kazdého vzorku odebrany 2 ml a

pieneseny do mikrozkumavek. Na piistroji Luna II™

byla spocitana zivotaschopnost
bunck stejnym postupem jako pii pocitani bunc¢k. Nasledné byly vzorky centrifugovany
pt1400xg a 20 °C po dobu 4 minut. Z centrifugovanych vzorki byl odebran 1 ml a zbytek
média byl vylit. Odebrany 1 ml bude slouzit k zjisténi aminokyselinového slozeni
v médiu. Vzorky médii byly dale centrifugovany pii 20 000xg po dobu 8 minut a poté
byl opatrné odpipetovan 1 ml bez usazené pelety, ktery byl nasledné¢ zamraZen.
K bunéénym vzorkim byl pfidan 1 ml PBS, ve kterém byly buniky promyty. Znovu byly
vzorky centrifugovany pii 400xg a 20 °C po dobu 4 minut, poté bylo PBS odebrano.
V dalsim kroku byly buiikky resuspendovany v 300 ul smési chlorofom:methanol
v objemovém pomeéru 2:1. Vzorky byly po dobu 10 minut michdny na rotatoru v 1,5 ml
mikrozkumavkach. Poté bylo pfidano 300 pl ledové vody a 300 pl chloroformu. Smés
byla promichéna ve vortexu a sonikovéana v sonika¢ni lazni po dobu 10 minut. Nésledné
byly vzorky centrifugovany na 15 000xg po dobu 5 minut pii 20 °C ve stolni centrifuze.
Po centrifugaci byly jiz patrné dvé faze, a to faze vodné a organicka. Pro dalsi analyzu

byly faze déle zpracovany a ptipraveny vzorky pro HPLC.
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4.5 Priprava vzorki pro aminokyselinovou analyzu

Vzorky pro aminokyselinovou analyzu s fluorescenc¢ni detekci byly pfipraveny za pouziti

AccQ-Tag Chemistry kit dle protokolu od firmy Waters [73].

Zamrazené vzorky byly rozmrazeny a vysuSené byly déle rozpustény v 10 ul boratového
pufru. Dale bylo ptipraveno derivatiza¢ni ¢inidlo AccQ Fluor Reagent podle instrukci

vyrobce.

Do mikrozkumavek bylo pipetovano 5 pl vzorku (bunécné kultury, média, AA standardu)
a 35 ul boratového pufru obohaceného o vnitini standard (norleucin a/nebo kyselinu
a-aminomaselnou). Dale bylo pfidano 10 pl derivatiza¢niho cCinidla a roztok se kratce
promichal. Po uplynuti 1 minuty béhem které probéhla reakce se mikrozkumavky
prenesly do termostatu vytemperovaného na 55 °C. V termostatu byly mikrozkumavky
ponechany 10 minut a tim se zastavila reakce derivatizace. Obsah mikrozkumavek byl

nasledné ptenesen do vialek a vzorky tak byly pfipraveny k aminokyselinové analyze.

4.6 Aminokyselinova analyza

Aminokyselinovd analyza s naslednou fluorescen¢ni detekci byla provadéna na
chromatografech UHPLC UltiMate 3000 a HPLC Prominence vybavenych
fluorescenénim detektorem. Pro separaci aminokyselin byla pouzita kolona AccQ-Tag
amino acid analysis a kolonovy prostor byl temperovan na na 37°C. Pro separaci se
vyuziva binarniho koncentra¢niho gradientu (viz tabulka 2), a to mobilni faze A a B.
Mobilni faze A je 10x fedény komeréné dodavany Eluent A a mobilni faze B je 60%

acetonitril.
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Tabulka 1 — Koncentracni gradient pro analyzu s fluorescencni detekci. V tabulce je
zaznamendn casovy priibéh procentudlniho koncentracniho gradientu mobilni faze A a mobilni
faze B, prechody mezi jednotlivymi kroky jsou linearni.

Cas [min] %A %B
0,0 100 0
0,5 98 2
15,0 93 7
19,0 90 10
32,0 67 33
34,0 0 100
41,5 100 0
50,0 100 0

Doba jedné analyzy byla 50 minut pfi¢emz prutokova rychlost byla nastavena na

1 ml/min. Objem nanaSeného vzorku byl 5 pl. Byla méfena emisni vlnové délka 395 nm

cv v

hodnotu.
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5 Vysledky
5.1 Zpracovani vysledki

Nameétend data byla dale zpracovana v programu Chromeleon od firmy Thermo
Fisher ¢i v programu LabSolutions od firmy Shimadzu. V téchto programech byly
nastavené jednotlivé chromatografické parametry, jako napft. elu¢ni ¢as pro automatické
ptifazeni chromatografického vrcholu k jednotlivym aminokyselindm. Dale byly plochy
jednotlivych vrcholt piepocitany na latkové mnozstvi ¢i koncentraci dle kalibracni kiivky
aminokyselinovych standardii. Automatické pfifazeni bylo vzdy ptekontrolovano a
popiipad¢ byly chyby opraveny. Takto zpracovana data byla nasledné exportovana a dale
vyhodnocovana v programu Excel od firmy Microsoft, kde byly vysledky normalizovany

pomoci vnitiniho standardu a dale vyhodnoceny.

5.2 Optimalizace pripravy vzorki

V prvni fad¢ byla zkoumana optimalni ptiprava vzorkii. Nejprve jsme se zaméftili
na uchovavani vzorkd, tedy zdali je vhodné vzorky pouze zamrazit i nejprve vysusit a
az poté zamrazit. Porovnali jsme si tedy chromatogramy vysuSenych a nevysusenych
vzorkl. Vysledek je zobrazen na obrazku 14, str. 43. Z chromatogramu lze vypozorovat,
ze u vysuSeného vzorku je vyssi fluorescence, tedy vyssi latkové mnozstvi jednotlivych
aminokyselin a menSi obsah nezddoucich chromatografickych vrchold. Jediny
problémovy chromatograficky vrchol se vyskytuje hned za alaninovym
chromatografickym vrcholem, ktery do né zasahuje a znemoziuje tak spolehlivou
kvantifikaci alaninu. U nevysuSeného vzorku se objevuje stejny problém s alaninem, ale
v tomto piipadé€ se dva chromatografické vrcholy spojily v jeden. Dalsi problém nastava
kolem 31. minuty, kdy se eluuje ndm neznama fluoreskujici latka, ktera ptrekryva vrchol

lysinu. Diky tomuto pozorovani jsme pro dalsi praci pouzivali vzorky vysuSené.
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Porovnani suseného a nesuseného vzorku
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Obrazek 14 - Porovndni chromatogramu vysuSeného a nevysuSeného vzorku. Modra
krivka zastupuje zavislost fluorescence na case u nesuseného vzorku, oranzova pak zndzorfuje
stejnou zavislost ale u vzorku suseného. Jednotlivé aminokyseliny jsou oznaceny jednopismennou
zkratkou. Lze pozorovat vysst odezvu u jednotlivych aminokyselin u suseného vzorku, naopak u
nesuseného vzorku miizeme pozorovat vetsi odezvu nezadoucich latek. Nejvice probléemovy je
chromatograficky vrchol kolem 31. minuty u nesuseného vzorku, ktery dale zasahuje do
chromatografickych vrcholii lysinu a castecné do vrcholu isoleucinu.

V dal$im kroku bylo zjistovano mnoZzstvi aminokyselin v polarni a nepolarni fazi.
Porovnani dvou chromatogramd, a to specificky chromatogrami polarni a nepolarni faze
u bunééné linie Jurkat je zndzornéno na obrazku 15, str. 44. Z chromatogramu lze vycist,
ze v polarni frakci je mnohonasobné vys$§i mnoZstvi aminokyselin a pouze malé mnozstvi

nepolarnich aminokyselin pteslo do nepolarni frakce.
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Porovnani polarni a nepolarni frakce
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Obrazek 15 — Porovndni chromatogramit nepoldrni a polarni frakce. Graf zndzornuje
zavislost fluorescence v case. Modre zndzornéna je nepolarni frakce a oranzové zbarvend je
frakce polarni. Jednotlive vrcholy aminokyselin jsou oznaceny jednopismennou zkratkou.
Z porovnani obou chromatogramii je patrné, ze takrka vsechno mnozstvi aminokyselin se nachazi
v polarni frakci a do polarni frakce preslo jen nepatrné mnozstvi aminokyselin.

Déle bylo pro jistotu méfeni dolni nepolarni frakce (D) a horni polarni frakce (U)
provedeno pro vSechny bunécné linie, a to Ramos (R), THP-1 (T) a Jurkat (J), pfi¢emz
meteni bylo provedeno jak pro kontrolu (K), tak pro vzorky oSetfené quambalarinem B
(F). Na obrazku 16 je zndzornéno aminokyselinové zastoupeni v jednotlivych vzorcich.
U vSech bunécnych linii Ize pozorovat trend, ktery byl u bunécné linie Jurkat, a tedy
v polarni frakci zistaly vSechny aminokyseliny az na men$i mnoZstvi nepolarnich
aminokyselin, které pieSlo do nepolarni frakce. Jedind aminokyselina, ktera se vyskytla
ve vEt§i mife v nepolarni frakci, je prolin u kontrolniho vzorku bunééné linie Jurkat. U
ostatnich vzorkt je vSak mnozstvi zanedbatelné. Z vyhodnoceni je vyloucen alanin, a to
diky vySe zminéné neZzadouci latce s podobnym elu¢nim Casem znemoziujici jeho
spolehlivé vyhodnoceni. Diky témto poznatkiim jsme pro dal$i méfeni vyuzili pouze

horni polarni faze.
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Porovnani latkového mnozstvi u polarni a nepolarni frakce
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Obrazek 16 — Porovndni latkového mnoZstvi aminokyselin u poldarni a nepoldrni frakce.
V grafu je zndazornéno latkové mnozstvi jednotlivych aminokyselin u vSech bunécnych linii, a to u
kontrolnich vzorkit a vzorku oSetFenych quambalarinem B. Pismeno R znaci bunécnou linii
Ramos, pismeno T bunécnou linii THP-1 a pismeno J bunécnou linii Jurkat. Pismenem K jsou
oznaceny kontrolni vzorky a pismenem F vzorky oSetFené quambalarinem. Vzorky oznaceny
pismenem D jsou odebrany ze spodni nepolarni frakce a vzorky oznaceny pismenem U jsou
odebrany z vrchni polarni frakce. Pro lepsi znazornéni jsou veskeré vzorky odebrané z horni
frakce zbarveny do oranzova, zatimco vzorky z frakce nepolarni jsou zbarveny do modrych
odstini. Z grafu je patrné, Ze aminokyseliny jsou zastoupeny prevazné v polarni frakci. Jedinou
vyjimku predstavuje prolin a cystein, ktery castecné presel i do nepolarni frakce.

Posledni optimalizace piipravy vzorkii se tykala vnitfniho standardu. Bylo
zjiStovano, zdali je vhodnéjSi pouziti norleucinu ¢i kyseliny a-aminomadselné jako
vnitiniho standardu. Nejprve byla provedena analyza s boratovym pufrem obohacenym
bud’ o kyselinu aminomaselnou nebo o norleucin (50 pmol kazdé latky), aby byl zjistén

elucni ¢as danych slouc¢enin (viz obrazek 17 na str. 46).
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Chromatogram pufru obohaceného o norleucin a kyselinu
aminomaselnou

16000000
NL

14000000
12000000
10000000

8000000

ABA

6000000

Fluorescence [countrs]

4000000

2000000

0 N Y . N,

10 15 20 25 30 35
¢as [min]

= NL pufr == ABA pufr

Obrizek 17 — Casovi zavislost fluorescence bordtového pufru obohaceného kyselinou
a-aminomdselnou a norleucinem. Na obrdazku je oranzové zndzornén chromatogram vnitiniho
standardu kyseliny aminomaselné. Elucni cas této latky je 25,5 min. Modrie zbarveny je
chromatogram vnitiniho standardu norleucinu, jehoz elucni cas je 32,8 min.

DalSim krokem bylo porovnani reprezentativniho vzorku, kterym byl vzorek
kontrolniho média s dvéma rliznymi vnitinimi standardy (viz obrazek 18). Na obrazku
lze pozorovat, ze se kyselina aminomaselna eluuje v Case, ve kterém nedochazi k eluci
jinych aminokyselin, zatimco norleucin ma elu¢ni ¢as blizky leucinu a fenylalaninu.
Z toho divodu byl pro dal§i praci vybran wvnitini standard tvotfeny kyselinou

aminomaselnou.
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Porovnani chromatogramu kontrolniho média s norleucinem a
kyselinou aminomaselnou
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Obrdazek 18 — Porovndni chromatogramu kontrolniho média s norleucinem a kyselinou
a-aminomdselnou. Na obrazku jsou vyznacené dve zavislosti fluorescence na case u vzorku
kontrolniho média (KM). Modra zndzornuje vzorek s norleucinovym vnitrnim standardem a
oranzova vnitini standard kyseliny aminomaselné. Kyselina aminomdselna se eluuje kolem 25.
minuty a v jeji blizkosti nedochazi k eluci dalsich aminokyselin. Norleucin ma elucni cas ve 33.

minuté, ale teésné pred nim dochazi k eluci leucinu a tésné za nim k eluci fenylalaninu.
5.3 Bunécéna linie Jurkat

Prvni zkoumanou linii byla bunécéné linie Jurkat. Buiiky byly spocitany a z danych
hodnot byla vypocitana Zivotaschopnost bun€k jak u bun€k kontrolnich, tak u bunék
oSetfenych quambalarinem B (viz tabulka 3).

Tabulka 2 — Porovndni Zivotashopnosti kontrolnich bunék a bunék oSetienych

quambalarinem B. Zivotaschopnost byla vypocitina z celkového poctu bunék déleného poctem
zivych bunék.

Kontrolni bunky Burnky osetfené QB
Zivotaschopnost 84,1 % 60,8 %

Dale byla provedena aminokyselinova analyza polarnich frakci bunéénych kultur.
Prepocitana latkova mnoZzstvi z plochy chromatografickych vrcholll jsou zaznamenana

v tabulce 4. Z dat byl vypocitan procentudlni nartist ¢i ubytek jednotlivych aminokyselin
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a data byla zprimérovana. Pro lepsi piehlednost byl z namétenych hodnot vytvofen graf

(viz obrazek 19).

Tabulka 3 — Prepocitanad ldatkova mnoZstvi u vzorkii bunécénych kultur Jurkat a
vypocitand procentualni zména zastoupeni jednotlivych aminokyselin. (J - bunecna linie Jurkat,
K — kontrolni vzorky, F — vzorky osetiené quambalarinem B, C — vzorky bunécnych kultur,
1,2 — cislo vzorku)

Zmeéna Zmeéna Priméma
JKC1 JFC1 JKC2 JFC2 zastoupeni zastoupeni .
[pmol] [pmol] [pmol] [pmol] AMK -1 AMK -2 zr[rizl]la
[7%0] [7%0]
Asp 218 126 78 66 -73 -18 -46
Ser/Asn 532 670 252 398 21 37 29
Glu 2266 941 821 551 -14 -49 -95
Gly 664 519 361 351 -28 -3 -15
His/Gln 82 473 32 122 83 73 78
Arg 132 207 89 164 36 46 41
Thr 126 160 58 98 21 41 31
Ala 83 92 25 33 10 24 17
Pro 529 275 283 173 -92 -63 -78
Tyr 47 51 27 36 7 24 16
Val 59 72 32 49 18 34 26
Met 24 40 12 25 39 53 46
Lys 23 39 6 18 41 66 53
Ile 124 119 57 66 -4 14 5
Leu 118 119 51 67 1 24 12
Phe 40 44 22 31 9 28 18
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Zména procentualniho aminokyselinového zastoupeni u Jurkat
bunécnych kultur
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Obrazek 19 — Procentudlni zména obsahu aminokyselin u kontrolnich bunék a bunék
oSetienych quambalarinem B. Pomérné velky pokles lze pozorovat u kyseliny asparagové a
glutamoveé a ddle u prolinu. U kyseliny asparagové a glutamove lze pozorovat pomérnée velkou
vybérovou smérodatnou odchylku, ktera ukazuje rozptyl namérenych dat u dvou riznych vzorkii.
Nariist jsme zaznamenali predevSim u serinu/asparaginu, histidinu/glutaminu, argininu,
threoninu, methioninu a lysinu.

Me¢éfteni probihalo také u bunéénych médii, ve kterych se zkoumalo extracelularni
aminokyselinové slozeni. Namétena data byla opét piepocitdna na latkové mnozstvi a

vypocitana zména obsahu aminokyselin (viz tabulka 5, obrazek 20).
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Tabulka 4 — Piepocitand latkovd mnoZstvi a procentudlni zména obsahu aminokyselin
v Jurkat bunééném médiu. (J — bunécna linie Jurkat, K — kontrolni vzorky, F — vzorky oSetiené
quambalarinem B, M — vzorky média, 1,2 — cislo vzorku)

Zmeéna Zmeéna Primemé
JKM-1 | JFM-1 JKM-2 JFM-2 | zastoupeni | zastoupeni o
[pmol] | [pmol] | [pmol] | [pmol] | AMK—1 | AMK-2 Z‘Eﬁ;‘]la
[%] [%]

Asp 152 150 168 148 -1 -14 -8
Ser/Asn 314 485 254 400 35 37 36
Glu 260 261 284 262 0 -8 -4
Gly 171 189 149 160 10 6 8
His/GIn 344 570 174 362 40 52 46
Arg 807 871 697 688 7 -1 3
Thr 100 134 88 122 26 28 27
Ala 78 83 72 86 13 22 17
Pro 153 162 144 137 5 -5 0
Cys 239 222 197 194 -8 2 -5
Tyr 76 101 72 86 25 15 20
Val 90 137 75 116 34 35 34
Met 46 71 40 60 35 34 34
Lys 94 156 80 135 40 41 40
Ile 230 245 208 210 6 1 4
Leu 211 254 183 215 17 15 16
Phe 55 82 45 67 33 33 33
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Obrazek 20 — Zména procentudlniho zastoupeni aminokyselin u Jurkat bunécénych

médii.

serinu/asparaginu, histidinu/glutaminu,

fenylalaninu.

Z grafu je patrné, Ze u bunek oSetrenych quambalarinem B doslo k nariistu

threoninu, tyrosinu, valinu, methioninu, lysinu a
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5.4 Bunéc¢na linie Ramos

Dalsi zkoumanou linii byla bunécna linie Ramos. Stejn¢ jako u piedeslého méteni byla
vypocitana zivotaschopnost bun¢k po uziti quambalarinu B (viz tabulka 6). A nasledné
byla ptepocitana plocha chromatografickych vrcholti na latkové mnozstvi a vypocitana
procentualni zména zastoupeni jednotlivych aminokyselin u vzorkt bunéénych kultur

(viz tabulka 7 a obrazek 21).

Tabulka 5 — Porovndni Zivotaschopnosti u kontrolnich bunék a bunék oSetienych
quambalarinem B.

Kontrolni bunky Bunky osetfené QB

Zivotaschopnost 71,1 % 47,1 %

Tabulka 6 — Ldtkova mnoZstvi jednotlivych bunécnych kultur a ndsledné vypocitana
zména zastoupeni jednotlivych aminokyselin. V tabulce jsou zaznamendna namérena latkova
mnozstvi a ddle prepocitana procentualni zména obsahu aminokyselin u kontrolnich bunek a
bunéek osetrenych quambalarinem B. Procentudlni zména je daile zpriimérovana. Zaznamenané
hodnoty patii celkem ctyrem vzorkiim. (R — bunécna linie Ramos, K — kontrolni vzorky, F —vzorky
oSetrené quambalarinem B, C — vzorky bunécnych kultur, 1,2 — cislo vzorku)

Zmeéna Zmeéna Primerma
RKC-1 | RFC-1 | RKC-2 | RFC-2 | zastoupeni zastoupeni y
[pmol] | [pmol] | [pmol] | [pmol] | AMK-1 | AMK-2 Z?;Z?a
[%] [%]
Asp 99 103 30 46 4 35 19
Ser/Asn 526 437 214 212 -20 -1 -11
Glu 956 1036 241 532 8 55 31
Gly 1406 775 607 441 -81 -38 -59
His/GlIn 102 339 37 129 70 71 70
Arg 356 313 111 128 -14 14 0
Thr 165 131 67 63 27 -6 -16
Ala 242 148 84 55 -63 -52 -58
Pro 310 128 131 69 -143 -92 -117
Tyr 88 61 35 33 -44 -6 25
Val 85 74 29 29 -14 1 -6
Met 50 43 23 23 -18 3 -7
Lys 37 56 9 14 33 36 35
Ile 164 111 50 43 -49 -17 -33
Leu 156 110 46 42 -41 -11 26
Phe 70 49 28 28 -43 1 -21
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Zmeéna zastoupeni obsahu jednotlivych aminokyselin u Ramos
bunécnych kultur
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Obrazek 21 — Procentudlni zména zastoupeni jednotlivpch aminokyselin u vzorki
bunéénych kultur Ramos. V grafu je zaznamendana priumérna zména zastoupeni aminokyselin
s chybovou useckou. Z grafu je patrné, ze pokles byl zaznamenan predevsim u glycinu, alaninu,
prolinu, tyrosinu, isoleucinu a leucinu. Nariist byl zaznamenan u kyseliny glutamové,
histidinu/glutaminu a lysinu.

Nameétena a prepocitana latkova mnozstvi vzorkli médii bunécéné linie Ramos jsou
zaznamenana v tabulce 8 i s vypocitanymi hodnotami procentudlni zmény zastoupeni u
kontrolni bun¢k a bun¢k oSetienych quambalarinem B. Data byla nasledné zprimérovana

a byl vytvofen graf zaznamenévajici primérnou zménu obsahu aminokyselin (viz obrazek

22, str. 54).
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Tabulka 7 — Naméiend a piepoclitina data 7 méieni Ramos bunéénych médii. V tabulce
Jjsou zaznamendny hodnoty latkového mnozstvi a procentudlni zména zastoupeni jednotlivych
aminokyselin. (R — bunécna linie Ramos, K — kontrolni vzorek, F — vzorek oSetieny
quambalarinem B, M — bunécné médium, 1,2 — cislo vzorku)

Zména Zména Primemé
RKM-1 | RFM-1 RKM-2 | RFM-2 | zastoupeni zastoupeni 8
[pmol] | [pmol] | [pmol] | [pmol] | AMK -1 AMK -2 Zr[rj/‘;?a
[%] [%]

Asp 146 144 162 157 2 -3 -3
Ser/Asn | 329 488 293 443 33 34 33
Glu 239 260 236 263 8 10 9
Gly 249 230 248 222 -8 -12 -10
His/Gln 117 506 80 368 77 78 78
Arg 830 860 716 745 3 4 4
Thr 101 138 94 122 27 23 25
Ala 186 170 208 159 9 31 20
Pro 164 167 154 142 1 -8 -3
Tyr 75 101 79 99 25 21 23
Val 92 143 87 133 36 34 35
Met 56 78 53 72 28 26 27
Lys 104 174 105 160 40 34 37
Ile 204 238 185 223 14 17 15
Leu 196 252 177 235 22 24 23
Phe 59 87 54 81 33 33 33
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Zmeéna obsahu aminokyselin u Ramos bunéénych médii
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Obrazek 22 — Procentudlni zména obsahu aminokyselin u Ramos bunécnych médii.
V grafu jsou zaznamenany priumerné hodnoty zmény zastoupeni u vzorkit bunécnych médii.
V grafu lze pozorovat narist serinu/asparaginu, histidinu/glutaminu, threoninu, valinu,
methioninu, lysinu a fenylalaninu.

5.5 Bunécna linie THP-1

U vzorkt THP-1 byla vypocitana zivotaschopnost bun¢k (viz tabulka 9). Nasledné
byla provedena aminokyselinové analyza bunécnych kultur. V tabulce 10 jsou zaneseny
data z tohoto méfeni a vypocitana zména zastoupeni jednotlivych aminokyselin. Z téchto
hodnot byl poté vytvoien graf zprimérovanych hodnot (viz obrdzek 23, str. 55). Dale byla
provedena analyza bunécnych médii, ve kterych byly buitky THP-1 péstovany. Naméiena

data jsou zaznamenana v tabulce 11 a obrazku 24 na strané 56.

Tabulka 8 — Zivotaschopnost kontrolnich bunék a bunék oSetienych quambalarinem B.

Kontrolni bunky Burnky osetfené QB

Zivotaschopnost 82,3 % 73,3 %
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Tabulka 9 — Ldtkova mnoZstvi a procentudlni zména zastoupeni jednotlivych
aminokyselin u THP-1 bunécnych kultur. (T — bunécna linie THP-1, K — kontrolni vzorky,
F —vzorky osetrené quambalarinem B, C — vzorky bunecnych kultur, 1,2 — cislo vzorku)

Zmeéna Zmeéna Primemé
TKC-1 TFC-1 TKC-2 | TFC-2 | zastoupeni | zastoupeni o
[pmol] | [pmol] | [pmol] | [pmol] | AMK—1 | AMK -2 Zr[rjz‘a
[Yo] [Yo]
Asp 430 291 283 198 -47 -43 -45
Ser/Asn 885 1101 458 483 20 5 12
Glu 3243 2877 1753 1465 -13 -20 -16
Gly 1620 1993 516 827 19 38 28
His/GlIn 1072 1252 448 458 14
Arg 268 296 121 133 9 9 9
Thr 275 350 133 161 21 17 19
Ala 123 175 59 80 30 26 28
Pro 296 395 130 172 25 25 25
Tyr 95 122 39 56 22 30 26
Val 84 117 29 50 29 41 35
Met 56 75 27 38 26 29 27
Lys 29 38 10 13 23 29 26
Ile 178 220 65 84 19 23 21
Leu 188 233 64 88 19 27 23
Phe 79 100 30 45 20 33 27

Zména zastoupeni aminokyselin u THP-1 bunéénych kultur
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Obrazek 23 — Priimérna zména zastoupeni aminokyselin u THP-1 bunécnych kultur.
Pokles byl zaznamenadn u kyseliny asparagové a glutamové. Naopak nariist byl zaznamendn u
glycinu, alaninu, prolinu, tyrosinu, valinu, methioninu, lysinu a fenylalaninu.
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Tabulka 10 — Latkovda mnoZstvi a zména procentudlniho zastoupeni aminokyselin u
vzorkii oSetienych quambalarinem B a vzorkii kontrolnich u bunéénych médii THP-1. (T —
bunécna linie THP-1, K — kontrolni vzorky, F — vzorky osetfené quambalarinem B, M — vzorky
bunécnych médii)

Zména Zména

TKM-1 TFM-1 TKM-2 | TFM-2 | zastoupeni | zastoupeni Prﬁn{émé
[pmol] | [pmol] | [pmol] | [pmol] | AMK-1 | AMK-2 Zr[rj/‘;?a
[%o] [%o]
Asp 113 130 120 133 13 9 11
Ser/Asn | 294 357 227 269 18 16 17
Glu 287 344 284 342 17 17 17
Gly 241 290 223 286 17 22 19
His/Gln | 480 525 322 334 9 4
Arg 796 860 701 730 7 4
Thr 115 142 93 121 18 23 21
Ala 83 102 76 109 19 30 24
Pro 137 149 110 135 8 19 14
Tyr 79 93 71 89 15 20 17
Val 115 142 97 124 19 22 20
Met 61 73 53 65 16 18 17
Lys 129 160 112 145 19 23 21
Ile 235 258 209 227 9 8 9
Leu 229 264 197 229 13 14 14
Phe 66 81 55 70 19 21 20

Zmeéna zastoupeni aminokyselin u THP-1 bunéénych médii
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Obrazek 24 - Primérnda zména zastoupeni aminokyselin u THP-1 bunéénych médii. Je
zaznamendn rozdil obsahu aminokyselin u kontrolnich vzorkii a vzorkii oSetFenych
quambalarinem B. Nariist Ize pozorovat predevsim u alaninu.
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5.6 Porovnani jednotlivych bunéénych linii

Pro lepsi ptehlednost byly nasledné porovnany intracelularni i extraceluldrni zmény
aminokyselinového slozeni u jednotlivych bunéénych linii. Na obrazku 25 je znazornéna
procentudlni zmeéna intracelularnich hladin jednotlivych aminokyselin, zatimco na

obrazku 26, str. 58 je zndzornéna zména extracelularnich hladin.

Zména zastoupeni jednotlivych aminokyselin u bunécnych kultur
linie Jurkat, Ramos, THP-1
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Obrazek 25 — Procentudlni zména zastoupeni jednotlivych aminokyselin u bunéénych
kultur linie Jurkat, Ramos a THP-1. Modre zndzornd je bunécna linie Jurkat, zelené bunecna
linie Ramos a cervené bunecna linie THP-1.
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Zmeéna zastoupeni jednotlivych aminokyselin u bunéénych médii
linie Jurkat, Ramos, THP-1
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Obrazek 26 — Procentudlni zastoupeni jednotlivych aminokyselin u bunécnych médii linie
Jurkat, Ramos a THP-1. Oranzové zbarveni ma bunecné linie Jurkat, Zluté linie Ramos a
tyrkysovou barvu ma linie THP-1.

5.7 Bunééna média

Posledni testované vzorky byly samotnd RPMI média obohacend o L-glutamin,
pfiCemZ opé&t byl vzorek kontrolni a vzorek oSetfeny quambalarinem B. Stejné jako u
predeslych vzorkl byla piepocitana z kalibracni pfimky latkova mnozstvi jednotlivych
aminokyselin a vypoc¢itana procentudlni zména zastoupeni jednotlivych aminokyselin.

Vypocitané hodnoty byly zprimérovany a zapsany do tabulky 12.
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Tabulka 11 — Naméiend a piepocitand latkova mnoZstvi bunéénych médii a procentudini
zména zastoupeni jednotlivych aminokyselin. (M — RPMI médium, K — kontrolni vzorky,

F - vzorky osetiené quambalarinem B)

Zmeéna Zména Priméma
MK-1 MF-1 MK-2 MF-2 | zastoupeni | zastoupeni smena

[pmol] [pmol] [pmol] [pmol] | AMK-1 | AMK-2 [%]
[Yo] [%] °
Asp 146 131 153 164 7 -12 -3
Ser/Asn 555 493 478 519 8 -13 2
Glu 178 158 167 179 6 -13 -3
Gly 160 143 142 154 8 -12 2
His/GIn 760 681 573 621 8 -12 2
Arg 875 784 714 773 8 -12 2
Thr 156 140 139 149 7 -11 2
Ala 91 83 98 85 -15 -10 -13
Pro 153 135 134 132 -1 -14 -7
Tyr 112 100 99 98 -1 -11 -6
Val 176 156 157 170 8 -12 2
Met 88 78 77 81 4 -13 -4
Lys 191 166 169 187 10 -15 -3
Ile 318 283 282 305 8 -12 2
Leu 330 295 292 317 8 -12 2
Phe 95 85 84 91 -12 2
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6 Diskuze

Prvni ¢ast této prace byla zaméfena na optimalizaci ptipravy vzorka. Nejprve bylo
potieba zjistit, jak vzorky uchovavat, zdali vysusené a zamrazené ¢i pouze zamrazené. U
nesusen¢ho vzorku byla mensi odezva u aminokyselin a vyss$i odezva u nezadoucich
latek. Tento jev mohl byt zplsoben napf. rezidudlni aktivitou enzymu, proto se dale
pracovalo pouze se vzorky vysuSenymi. Dale byl zkouman obsah aminokyselin v polarni
a nepolarni frakci, které byly vytvofeny resuspendaci bunécnych kultur ve smési
chloroform:methanol a chloroform:voda. Z obrazku 19 na stran¢ 48 je patrné, Ze vétSina
aminokyselin zlstala v polarni frakci, a proto jsem dale pracovala pouze s touto frakci.
AvsSak mala ¢ast aminokyselin ptesla i do faze nepolarni, cozZ mohlo zplisobovat mensi
odchylky. Nicméné¢ je pravdépodobné, Ze tento podil zlstaval konstantni, takze vysledky
nejspi§ vyrazn€ neovlivnil. Jedinou vyraznéjsi vyjimkou byl prolin v piipadé bunécné
linie Jurkat. Vzhledem k absenci této aminokyseliny v nepolarni fazi ve vSech ostatnich
pripadech vsak $lo v tomto pfipad¢ spi§ o experimentdlni chybu. Poslednim krokem
optimalizace byla volba vnitiniho standardu. Rozhodovalo se mezi norleucinem a
kyselinou a-aminomadaselnou. Byla provedena analyza pufri obohacenych o tyto
aminokyseliny, aby byl zjistén jejich elu¢ni Cas. Déle byla analyza provedena
s reprezentativnimi vzorky a kvili elu¢nimu ¢asu norleucinu, ktery byl pfili§ blizky
eluénimu casu leucinu a fenylalaninu, byla pro vnitini standard pouZita kyselina

a-aminomaselna, jejiz eluéni Cas nezasahoval do Zadné jiné aminokyseliny.

Poté pfisla na fadu analyza samotnych vzorkt. Jiz prvni méfeny tdaj, kterym byla
zivotaschopnost bunék, ukazuje, Ze quambalarin B urcitym zplsobem ovliviluje
schopnost bunék pfezit a je pro né¢ tedy cytotoxicky. Z vysledkl je patrné, ze doslo
k vyraznému sniZeni Zivotaschopnosti u bunééné linie Jurkat a Ramos a to o 24 %. U
bunééné linie THP-1 sice doslo také ke snizeni, ale o pouhych 9 %. Toto pozorovani vSak
bylo provedeno pouze dvakrat, a proto by bylo vhodné experiment zopakovat a potvrdit
tak naméfend data. Vyrazné sniZeni zivotaschopnosti u bunétné linie Jurkat nebylo
prekvapenim, jelikoZz Grobarova a spol. pii zkoumani cytotoxicity této latky dosli
k zavéru, Ze nejcitlivéjsi bunécna linie ze tii zkoumanych (Jurkat — T-ALL, REH — pre-
B-ALL , NALM6 — B-ALL) je pravé bunécna linie Jurkat [71]. Pfekvapenim vSak byla
bunécné linie Ramos, zastupujici Burkittiv lymfom, kterd doséhla stejného sniZeni

zivotaschopnosti, pfestoZe se jedna také o B-ALL. Rozdil mezi liniemi REH, NALM6 a
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Ramos je nejen zralost lymfocytt, ale také napi. vek pacienta. U bunécné linie NALM6
se jednd o B-ALL dospélého véku, zatimco bunécna linie Ramos zastupuje B-ALL

détského veéku.

Pfi porovnani zmén aminokyselinového zastoupeni intracelularni a extracelularni
hladiny u jednotlivych bunéénych linii (obrazek 26, str. 57 a obrazek 27, str. 58) Ize
pozorovat, ze quambalarin B plisobi na kazdou buné¢nou linii jinym zpiisobem, avSak
mohou byt pozorovany nékteré podobnosti, a to hlavné u bunécné linie Jurkat a THP-1.
Bunécna linie Ramos se ve vétSin¢ pripadi vyrazné odliSuje, ovSem za povSimnuti
v téchto souvislostech stoji vyrazné nizsi viabilita bunék i bez oSetfeni quambalarinem B.
Za narust ¢i pokles mnozstvi aminokyselin byl v této praci stanoven minimalni rozdil
20 %, rozdily pod tuto mez jsou zde povazovany za méné vérohodné. Ackoliv pfesnost
meéteni se zdd byt pomérné vysokd, coz ukazuje napt. vnitini standard, ktery udava ze
reprodukovatelnost nésttiku je s chybou do 1 %, rozdily mohly vzniknout uz pti ptipraveé
vzorkd. Kvili pomérné vysokym odchylkam v duplikatech a nedostatecnému mnozstvi
opakovani experimentu byla tedy pro mez zvolena vyssi hodnota. V dal§im zkouméani by
bylo vhodné pouzit vnitini standard jiz pfi sklizeni bunék, abychom si ovéfili
opakovatelnost pripravy vzorki, pfi¢emz by mohl byt pouzit norleucinovy vnitini
standard diky kterému by bylo mozné porovnat ztraty béhem zpracovani. Chybové
usecky u jednotlivych grafii ukazuji, Ze maximdlni odchylka u bunéénych médii je do
10 %, ale u bunécnych kultur je podstatné vyssi, ale v priméru do 20 %. U nékterych
aminokyselin by tato mez mohla byt jeste vyssi a to napt. u kyseliny glutamové, glycinu
¢1 prolinu. Pro presnéj$i vyhodnocovani by tedy bylo vhodné experiment jesté nékolikrat
zopakovat, coZ by umozZnilo pfi vyhodnoceni pouZit statistické metody, ale to kvili

casovym a pfistrojovym diivodiim nebylo moZné.

Nyni se podivame detailnéji na zmény jednotlivych aminokyselin. U bun&tné linie
Jurkat a THP-1 lze pozorovat takika stejny pokles intracelularniho aspartatu a to o
piiblizné 50 %. Tento pokles mohl zpusobit inhibici bunééné proliferace [74]. U bunééné
linie Ramos vSak ke zméné nedoslo. Extracelularni hladina u vSech tfi bunéénych linii je

také nezmeénéna.

Dalsi zkoumanou aminokyselinou je serin a asparagin. Kvuli stejnému detekénimu
Casu tyto aminokyseliny od sebe nelze rozli§it a zkoumat mechanismus ucinku
quambalarinu B na tyto aminokyseliny je obtizné, proto by v dal§im badani mohla byt
vyuzita aminokyselinova analyza s hmotnostné-spektrometrickou detekci. Tato metoda
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ma vSak také nevyhody, a to napiiklad mensi citlivost a az né€kolikaradovy rozdil
v citlivosti pro rizné aminokyseliny. Dal§im moznym feSenim tohoto problému je, ze pfi
pouziti fluorescencni detekce by byly vzorky inkubovany s asparginasou, popiipadé
s kyselinou chlorovodikovou, ktera asparagin pfipadné glutamin u dvojice
histidin/glutamin pfevede na kyselinou asparagovou ¢i glutamovou. Porovnanim
vysledkl vzorkli bez a po pouziti kyseliny chlorovodiké bychom zjistili podil asparaginu

¢1 glutaminu.

Intracelularni hladina téchto aminokyselin se zvysila pouze u linie Jurkat, u ostatnich
zlstala nezménéna. Extraceluldrni hladina se zvysila jak u linie Jurkat tak u linie Ramos,
THP-1 zistala nezménéna. Z tohoto pozorovani lze pfedpokladat, ze quambalarin B
nepusobi na Zadnou z téchto aminokyselin u linie THP-1, jelikoz se nezménilo mnoZzstvi
intracelularni ani extracelularni a je velmi nepravdépodobné, Ze by se jejich zmény
v nasem vyhodnoceni piesn¢ kompenzovaly. Muzeme predpokladat, Zze zvySena
extracelularni hladina mtze byt zplsobena snizenym piijmem asparaginu, jakoZzto
oblibené ziviny leukemickych bunck. Akumulace téchto aminokyselin mize byt
vysvétlena napt. opétovnym zapojenim glykolytického toku, autofagii ¢i inhibici syntézy

proteint [74].

Mnozstvi glutamatu se zménilo predevSim v bunéénych kulturach linie Jurkat.
Pokles této aminokyseliny dosahoval 95 %. Naopak u buné¢né linie Ramos 1ze pozorovat
nartst piiblizné o 30 % a u buné&né linie THP-1 nedoSlo k Zadnym zménam.
Extracelularni hladina zGstala stejnd u vsSech linii. Snizend hladina intraceluldrniho
glutamatu objevujici se u bunééné linie Jurkat a nezménéna extracelularni hladina znaci,
Ze se nezvysil export této aminokyseliny ven z buiiky, ale sniZena hladina byla zptisobena
vnitinimi procesy. Jednim z vysvétleni mlZe byt sniZena hladina GLS, coz by
naznacovala i zvySend hladina glutaminu. Fakt, Ze quambalarin B ovliviluje hladinu
nekterych enzymi pozorovala ve své praci jiz Grobarova a spol., pficemz tento fakt
vysvétluje tim, Ze quambalarin B ovlivituje expresi C-MY C protoonkogenu a tim nepiimo
ovliviiuje nekteré enzymy jako pravé GLS ¢i pyruvatkinasu M2 (PKM2) [71]. U bunécné
linie Ramos vsak dosSlo k intracelularnimu nartistu této aminokyseliny, coz muze
naznacovat tfeba prostou kumulaci této aminokyseliny. Quambalarin B zjevné

neovliviiuje metabolismus glutamatu u bunécné linie THP-1.

Dal8imi zajimavymi aminokyselinami jsou glutamin a histidin, které od sebe nelze
rozlisit, stejn€ jako tomu bylo u serinu a asparaginu. U bunécné linie Jurkat a Ramos lze
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pozorovat zvySené hladiny glutaminu ¢i histidinu jak v bunéénych médiich, tak u
bunécénych kultur. U bunécéné linie THP-1 nedoslo k zddnym zméndm. Nyni budeme
predpokladat, ze k navySeni doSlo diky glutaminu a metabolismus histidinu neni
ovlivnén. Tento pfedpoklad byl zvolen kvili tomu, ze v odborné literatuie se v této
souvislosti o ovliviiovani metabolismu histidinu nehovoii, zatimco glutamin je Casto
jednou z Gstfednich aminokyselin [75]. Kumulace uvnitt bun¢k a snizeny piijem této
aminokyseliny z média znaci, Ze quambalarin B inhibuje glutaminolyzu ¢i nékteré
z glutamin-dependetnich reakci. ZvysSenou hladinu intracelularniho glutaminu u bunécné
linie Jurkat také pozoroval ve své praci Vali§ a spol., pricemz ptedpokladal, ze jednim
z diivodt je blokdda mitochondrialniho komplexu II ¢i inhibice biosyntézy nukleotidl a

hexosaminii [74].

U Zadné aminokyseliny az na alanin u bun&¢né linie Ramos jsme nepozorovali
zvySeny piijem z média. Naopak byl pozorovéan u vSech bunéénych linii snizeny piijem
tyrosinu, valinu, methioninu, lysinu a fenylalaninu. U bunécné linie Jurkat a THP-1
dochazi prave u téchto aminokyselin k akumulaci uvnitt buné€k, coZz miize byt zptisobeno
inhibici syntézy proteini. Buné¢na linie Ramos mé snizenou hladinu tyrosinu, isoleucinu,
leucinu a fenyalaninu, coz miZze byt zplisobeno niz$im piijmem téchto aminokyselin.
Zajimavé je, ze bunécnad linie Ramos ma zvysSeny piijem alaninu z média, a pfesto
intracelularni hladina klesla pfiblizn€ o 60 %. Quambalarin B nejspis ovliviiyje aktivitu
enzymu podilejicich se na metabolismu alaninu. Alanin miiZe byt napf. pouzit na syntézu

jinych aminokyselin €1 pro tvorbu energie.

Poslednim zkoumanym faktem byla reaktivnost quambalarinu B s ostatnimi
aminokyselinami. Byla provedena analyza samotného RPMI média a média oSetfené¢ho
quambalarinem B. Z tabulky 12 na stran¢ 59 je patrné, Ze primérnd zména zastoupeni
jednotlivych aminokyselin je takika zanedbatelnd a Ize tedy piedpokladat, Ze
quambalarin B s aminokyselinami nijak nereaguje. Tyto zmény také mohou ukazovat

piesnost a spolehlivost automatického softwarového vyhodnoceni.
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7 Zavér

Podafilo se splnit vytyCeny cil prace, ktery spocival v pozorovani vlivu
quambalarinu B na hladinu aminokyselin uvnitt bun¢k a ve vnéjsim prostredi. U bunécné
linie Jurka jsme pozorovali po aplikaci quambalarinu B snizeni intracelularni hladiny
aspartatu, glutamatu a prolinu. Naopak zvySeni jsme pozorovali u serinu ¢i asparaginu,
histidinu ¢i glutaminu, argininu, threoninu, valinu, methioninu a lysinu. Extracelularni
hladina u této linie se zvysila u serinu ¢i asparaginu, histidinu ¢i glutaminu, threoninu,
tyrosinu, valinu, methioninu, lysinu a fenylalaninu. Na ostatni aminokyseliny nem¢l
quambalarin B vliv. U buné¢né linie Ramos jsme pozorovali pokles intracelularni hladiny
glycinu, alaninu, prolinu, tyrosinu, isoleucinu a leucinu. Intracelularni hladina narostla u
glutamatu, histidinu/glutaminu a lysinu. Nartst u extracelularni hladiny jsme pozorovali
u serinu/asparaginu, histidinu/glutaminu, threoninu, tyrosinu, valinu, methioninu, lysinu,
leucinu a fynalalaninu. Bunééné linie THP-1 byla nejméné ovlivnénd quambalarinem B,
pricemz intracelularni hladina narostla u glycinu, alaninu, prolinu, valinu, methioninu,
lysinu, isoleucinu, leucinu a fenylalaninu. Pokles intracelularni hladiny byl viditelny
pouze u kyseliny asparagové. Extracelularni hladina se zvySila pouze u alaninu, lysinu,

valinu a fenylalaninu.
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