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Abstrakt

Akutni myeloidni leukemie (AML) je vazné hematoonkologické onemocnéni, jehoz 1écba
je velmi obtizna a pro mnohé pacienty stale neexistuje vhodny lécebny piistup. Jednou z moznych
terapii se zabyva tato diplomova prace, ktera se soustiedi na inhibici interakce mezi proteiny
p53 a Mdm2 pomoci malych molekul RITA a RG7112. Zvolené inhibitory cili kazdy na jeden
z interak¢nich partnerii: zatimco RG7112 se vaze k Mdm2 ve vazebném misté pro p53, RITA
interaguje s p53 v oblasti vazebné domény pro Mdm2. Byl vysetien vliv téchto inhibitort
na proliferaci a viabilitu riznych AML linii a z nich byly vybrany dvé linie s opacnou citlivosti,
MOLM-13 a MV4-11. Podrobnéjsi analyzou byla potvrzena stresova reakce senzitivnich linii
a rizné stupné zmén proteinti souvisejicich s apoptoézou. Vedle bunéénych linii byly analyzovany
také vzorky primarnich AML bunék. Dalsim cilem bylo zavést metodu izolace a znaceni exosomu
a vysetfit typ interakce exosomu s bunéénou membranou. Pomoci konfokalniho mikroskopu bylo
zjisténo, ze zpusob interakce mezi bunkou a exosomy zavisi na cilové buice, nikoliv na druhu
matefské buiiky. U AML linii dochazi k tésnému kontaktu mezi buiikou a exosomy, zatimco linie
K562 a HS-5 exosomy internalizuji. Dale jsme zaznamenali odliSn¢ exprimované exosomové
markery (CD9, CD63, CD81) u exosomi z riznych AML linii a primérnich pacientskych vzorkd,
a téz rozdilny obsah jadérkovych a apoptotickych proteind. Posledni ¢ast prace spojuje piedchozi
dva dil¢i cile a testuje vliv pritomnosti exosomt na efekt zkoumanych inhibitort. Nepozorovali
jsme zadny vliv koinkubace s exosomy na pienos senzitivity ¢i rezistence viaci RG7112 ¢i RITA

ani na Urovni bun&né proliferace a viability, ani z pohledu zmén hladin proteind.

Klicova slova: AML, RITA, RG7112, p53-Mdm?2 interakce, exosomy, inhibitory p53-Mdm?2
interakce



Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is a severe hematooncologic disorder, which is
difficult-to-treat and for some of its subtypes does not exist suitable treatment so far. This diploma
thesis is focused on one of these novel approaches targeting an interaction between proteins p53
and Mdm?2 by small molecules RITA and RG7112. Each of the selected inhibitors targets one of the
interaction partners: while RG7112 binds into Mdm2-binding site of p53, RITA interacts with p53
in the binding domain of Mdm2. An effect of these inhibitors on proliferation and viability of AML
cell lines was investigated and two of them, MOLM-13 and MV4-11, were selected as displaying
opposite sensitivity. More detailed analysis confirmed stress reaction and changes
of apoptosis-related proteins in the sensitive lines. In addition to the cell lines, primary AML cells
were also examined. Second aim of this thesis was to validate a method of isolation and labeling
of exosomes and to investigate the type of exosome interaction with cell membrane. Confocal
microscope monitoring revealed that the type of interaction between a target cell and an exosome
depends on the recipient cell type: tight contact is observed between AML cells and exosomes,
while K562 and HS-5 cell lines internalize exosomes, regardless their origin. Furthermore,
we detected differentially expressed exosome markers (CD9, CD63, CD81) in exosomes obtained
from different AML lines or primary patients samples. Simultaneously, variability of nucleolar
and apoptotic protein content in exosome samples has been found. The last part of the thesis
combines the two previous approaches and tests an impact of exosome coincubation on the drugs
effects. However, we didn’t observe any effect on the sensitivity or resistance to RG7112 and RITA,

neither at the level of cell proliferation and viability, nor in changes in protein levels.

Key words: AML, RITA, RG7112, p53-Mdm?2 interaction, exosomes, inhibitors of
p53-Mdm?2 interaction



Seznam pouzitych zkratek

Akt protein kinaza B

ALIX ALG-2 interagujici protein X

AML akutni myeloidni leukemie

ASXLI z angl. additional sex comb-like 1

CML chronicka myeloidni leukemie

Bak Bcl-2 homologni antagonista

Bax Bcl-2-asociovany protein X

BBC3 Bcl-2 vazebna slozka 3, gen pro protein Puma

Bcl-2 z angl. B-cell lymphoma 2

BCL2L1 z angl. Bcl-2-like protein 1, gen pro protein Bel-xL

Bcel-xL z angl. B-cell lymphoma-extra large

BCR-ABL za angl. ,breakpoint cluster region®-,,Abelson murine leukemia viral oncogene
homolog*

CARTs T-bunky s chimerickym antigennim receptorem

CEBPA CCAAT/enhancer vazebny protein alfa

CDKNIA inhibitor cyklin dependentni kinazy 1A, gen pro protein p21

Chk2 z angl. checkpoint kinase 2

CML chronicka myeloidni leukemie

C-MYC z angl. Cellular myelocytomatosis oncogene

DC-SIGN lektinovy receptor typu C
DNMT3A DNA methyltransferasa 3A

ESCRT endosomalni tfidici komplex nezbytny pro transport
Fas povrchovy bunéény receptor Fas

Fas-L ligand povrchového bunécného receptoru Fas

FBL fibrilarin

FBS fetalni bovinni sérum

FLT3 tyrosin kindza Fms 3

FLT3-ITD tyrosin kindza Fms3 s vnitini tandemovou duplikaci
GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

GSK3-8 glykogen syntéza kinaza-3 3

GTP guanosin trifosfat

HMA hypometylac¢ni 1éky, z angl. Hypomethylating agens

hnRNP K heterogenni jaderny ribonukleoprotein K



HSC hematopoetické kmenové bunky

Hsp proteiny teplotniho Soku

HSCP hematopoetické kmenové a progenitorové bunky
ICAM-1 intercelularni adhezni molekula 1

IDH isocytrat dehydrogenaza

IFN-y interferon y

IGF-IR transkripty receptoru inzulinového ristového faktoru I
IL-17 interleukin 17

ILVs intraluminalni vacky

LFA-1 antigen 1 asociovany s funkci lymfocyti

MCLI z angl. Induced myeloid leukemia cell differentiation protein
Mdm?2 z angl. Mouse double minute 2 homolog

Mdmx z angl. Murine double minute X

MET z angl. Mesenchymal Epithelial Transition
miRNA microRNA

MRP1 z angl. multidrug resistance protein

MTOC organizac¢ni centrum mikrotubulli

MVBs multivesikularni téliska

NCL nukleolin

NKG2D z angl. Natural killer group 2 member D

NMR nuklearni magnetické rezonance

Notchl z angl. Neurogenic locus notch homolog protein 1
NPM1 nukleofosmin 1

Parc ubikvitin ligdza podobna Parkinu

PARP poly-ADP-ribdza polymeraza

p21 cyklin-dependentni kinazovy inhibitor 1

p53-wt nemutovany p53, protein pS3-wild type

PD-1 protein programované bunécéné smrti 1

PD-L1 ligand proteinu programované bunécné smrti 1
PMAIPI z angl. Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, gen pro protein NOXA
PPMID proteinova fosfataza 1D

Puma p53-upregulovany modulator apoptozy

RING z angl. Really Interesting New Gene

RITA reaktivator p53 a induktor apoptozy nadorovych bunék



RSR

Spl

TET2
TGF-betal
P53
TP53BP1
TP5313
TSG101
WHO

nadé&je na relativni preziti, z angl. Relative survival rate
protein specificity 1

z angl. ten-eleven translocation 2

transformujici rastovy faktor beta 1

gen nadorového proteinu p53, gen proteinu p53

p53 protein vézajici protein 1

protein 3 indukovatelny nddorovym proteinem p53
protein genu 101 citlivy k nddoru

Svétova zdravotnicka organizace



Obsah

1
2
2.1

2.2

23

4.2

UVOD .ttt e ettt et b ettt s a et e s bt e et e s bt e ae et e bt et e et e ent e beeaeenes 1
PREHLED LITERATURY .....couovimiiiiieieeeeeeee s 2
Akutni myeloidni JEUKEMIE .......cccviecvieiieiieriieiee ettt e st e sere b e esse e esseessaessnessseenseensens 2
2.1.1  Charakteristika ONEMOCHENT .......eeoiiiiieiieiieiie ettt 2
2.1.2  Vyskyt AML @ J@Ji I€CDA.......iouieieriieieieeieeeeteete ettt ettt ettt eneens 3
Interakce proteinltl MAm?2 @ P53 ...oovviiiiiiciieieeeree ettt st e e e beeste et ssaesnseenseenses 4
2.2.1  Inhibitory potlacujici interakci MdAm2 a P53 ....cc.coiiiiiiiiiiiiieee e 6
2 001102111 15

2.3.1  Charakteristika @XOSOMIL .........cceerierieeiieie ettt te sttt ete et e st e st e satesteebeebeenseenes 15
2.3.2  FOIMOVANT XOSOMIUL . ..cuviiuiiiienieeesteeteeteeetete et e et et e teesteeesaeentesseeseentesaeeneenseeneenseeneenes 15
2.3.3 Interakce exosomull S bun€cnou MEMDBIANOU. .......cevueeruierierieeieeieenieeeieeeee e eee e 17
2.3.4  Exosomy jako terapeUtiCk€ VACKY ........ccceecvieviiiiiiiriieiiecie ettt 20
2.3.5 Role exosomt a extraceluldrnich vackli u AML .........cocciiiiiiiiiiieee e 22
CILE e 24
MATERIAL A METODY ...ocouiiriimiiseeieeiseiseesessssesss s sssssssessses s s sssessssennes 25
IMLALETIAL ..ottt ettt e e et e et e e e taeeebeeetbeesabee e taeeenbee et b e eaesianneens 25
4.1.1  ChemiKAlie @ TOZEOKY ....cveevvieriieiieiitesreereesteesteesteestresereesseasseesseesssesssesssessseessesssassssesseeans 25
4.1.2 Bunécné linie a primarni AML BURKY ......ccccooiiiiiiiiieieeeeeee e 32
O R N o o] 1111 SRR 33
O S o 41111 o 2RSSRt 36
O I T 011 11103 1) 2RSSR RTRPTRUOt 36
4.1.6  Laboratorni PIISIIOJC ....ecvierieriierieiteiteeteesteesteesteesreeereebeesseesseesssesssesssessseassesssessseessneans 37
1Y 706 | PR PSSRRRP 38
4.2.1  Kultivace bun€enych N .........cccueviiiiiiiiiiiiiieciecie et cre ettt e v e eveesreesraesanessne e 38
4.2.2  Megfeni proliferace a viability bun€cnych Hnii.........ccoecveeiienieniieniiiiecieceeeesee e 38
4.2.3  Megfeni proliferace a viability buné¢nych linii kokultivovanych s exosomy................... 38
4.2.4  Izolace primarnich BUNEK ..........cccooiiiiiiiiiiiiiciceece e 39
4.2.5  Priprava bezex0osomovEN0 MEMIA .......c.ccvvieiiiiiiiiiiciiicie et s ees 39
4.2.6  Nasazeni bun¢k pro produkci a izolaci €X0SOMIUL..........c.cecvverviereerierierieeieeneenee e snens 39
TSN B /o) 1o € 110 113 SRS 40
4.2.8  Filtrace EXOSOMIL...ccueiuieiietieiietietietestteteste st et e steeetebeeseentenseeseensesseensesesaeensesseensansenneenes 41
4.2.9  Sklizen bun¢k na qPCR, izolace RNA, reverzni transkripce a qPCR ........cccceevvvrvennnns 42
4.2.10 Elektroforéza DNA (produktti qPCR 1eaKCe) ...ccvevvveeeiieiiiiieiieiiecre et 43
4.2.11 Priprava lyzatli @ WesStern DlOt .......c.ceviiiiiiiieiierieeie ettt esieesenesene e 43

4.2.12 IMNUNOPIECIPILACE ...eeeuvvieiiieeiieeeiieeeite et etee e e re e et e e sebeesbeeetbeessseeessaeessseesssaeenssenas 45



52

53

6.1
6.2
6.3

4.2.13 PrUtOKOVA CYLOIMEIIIC ....vveevieerieeiieiiesiieseteereesieesieesetesereesseesseessaesssesssessseesseessaessesssneans 45

4.2.14 Barveni vzorkil a konfokalni mikroskopie ..........cccveeeeeeriiiiiiiiiiiiecieeieccee e 46
VYSLEDKY ...cooiiimiiimriinreessesseessesssse st st ssss st st sssse st st ssssssssesssnncs 48
Charakteristika u¢inku inhibitort p53-Mdm2 na buitky AML ........ccoociiiiiiiiieeeee 48
5.1.1  VysSetfeni vlivu inhibitorQ na proliferaci a viabilitu AML lnii .......ccocoovevieenininninenee. 48
5.1.2  Vliv inhibitorti na transkripci v AML liniich a primarnich vzorcich............cccccccuveenennn. 50
5.1.3  Hladina proteint u AML linii a primarnich AML buné€k ...........cccooceiininiininiinnnnn. 57
5.1.4  Vliv inhibitort na bunéény cyklus u AML linii (MV4-11, MOLM-13) ....cccceeverrnnee. 65
Vysetieni exosomovych markerl a typu interakce exosomil s cilovymi bunikami................ 67

5.2.1 Detekce exosomovych markerti a proteinil v exosomovych lyzatech a jejich matefskych

DURKACKL. ittt ettt ettt sae e 67
5.2.2  Exosomy z bun€k oSetfenych RG7112 nebo RITA .......cccoooiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 70
5.2.3  Typy interakce exosomll s bun€nou MEMbIANOU. .......cc.eererrirriieenieeniierie e eee e 72
Vliv pfitomnosti exosomu na u€inek inhibitord v AML liniich..........cocooiiiniiininnne. 90
DISKUZE ..ottt ettt ettt et b et ettt be e b e 97
Uginek inhibitorti interakce p53-Mdm2 t AML TN ........veoveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 97
Vysetieni exosomalnich proteinti a typu interakce exosomil s cilovymi buiikami ............. 100
Vliv pfitomnosti exosomut na t€inek inhibitord u AML linii........cccoooeeiiiinieienieieceee 102
SOUHRN L.ttt ettt b e bbbttt e et ebeebeebeabentens 104



1 UVOD

Akutni myeloidni leukemie (AML) je heterogenni onemocnéni krvetvorby, které
postihuje rtizna stddia vyvoje bunek myeloidni krevni fady. Vyskytuje se ptredevSim
u dospélych pacienti a u nemocnych starSich 65 let casto neni mozna intenzivni
chemoterapeuticka 1écba (De Kouchkovsky a Abdul-Hay 2016). U velké ¢asti pacienti navic
dochazi k relapsim, a proto se stale hledaji nové lécebné ptistupy. Jednou z moznych
lécebnych metod se zabyva tato diplomova prace, kterd studuje malé molekuly RG7112 (Vu et
al. 2013) a RITA (Issaeva et al. 2004) cilici na potlaceni interakce mezi proteiny Mdm2 a p53.
Zatimco RG7112 je modifikovana sloucenina nutlini (Vu et al. 2013) a vaze se do vazebné
kapsy proteinu Mdm?2, RITA se naopak vaze na N-koncovou ¢ast proteinu pS3 (Issaeva et al.
2004). Protein p53 je dulezity tumor supresor regulujici bunéény cyklus a apoptozu a jako
transkripéni faktor ovliviiuje dalSi geny zodpovédné za reakci bunck na stres. Mdm?2 je
ubikvitin ligdza, ktera polyubikvitinylaci oznacuje své cilové proteiny pro degradaci
transkripci Mdm?2 (Kubbutat et al. 1997; Fang et al. 2000; Wang et al. 2011). Pfestoze mutace
v genu pro p53 nejsou u AML pfili§ casté, chybnéd regulace p53 ke vzniku AML pfispiva,
a proto se v téchto terapiich cili na obnoveni jeji spravné funkce (Selivanova 2014). Nov¢ je
u naddorovych onemocnéni studovan také vliv mezibunééné komunikace a s tim souvisejici
mozn¢é terapeutické vyuziti exosomt. Ty se fadi mezi extracelularni vacky, dosahuji velikosti
30 — 150 nm (Schageman et al. 2013) a dokazi riznym zpisobem interagovat s okolnimi
buikami. Exosomy pienaSeji rizné signalni molekuly mezi buiikami, a tim mohou ovlivnit
jejich signalni drdhy. U chronické myeloidni leukemie (CML) dokaZzi exosomy pienést
rezistenci na pouzivané lé€ivo (Min et al. 2018; Hrdinova et al. 2021). U AML je jejich vliv
méné prozkouman a soucasti této diplomové prace je proto charakterizace exosomil ziskanych
zbunék AML, analyza interakce téchto exosomi s cilovymi bunikami a studium efektu

pfitomnosti exosomil na u¢inek RG7112 a RITA.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 AKkutni myeloidni leukemie
2.1.1 Charakteristika onemocnéni

Akutni myeloidni leukemie (AML) je nadorové hematologické onemocnéni krevnich
bun¢k myeloidni fady, zejména granulocytli a monocytu, pripadné erytrocyti, charakterizované
nadprodukci nezralych bunécnych forem s poruchou diferenciace (tj. blastii). Dochazi
k abnormalni proliferaci blasti v kostni dfeni, coz utlatuje normalni krvetvorbu. Zaroven
se blasty hromadi i v periferni krvi a potlacuji tak normalni krvetvorbu, zptisobuji tedy snizeni
poctu zdravych krevnich elementii. V blastech se casto nachazeji specifické genové mutace,
které dané buiice zajist'uji proliferacni vyhodu, méné €asté jsou chromosomalni abnormality,
jako je translokace ¢i inverze chromozomu. Nejcastéji se mutace typické pro AML objevuji
v genech pro nukleofosmin 1 (NPM1), DNA-methyltransferazu 3A (DNMT3A), tyrosin kindzu
Fms 3 (FLT3), CCAAT/enhancer vazebny protein alfa (CEBPA). DalSimi typickymi mutacemi
jsou mutace v genech pro isocitrat dehydrogenazu 1 a 2 (IDHI/2), genu pro ten-eleven
translocation 2 (TET2), genu pro additional sex comb-like 1 (4SXL1) a dal$i (Saultz a Garzon
2016). U 5-18% pacientl jsou nalézany mutace v genu pro tumor-supresor pS3 (7P53) (Fenaux
et al. 1992; Nakano et al. 2000; Kadia et al. 2016). Mutace v konkrétnim genu casto souviseji
s prognozou 1éEby pacienta, dileZitym prognostickym faktorem jsou také zmény karyotypu

(Lindsley et al. 2015; Saultz a Garzon 2016).

AML muiZe vznikat de novo, sekundarné z pfedchoziho hematologického onemocnéni
(nejcastéji z myelodysplastického syndromu) €1 reakei na 1é¢bu jiného nddorového onemocnéni
(tzv. therapy-related AML) (De Kouchkovsky a Abdul-Hay 2016). Pivodni klasifikace podle
Svétove zdravotnické organizace (WHO) (Arber et al. 2016) byla neddvno pozménéna a nyni
jsou pacienti s AML diagnostikovani piedevS§im hierarchicky dle konkrétnich mutaci
a ptitomnosti komplexniho karyotypu. Pfi diagnostice déle zadlezi na procentu blastii v kostni
dfeni, kdy pro diagnézu AML je podminkou vice neZ 10 % blastl (déleno déle na 2 kategorie
10-19 % blasti, > 20 % blasti), s vyjimkou kategorie s opakujicimi se genetickymi
abnormalitami (translokace ¢i inverze ¢asti chromozomt) (D6hner et al. 2022). AML miize

souviset 1 s dal§imi nddorovymi onemocnénimi, napf. relapsem AML muze dojit ke vzniku

myeloidniho sarkomu (Arber et al. 2016).



2.1.2 Vyskyt AML a jeji 1é¢ba

AML se vyskytuje ptevazné u dospélych pacientti, incidence nartista s vékem a prudce
se zvySuje u pacientd starSich 65 let (National Cancer Institute 2023; Bower et al. 2016).
Se zvySujicim vékem pacienta se u AML snizuje oCekéavana délka zivota (Bower et al. 2016).
Pacientiim se v kostni dfeni, periferni krvi, a pfipadné 1 v dalSich orgédnech hromadi blasty, coz
se projevuje leukocytdézou, anémii, ¢i trombocytopenii, doprovdzenymi Casto inavou, ztratou
hmotnosti a dalSimi ptiznaky. Pokud se nezahdji vcasna 1éCba, pacient obvykle umird
do nékolika mésicli, Casto na nasledky spojené se sekundarni infekci ¢i krvacenim (De
Kouchkovsky a Abdul-Hay 2016). Dtlezitym faktorem pro stanoveni zplisobu 1é¢by je celkovy
zdravotni stav pacienta. U mladSich pacienti se obvykle vyuziva intenzivni chemoterapie
spoCivajici v podavani kombinace vysokych davek cytarabinu (cytosinarabinosid)
s antracyklinovymi antibiotiky (idarubicin, ptipadné daunorubicin). Pacienti star§i 65 let ¢asto
trpi dal$imi komorbiditami a jejich zdravotni stav nedovoluje pouziti vysokoddvkové
chemoterapie. V takovych pfipadech se pouzivaji bud niz§i davky cytarabinu
nebo hypometyla¢ni 1éky (hypomethylating agens, HMA) vyuzivané téz u lécby
myelodysplastickych syndromt, jako je decitabin a azacitidin (De Kouchkovsky a Abdul-Hay
2016; Dohner et al. 2022). V poslednich letech se HMA kombinuji s inhibitorem proteinu Bel-2
(z angl. B-cell lymphoma 2), Venetoclaxem (Ddhner et al. 2022).

Cilem prvni, tzv. induk¢ni, faze 1é¢by je dosaZeni remise, po niZ nasleduje konsolidacni
faze (obvykle nizs§i davky chemoterapeutik) (Dohner et al. 2022) nebo alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSC) (Saultz a Garzon 2016). Pfi volbé vhodné 1écby
se vzdy zvazuje cytogeneticky profil pacienta, coz spolu s genetickymi odchylkami tvofii zaklad
pro urceni prognoézy lé€by (De Kouchkovsky a Abdul-Hay 2016). V pribéhu let doslo
u mladsich AML pacientt do v€ku 50 let ke zvySeni nad€je na relativni pieZiti (relative survival
rate, RSR), u pacienti starSich 65 let dochazi k mirnému zvyseni nadéje na RSR (Bower et al.
2016). Pokud pacient ptezije 5 let po diagnoze, nadéje na pieziti se zvySuje, avSak mladsi
pacienti ptesto ztrati vice rokil Zivota ve srovnani se star§imi (Bower et al. 2016). Pokud dojde
k relapsu onemocnéni, pouze mala ¢ast pacientii znovu dosdhne kompletni remise (Saultz a

Garzon 2016).

AML je velmi komplexni onemocnéni, zakladni 1é€ebné schéma se pouziva jiz desitky

let, ale vzhledem k intenzité 1é¢by neni pro velké procento pacientli vhodné. Navic se u velké

vvvvvv

1é¢ebné pristupy, zaméfené na konkrétni subtypy AML. Jednim z téchto 1éCiv jsou inhibitory



FLT3 kinazy, konkrétn¢ midostaurin, ktery se vyuziva v kombinaci s dal§imi chemoterapeutiky
pro 1écbu pacientd s mutaci v tyrosin kindze Fms3 s vnitini tandemovou duplikaci (FLT3-ITD)
(Dohner et al. 2022). V klinickych studiich byly testovany i dal§i FLT3 inhibitory, s rozdilnymi
vysledky, je tedy potteba dalSiho vyzkumu (Saultz a Garzon 2016). Dalsi specifické inhibitory
cili naptiklad na mutace IDH, jaderny exportér CRM1 (Saultz a Garzon 2016) nebo molekuly
ovliviiyjici imunitni reakce pacienta (nejcastéji drahu proteinu programované bunécné smrti 1
(PD-1) a jeho ligandu (PD-L1) (Jimbu et al. 2021)). Individualizovanou 1é¢bu slibuje novy
ptistup vyuzivajici upravené T-buniky s chimerickym antigennim receptorem (CARTSs) (Saultz

a Garzon 2016).

Jednim z cilenych 1é¢ebnych pfistuptli se zabyva tato diplomova prace, ktera se soustiedi
na inhibici interakce mezi proteiny p53 a Mdm2 (z angl. Mouse double minute 2 homolog)
pomoci malych molekul RG7112 (analog dfive pouzivanych nutlind) (Vu et al. 2013)
nebo RITA (Reaktivator p53 a induktor apoptdzy nadorovych bunék) (Issaeva et al. 2004). Tyto
inhibitory byly zkoumany jiz u jinych typt nadorii (Enge et al. 2009; Grinkevich et al. 2009;
Tovar et al. 2013), ale i u pacientd s AML (Andreeff et al. 2016; Hoffmann-La Roche 2016b).

Podrobnéji je vliv téchto molekul na interakci Mdm2-p53 popsan v nasledujici kapitole.

2.2 Interakce proteini Mdm?2 a p53

Protein p53, tumor-supresor kddovany genem 7P53, je dileZity pfi kontrole bunééného
cyklu a apoptoze, reguluje procesy starnuti bun€k a opravy DNA (Chen et al. 1996; Mihara et
al. 2003). Je jednim z hlavnich faktort fidicich odpovéd’ bunky na stres vyvolany riznymi
1é¢ivy: jako transkripéni faktor ovliviiuje expresi fady genit zodpov&dnych za stresové reakce
a diky interakci s dal§imi proteiny (napiiklad s proteiny rodiny Bcl-2 na mitochondrialni
membrang) fidi signalizaci vnitini apoptotické drahy (Mihara et al. 2003). Ve zdravych buiikach
je jeho hladina udrZzovana na nizké urovni interakci s ubikvitin-ligdzou Mdm?2, ktera p53
ubikvitinyluje pomoci své RING (z angl. Really Interesting New Gene) domény (Kubbutat et
al. 1997; Fang et al. 2000; Wang et al. 2011) a oznacuje ho tak pro degradaci v proteasomu
(Kubbutat et al. 1997). Tento mechanismus je déale posilovan jesté autoregulacni smyckou, kdy
protein p53 jako transkripcni faktor aktivuje expresi genu MDM?2, a tim zajistuje dostatecnou
uroveit Mdm?2 proteinu pro snizeni své aktivity (Wu et al. 1993). Ve zdravych bunkich ma
proto p53 velmi kratky polocas rozpadu (pfiblizn€ 5-20 minut) (Giaccia a Kastan 1998). Pokud
je p53 mutovany tak, ze neni schopen aktivovat transkripci Mdm2, dochazi k akumulaci

proteinu p53 v buiikach (Kubbutat et al. 1997). V takovych ptipadech je ale ¢asto narusena také



funk¢nost proteinu p53 (Giaccia a Kastan 1998). Interakce proteinu p53 a Mdm?2 je zndzornéna

na obrazku 1.

Pro interakci p53 a Mdm?2 jsou diilezité jednotlivé domény proteind, a sice N-koncova
transaktivacni doména proteinu p53 a N-koncovda doména Mdm?2 (Kubbutat et al. 1997).
Interakce téchto proteinti a nasledné degradace p53 jsou déje od sebe oddélitelné (Kubbutat et
al. 1998). Pro ubikvitinylacni aktivitu Mdm2 je dulezita interakce nejen pres N-koncové
domény, ale téz interakce mezi centralni doménou (kyselou oblasti) Mdm?2 a casti DNA vazajici
domény proteinu p53 (Wallace et al. 2006; Ma et al. 2006). Ubikvitinylacni aktivita Mdm?2 je
zajisténa RING doménou, zejména jeji C-koncovou ¢asti (Fang et al. 2000; Poyurovsky et al.
2007). Mdm2 v zavislosti na své koncentraci mize zpiisobit monoubikvitinylaci a s tim spojeny
jaderny export, ¢i polyubikvitinylaci jako signdl pro degradaci proteinu p53 (Li et al. 2003).
Pti polyubikvitinylaci pS3 pomoci Mdm?2 je dilezitd ptitomnost Mdmx (Wang et al. 2011),
polyubikvitinylovany protein p53 je pak v proteasomu degradovan (Li et al. 2003). Naopak
pokud ma byt protein p53 ptresunut do cytoplazmy, je potieba odkryt jeho jadernou exportni
sekvenci. To se dé&je pravdépodobné v nékolik krocich, kdy je nejprve p53
monoubikvitinylovan pomoci Mdm?2, nasledné¢ muze byt C-konec p53 déale modifikovan
(sumoylace), Mdm?2 se disociuje od p53 a ten je presunut z jadra do cytoplazmy (Li et al. 2003;
Carter et al. 2007).

Dtlezitym regulatorem této interakce je protein Mdmx (z angl. Murine double minute
X), strukturni analog Mdm?2, ktery se vaze na N-koncovou cast proteinu p53 (Shvarts et al.
1996). Mdmx sice nema ubikvitinylaéni aktivitu (Linares et al. 2003; Wang et al. 2011), ale
spolu s proteinem Mdm?2 tvofi pfes RING domény komplex indukujici zvySenou degradaci p53
pomoci Mdm?2 (Gu et al. 2002; Linares et al. 2003; Wang et al. 2011). Mdmx tedy degradaci
p53 napomaha tim, ze zvysuje stabilitu Mdm2 (Gu et al. 2002).

Interakce Mdm?2-p53 miiZe byt blokovana specifickou fosforylaci obou proteini (Shieh
et al. 1997; Mayo et al. 1997). Pii poskozeni DNA dojde k aktivaci DNA-dependentni protein
kinazy, fosforylaci p53 na serinu 15 (Shieh et al. 1997) a fosforylaci Mdm?2 na serinu 17 (Mayo
et al. 1997), coz zpiisobi inhibici jejich interakce, a tumor-supresor p53 tak muze zastavit
bunécny cyklus (Mayo et al. 1997). Stejny efekt je pozorovan i u fosforylace transaktivacni
domény proteinu p53, kdy je ovlivnéna nejen interakce, ale i potlaceni negativni regulace
pomoci Mdm2 (Shieh et al. 1997; Lai et al. 2000). Funkce fosforylace vzdy zavisi na typu
modifikované aminokyseliny (Kruse a Gu 2009).



Obrazek 1- Detail vazebné kapsy proteinu Mdm?2 (modre) a vazajici se peptid p53 (Zluté). Zdroj: molekula 2GV2 (krystalova
struktura) stazena z Protein Data Bank (Sakurai et al. 2006) a nasledné upravena v programu PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 3.0 Schrédinger, LLC).

2.2.1 Inhibitory potlacujici interakci Mdm2 a p53

Protein p53 je dilezitym regulatorem reakci buiikky na poskozeni a v nadorovych
onemocnénich je ¢asto jeho funkce potlacena. Jeden z terapeutickych pfistupil tedy cili na jeho
stabilizaci a aktivaci. K tomuto ucelu Ize cilit na inhibici vice proteint, 1é¢iva se mohou vazat
pfimo na protein p53, do kapsy proteinu Mdm2 (zabranéni navazani p53 ¢i blokace
E3 ubikvitinylac¢ni aktivity), do vazebného mista proteinu Mdmzx, ¢i na proteiny Mdm2 a Mdmx
souCasn¢ a zpusobit tak jejich dudlni inhibici (Selivanova 2014). V této diplomové praci
se zabyvam malymi molekulami vazajicimi se na protein p53 (RITA) a inhibitory vazajicimi
se do kapsy proteinu Mdm2 (nutliny-RG7112) (Vu et al. 2013; Tovar et al. 2013). Inhibice
interakce p53 s proteinem Mdm?2 zptisobi akumulaci tumor supresoru p53, coz ma za nasledek
zastaveni bunécného cyklu a apoptdzu bunék a tim potlaceni rastu nddoru (Vassilev et al. 2004).
Aktivovany protein p53 svoji vazbou na promotor ptimo ovliviiuje transkripci gentl, genova
exprese ale mize byt ovlivnéna téz kooperaci pS3 s dal$imi transkripénimi faktory (Nikulenkov

et al. 2012). Lécba pomoci nutlinit muze byt UCinnd zejména u onemocnéni



s nemutovanym p53 (p53-wild type, pS3-wt), v nichz regulaci hladiny p53 podporuje jeho
funkci (Vassilev et al. 2004; Issaeva et al. 2004; Kojima et al. 2005).

Tento mozny typ 1écby se zkouma i u onemocnéni AML, v klinickych studiich byly
inhibitory vyuzity v kombinaci s jiz pouzivanymi chemoterapeutiky (Yee et al. 2013). Vyskyt
mutaci v genu 7P53 je v AML relativné nizky (u nové diagnostikovanych pacienti obvykle
5-18%) a Casto je spojen s dal§imi genetickymi abnormalitami (Fenaux et al. 1992; Nakano et
al. 2000; Kadia et al. 2016). Nicmén¢ deregulace p53 signalni drahy je v AML pozorovéana
iupacientl sp53-wt, Casto je spojend napi. sniz$i expresi genu pro protein p21
(cyklin-dependentni kindzovy inhibitor 1), a proto by stabilizace proteinu p53 prostfednictvim
inhibitori mohla tuto signalni drdhu obnovit (Quintas-Cardama et al. 2017). Navic prave
u leukémii (1 AML) je Casto popisovand zvySena exprese MDM?2 (Bueso-Ramos et al. 1993)
a jeho proteinu, zejména u pacientli bez mutace 7P53 (Quintas-Cardama et al. 2017), coz mlze
prispivat k u¢inku nutlini na spusténi apoptozy v rtiznych nddorovych buinkach in vitro
(Kojima et al. 2005) i in vivo (Tovar et al. 2013). U AML pacientd mtze byt dale zvysSena
hladina proteinu Mdmx, v tomto piipad¢ ale nebyla prokazana souvislost s lepsi odpovédi
na lécbu nutlinem (Quintés-Cardama et al. 2017). U né€kterych pacientii jsou siln€ aktivovany
drahy PI3K/Akt a STAT 1/3/5 (Quintas-Cardama et al. 2017). Potlaceni PI3K/Akt drahy
a nasledné snizeni exprese onkogenu C-MYC (z angl. Cellular myelocytomatosis oncogene) je

u nékterych nadorovych onemocnéni pozorovano také pii pouziti RITA (Grinkevich et al.
2009).

2.2.1.1 Nutliny

Nutliny jsou cis-imidazolinové slouceniny, které se vazi se do kapsy proteinu Mdm?2,
v oblasti vazebné domény pro p53 (Vassilev et al. 2004). Vassilev se spoluautory také uvadéji,
ze nutliny primarné ptisobi na naddorové tkang, v zasadni mife vSak neovlivni zdravé bunky
(Vassilev et al. 2004). Nadorové tkan€ spusténim signalizace reaguji na poskozeni DNA (napf.
zvySeny p53 protein vazajici protein 1, TP53BP1) a tim mliZe byt zplisobena specifita nultinu-3
pro nadorové tkané (Brummelkamp et al. 2006). Nejucinngjsi variantou z ptivodni fady nutlint
je nutlin-3, konkrétn¢ jeho enantiomer a (nutlin-3a) (Vassilev et al. 2004). Studie autori Ma et
al. (Ma et al. 2006) ukazuje, ze vazbou nutlinu-3a dojde k aktivaci p53 a transkripéni aktivaci
dalSich genti. Jedna se tedy o spusténi apoptoézy transkripéné zavisejici na pS53. AvSak
v nékterych dalSich pracich (tykajicich se AML nebo chronické lymfocytarni leukemie) byla
pozorovana apoptdza nezavisejici na transkripcni aktivité p53, ale doprovazena translokaci p53

do mitochondrii a jejich néaslednou permeabilizaci (Kojima et al. 2005; 2006a). Pro G¢innou



1é¢bu nutlinem-3a je pravdépodobné nezbytna nenarusend p53 signdlni dréha (Tovar et al.

2006).

Po oSetieni bun¢k nadorovych linii nutlinem-3a se zvysi hladina genové exprese BBC3
(Bcl-2 vazebna slozka 3, gen pro protein Puma) (Nikulenkov et al. 2012) a CDKNIA (inhibitor
cyklin dependentni kindzy 1A, gen pro protein p21) (Tovar et al. 2006). Je zvysena i hladina
proteinu p21 (Vassilev et al. 2004). Naopak je snizena hladina onkoproteinu c-Myc
a antiapoptotického proteinu survivinu u senzitivnich bunéénych linii (Grinkevich et al. 2009).
Tento inhibitor u rakovinnych bun¢k plisobi efektivné na proteiny signalni drahy p53 in vitro

i in vivo (Tovar et al. 2006).

Vyznamny G¢inek nutlinu-3a zptisobujici apoptdzu byl pozorovan i u AML bunécénych
linii (OCI-AML3, MOLM-13), které maji nemutovany p53 protein (Kojima et al. 2005).
Pti pisobeni nutlinu-3a byla ve dvou studiich pozorovana zvySena hladina proteini p53
aMdm?2 (Kojima et al. 2005; Strachotova et al. 2023) a zeslabend interakce mezi témito
proteiny (Strachotova et al. 2023). Déle byla popsdna zvysend hladina proteini p21, NOXA
a Stépeni kaspaz-3, -8 , -9 vriznych casovych intervalech, naopak hladiny proteint
p53-upregulovany moduléator apoptézy (Puma), Bcl-2-asociovany protein X (Bax) a Bcl-2
homologni antagonista (Bak) zlstaly nezménéné (Kojima et al. 2005). Nasledkem aktivované
signalni drahy p53 doslo také ke sniZeni hladiny antiapoptotického proteinu Bcel-2 (Kojima et
al. 2006b). U nékterych bunéénych linii byla po oSetfeni nutlinem-3a pozorovana zpétna
regulace apoptdzy p53-tfizenou indukci Notch 1 (z angl. Neurogenic locus notch homolog
protein 1) na transkrip¢ni 1 proteinové urovni (Secchiero et al. 2009). Tento vysledek podtrhuje

dilezitost zvazeni vSech aspektl pii volbé vhodné 1écby.

Vliv nutlinu-3a byl zkouman i u primarnich AML buné¢k. Ve vétSing téchto bunék byla
pozorovana apoptoza, kterd nesouvisela se stadiem AML, avSak opét byla podminéna
ptitomnosti p53-wt (Kojima et al. 2005). Heterogenita AML onemocnéni a s ni souvisejici
odliS$na reakce primarnich bun¢k na nutlin-3 je pozorovana 1 v jiné studii (Long et al. 2010).
Byla potvrzena vyssi senzitivita k nutlinu-3a u rakovinnych bun¢k s vyssi expresi genu MDM?2
(Tovar et al. 2006). Také zvySend hladina proteinu Mdm2 u priméarnich AML bunék pfispéla
k vyss§i mite apoptdzy (Kojima et al. 2005). Tato t€¢innéjsi odpoveéd’ souvisejici s vyssi hladinou
Mdm?2 byla potvrzena i v klinické studii I zabyvajici se modifikovanou slou¢eninou nutlinu
(RG7388, idasanutlin) u AML pacientii (Reis et al. 2016). Vliv nutlinu-3a na hladiny

proapoptotickych proteini se mezi primarnimi AML bunikami lisil (Kojima et al. 2005).



Nadéjné jsou vysledky studii kombinujicich pouziti nutlinu-3a s dalSimi terapeutiky.
U AML buné¢k byla pozorovana zvySend apoptéza v kombinaci s léCivy standardné

pouzivanymi pro 1écbu AML (cytarabin, antracyklin) (Kojima et al. 2005).

2.2.1.2 RG7112
RG7112 se tadi do rodiny nutlinti, ale ma oproti nutlinu-3a vyssi uc¢innost (Vu et al.

2013). RG7112 je modifikovana sloucenina nutlinu-3a, kterd byla vyvinuta jako molekula
s optimalizovanymi vlastnostmi ptivodniho inhibitoru (Vu et al. 2013). V této diplomové praci
byla pouzita jako zastupce rodiny nutlini pfi zkoumani jejich vlivu na bunééné linie pochézejici
z AML a na primarni AML bunky. RG7112 ma podobné vlastnosti jako nutlin-3a, tedy jedna
se 0 Mdm2 inhibitor, ktery se zvySujici se koncentraci zpiisobi akumulaci p53-wt a jeho
transkripénich cili p21, Mdm2 na mRNA 1 proteinové urovni (Tovar et al. 2013), indukuje
rovnéz zvyseni genové exprese BBC3 (Zhong et al. 2015). Nasledkem toho dojde k zastaveni
bunécné proliferace, bunécného cyklu v G1 fazi a apoptdze nadorovych bunék in vitro i in vivo
(Tovar et al. 2013). Apoptdza indukovand molekulou RG7112 mulze byt na kaspazach zavisla
¢1 nezavisla. Po inhibici kaspaz je pozorovdna nekroticka apoptéza, kdy RG7112 muze byt
vyuzit 1 u nadort s malym mnozstvim kaspaz (Tovar et al. 2013). Stejné jako k nutlinu-3a, jsou
1 k RG7112 nejvice senzitivni bunééné linie se zvySenou hladinou genu MDM?2 (Tovar et al.

2013; Zhong et al. 2015).

Pti designu molekuly RG7112 byla vyuZzita schopnost nutlinu-3a véazat se do kapsy
proteinu Mdm?2, konkrétné napodobeni vdzani aminokyselin proteinu p53 (Leu26, Trp23,
Phel9) do vazebné domény Mdm?2. Jeji chemické slozeni je: 4-chlorofenylové kruhy (kapsa
davka je minimalné 4x nizsi neZ u nutlinu-3a (Vu et al. 2013). Interakce molekuly RG7112

s proteinem Mdm?2 je zobrazena na obrazku 2.

Slouc¢enina RG7112 byla zatfazena do klinickych studii faze I, kdy byl zkouman jeji
efekt na rizné typy rakoviny, jako jsou hematologické malignity (leukemie) a solidni nadory
(Hoffmann-La Roche 2016a; 2016b). Klinicka studie zabyvajici se uinkem pouze samotného
léciva RG7112 (tzv. monoterapie) mela u pacientd s riznymi typy leukémii rozporuplné
vysledky (Andreeff et al. 2016). Zejména pacienti s AML casto odpovidali na 1é¢bu maximalni
tolerovanou davkou, avSak velkd vétSina 1écenych pacienti méla zaroven nezddouci ucinky
stupné 3 ¢i 4. U AML pacienti ve studii pokracujicich byla pozorovana odlisnd odpovéd’
na vystaveni maximalni tolerované davce a u téch odpovidajicich na Ié€bu byla zvySena genova

exprese proteinti p21, Mdm?2, Puma, Bax a dalSich, indukovand p53. U malé ¢asti AML
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pacientil doSlo ke kompletni remisi onemocnéni. Zaveérem klinické studie je konstatovani,
ze u vybranych pacientil Ize cilit na inhibici interakce Mdm2-p53 a spustit tak signalni drahu
proteinu p53 (Andreeff et al. 2016). Pro efektivni aktivaci této drahy a t¢innou 1é¢bu RG7112
je dualezitd neporuSena p53 signalni drdha (Tovar et al. 2013). V soucasné dobé je molekula
RG7112 pouzivana pouze pro vyzkumné tcely.

Mezi nutliny lze zatadit i idasanutlin, ktery se pii lécbé AML v kombinaci s cytarabinem
dostal do faze III klinické studie. Tato studie byla ukonéena z diivodu malé G€innosti. Doba
pteziti bez negativnich udélosti (z angl. Event-Free Survival) byla u téchto pacientii vypoctena
na 4,36 tydnl a u pacientl pfijimajicich placebo s cytarabinem na 6,29 tydnt, celkova mira
preziti (z angl. Overall Survival) je u pacientt pfijimajicich placebo s cytarabinem 9,13 mésict

a idasanutlin v kombinaci s cytarabinem 8,28 mésict. Také mira celkové remise (z angl. Rate

of Overal Remission) byla o nékolik procent vyssi u pacientd pfijimajicich pouze cytarabin

(Hoffmann-La Roche 2021).

Obrazek 2 — Interakce E3-ubikvitin ligazy Mdm?2 (svétle modre) a jejiho inhibitoru RG7112 (uhliky — fialové, dusiky — modre,
sira — oranzove, kysliky — cervené, chlor — zelené) . Na obrazku je detailni navazani inhibitoru RG7112 do kapsy proteinu
Mdm2, tim dochazi k napodobeni vazby proteinu p53 a k inhibici interakce Mdm2-p53. Zdroj: molekula 4IPF (krystalova
struktura) stazena z Protein Data Bank (Sakurai et al. 2006) a nasledné upravena v programu PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 3.0 Schrédinger, LLC).

2.2.1.3 RITA

Jiz vySe bylo zminéno, ze RITA byla jako molekula vazajici se na N-koncovou ¢ast

proteinu p53 zafazena mezi inhibitory interakce pS3-Mdm2 in vitro 1 in vivo. Po vazbé RITA
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pravdépodobné dojde ke konformacni zméné proteinu p53, a tim i ke zméné vazby nékterych
interak¢nich partnert (inhibitor proteinu stimulujiciho apoptoézu p53, ubikvitin ligdza podobna
Parkinu (Parc), p300). RITA vSak neinhibuje interakci mezi p53 a antiapoptotickym proteinem
Bcl-xL (z angl. B-cell lymphoma-extra large) (Issaeva et al. 2004). V jiné studii bylo pomoci
nuklearni magnetické rezonance (NMR) zjisténo, ze RITA pravdépodobné neinhibuje komplex
p53-Mdm2 in vitro (Krajewski et al. 2005). Osetfeni buné¢k RITA mé za nasledek snizenou
ubikvitinylaci tumor-supresoru p53, jeho bunéénou akumulaci a aktivaci pS3 signalni drahy
v nddorovych bunkéch (Issaeva et al. 2004). Dokonce dojde k rozruSeni komplexu p53
a Mdmx, jehoZ negativni regulace p53 je popsana vyse (Burmakin et al. 2013). Uginek RITA
byl zkouman u bunéénych linii karcinomu tlustého stieva, osteosarkomu, (Issaeva et al. 2004;
Enge et al. 2009), karcinomu plic, ledvin (Enge et al. 2009), prsu (Enge et al. 2009; Zhao et al.
2010), B-lymfoblastoidni linie, dlazdicobuné¢ného karcinomu (Zhao et al. 2010),
neuroblastomu (Burmakin et al. 2013), AML (Wolfova et al 2023), ale také u zdravych

fibroblasti (Issaeva et al. 2004) a mononuklearnich bunék periferni krve (Wolfova et al. 2023).

Zmeéna genove exprese fizené p53 je po oSetfeni RITA pozorovana u nddorovych bunck
s p53-wt (Enge et al. 2009). Konkrétné dojde ke zvySeni produkce proapoptotickych gent BAX,
TP5313 (protein 3 indukovatelny nadorovym proteinem p53), FAS (povrchovy bunécny
receptor Fas), PMAIPI (z angl. Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, gen pro
protein NOXA) a BBC3, dale genli zastavujicich bunéény cyklus CDKNIA (gen pro protein
p21), PPMID (proteinova fosfatdza 1D) a dalSich (Issaeva et al. 2004; Enge et al. 2009). Byla
zaznamenana také zvySena genova exprese MDM?2 a zvySena hladina proteini Mdm2, Puma
(Issaeva et al. 2004), NOXA (Grinkevich et al. 2009) a Bax (Burmakin et al. 2013). V jin¢ studii
zabyvajici se neuroblastomy byla hladina proteinu Mdm2 po RITA sniZena (Burmakin et al.
2013). Déle bylo zjisténo, ze hladina proteinu Mdm?2 souvisi s dobou piisobeni RITA (Spinnler
et al. 2011). Prostfednictvim p53 je naopak transkripéné potlaCena genova exprese
antiapoptotického genu BCL2, onkogenu C-MYC (z angl. Cellular myelocytomatosis oncogene)
(Grinkevich et al. 2009; Zhao et al. 2010), MCL!I (z angl. Induced myeloid leukemia cell
differentiation protein), nebo BIRC-5 (gen pro survivin) (Grinkevich et al. 2009). SniZeny jsou
1 hladiny pfislusnych proteinfi, tedy Bcl-2 (Burmakin et al. 2013), Mcl-1, survivinu
a onkoproteinu c-Myc, in vitro iin vivo (Grinkevich et al. 2009). Pii 1écbé RITA je
prostfednictvim p53 ovlivnéna a inhibovéna signalizacni draha PI3K/Akt, coZ mé za nasledek
potlaceni translace c-Myc (Grinkevich et al. 2009). Podle Grinkevich et al. je pro uc¢innou

apoptozu prostiednictvim pS53 dulezita aktivace proapoptotickych gent stejné jako represe
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onkogent (Grinkevich et al. 2009). Naopak ve zdravych fibroblastech neni po oSetfeni RITA
pozorovana zvySujici se hladina proteinu p53 (Issaeva et al. 2004; Grinkevich et al. 2009),
ani nejsou ovlivnény onkoproteiny (Grinkevich et al. 2009). Stejn¢ tak RITA neméla zasadni
vliv na mononuklearni bunky periferni krve od zdravych darct, tedy nezptsobila v nich DNA
poskozeni (Wolfova et al. 2023). ZvysSena hladina p53 odpovida zvySenym hladinam proteint
Puma a survivin po 48 hod, beze zmény jsou hladiny proteinii Mcl-1 a c-Myc a nedochazi
ani k vyraznému Stépeni poly-ADP-ribozy polymerazy (PARP) a kaspazy-3 (Wolfova et al.
2023).

U neuroblastomil je pozorovana snizena interakce p53 a Mdmx po 1écbé RITA
(Burmakin et al. 2013). SniZzena hladina proteinu Mdmx po RITA je potvrzena i v jiné studii
zabyvajici se buitkami karcinomu tlustého stfeva, prsu, plic a ledvin (Spinnler et al. 2011).
Navic pravé snizeni Mdmx v téchto bunéénych liniich souvisi se senzitivitou k RITA.
Degradace Mdmx koreluje se snizenou hladinou protein fosfatazy 1D, ktera aktivuje kinazu
ATM fosforylujici a inhibujici Mdmx. Je indukovana apoptoza prostiednictvim p53 signalni
drahy (Spinnler et al. 2011). Ne vzdy se ale vysledky riznych autord shoduji, pfikladem muiize
byt exprese genu PPMI1D pro vySe zminénou protein fosfatdzu. Pro stejnou bunécnou linii
karcinomu tlustého stieva je v jedné studii analyzou diferencialni genové exprese zjistén gen
jako zvySeny (Enge et al. 2009), naopak v jiné studii byl snizen na genové 1 proteinové urovni
(Spinnler et al. 2011). Tyto rozdilné¢ vysledky by mohly byt zpisobené odliSnou dobou
pusobeni RITA, kdy genova exprese byla u Spinnler et al. méfena po 8 hod, naopak u studie

Enge et al. po 12 hod. Koncentrace RITA byla v téchto experimentech stejna, tedy 1 pM.

Na rozdil od efektu nutlinu-3a, po oSetfeni bun€k RITA vétsinou nedochéazi k naristu
hladiny proteinu p21, protoZe ten je proteasomalné degradovan prostiednictvim Mdm?2.
Ve studii Enge et al. (Enge et al. 2009) je dokonce u bunc¢k karcinomu tlustého stifeva
pozorovana mirné snizena exprese genu pro protein p21 po 8 hodinach plsobeni RITA
ve srovnani s U¢inkem RITA po 4 hod, viici kontrole je ale zvySen. Tento efekt dle autort
souvisi se snizenou hladinou transkripéniho koaktivatoru pS3 hnRNP K (heterogenni jaderny
ribonukleoprotein K) ovlivnéného ubikvitinylaéni aktivitou Mdm2 (Obrazek 3). SniZzeny
hnRNP K pak nemiize interagovat s p53 a zpusobit transkripéni aktivaci p21. Pisobenim RITA
je tedy negativné ovlivnéna hladina p21 na genové i proteinové urovni (Enge et al. 2009). Toto
zji$téni nepodporuje studie Burmakin et al., ktefi zjistili mirné zvySenou hladinu proteinu p21
po 24 hodinach ptsobeni RITA u bunécnych linii neuroblastomii (Burmakin et al. 2013).

Ackoliv vySe zminéné studie pouzivaly stejnou koncentraci (1 uM) RITA, lisi se pravé typem

12



zkoumaného nadoru (bunéc¢na linie karcinomu tlustého stfeva a neuroblastom). U vétSiny AML
pacientskych vzorkt senzitivnich k 2 uM RITA je po jejich oSetfeni pozorovana snizend hladina
proteinu p21 (Wolfova et al. 2023). Vyjimkou je vzorek jednoho pacienta, kdy je doCasné
(po 8 hod ptisobeni RITA) pozorovana zvysena hladina p21, a po 24 hod a 48 hod dochazi
ke snizeni jeho hladiny (Wolfova et al. 2023). Studii Enge et al. s pozorovanou snizenou
hladinou p21 potvrzuje i vyzkum ¢astecné senzitivnich a rezistentnich AML linii k RITA, kdy
u senzitivnéj$i linie MV4-11 je hladina p21 po 24 hod sniZzend, a naopak je zvySena
u rezistentnéjSich AML linii (MOLM-13, OCI-AML2, OCI-AML3). Hladina p21 by spolu
s dal§imi faktory (Puma, survivin, fosforylované formy NPM) mohla indikovat senzitivitu

k RITA (Wolfova et al. 2023).

@S von o2
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Apoptotic R Apoptotic N
i@ o) D — o
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: } D:.
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Obrazek 3 — Rozdil mezi vlivem inhibitoriit RITA a nutlin-3a na funkci proteinu Mdm?2, p21, hnRNP K a naslednych
bunéénych déju. Pri léché RITA vazajici se na p53 neni ovlivnéna funkce Mdm?2 a tento protein oznacuje hnRNP K pro
degradaci v proteasomu. Tento transkripcni koaktivator neinteraguje s p53 a nedojde k aktivaci genu pro protein p21.
K degradaci proteinu p21 téz prispiva Mdm?2. V pravé casti obrazku je vysvétlen mechanismus piisobeni nutlinu-3a na
transkripcni a proteinovou hladinu p21. Jelikoz se na Mdm?2 vaze nultin-3a, nedojde k inhibici hnRNP K a tento transkripcni
koaktivator interaguje s p53 a indukuje aktivaci transkripce p21. Prevzato z (Enge et al. 2009)

Pti porovndvani vlivu nutlinu-3a a RITA na signalni drdhu p53 u nadorové linie
karcinomu prsu bylo zjisténo, ze obéma 1éCivy indukovana exprese p53 ovliviluje z vice
nez poloviny stejné geny (Nikulenkov et al. 2012). Vlivem RITA 1 nutlinu-3a je stabilizovany
protein p53, coz zplisobi snizenou expresi Aurora kindzy A na genové i proteinové urovni.
Potlac¢enym genem je u nutlinu-3a i onkogen STAT3, ktery téZ reguluje gen pro Aurora kindzu
A. Protein p53 kooperuje s mnoha transkripénimi faktory, napt. E2F, a nasledn¢ pak dojde
k represi dalSich genii. Jednim z dilezitych transkripcnich faktori po oSetfeni bunék je protein
specificity 1 (Spl), ktery zejména vlivem RITA reguluje cilové geny signalni drahy p53. Spl
je tedy dulezitym regulatorem p53 zavislé apoptdzy po RITA a pii umlceni Spl pomoci shRNA
je pozorovano zvySeni MDM?2, NOTCH a pro-proliferacnich genti (Nikulenkov et al. 2012).
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Obrazek 4 — Shrnuti vlivu inhibitorit RG7112 (A) a RITA (B, C) na transkripcni cile p53 a jejich proteinit u nadorovych
bunék. Cast A tohoto obrdzku zndzoriuje mechanismus RG7112 vaziciho se na Mdm2, coz nasledné inhibuje interakci Mdm2-
p53 a dojde k aktivaci p53 u nadorovych bunék. Je zvysena genova hladina CDKNI1A a jeho proteinu p21 a dojde k zastaveni
bunécného cyklu, dale je ovlivnen gen BBC3 a dochazi k proapoptotickému efektu. Jsou téz pozorovany zvysené hladiny Mdm?2
na genové i proteinové urovni. Naopak v éasti B tohoto obrazku je zobrazen ucinek molekuly RITA vazici se na protein p53,
ktery je touto vazbou chranén pred degradaci v proteasomu. Stabilizovany protein ovlivni geny souvisejici s proapoptotickym
efektem (PMAIPI1, BBC3, FAS, BAX) a jejich proteinové produkty (NOXA, Puma, Fas). Ucinkem RITA a aktivaci p53 jsou
inhibovdny antiapoptotické proteiny a onkoproteiny na genové (C-MYC, MCL-1, BIRC-5, BCL-2) i proteinové urovni (c-Myc,
Mecl-1, survivin). V casti C tohoto obrazku lze vidét inhibici proteinu p21 a jeho genu piisobenim RITA, prostiednictvim
proteinu Mdm?2. Detailni mechanismus vysvetlen na Obrdazku 3. Vytvoreno pomoci BioRender.com.

RITA snizuje Zivotaschopnost a indukuje p53-zavislou apoptézu u nadorovych bunck
s p53-wt (Enge et al. 2009), ale na rozdil od nutlinit ma efekt i u bun€k s mutovanym p53 (Zhao
et al. 2010; Burmakin et al. 2013). U nddorovych linii s mutovanym p53 je navzdory mutaci
pozorovana prevazné apoptoéza transkripéné zavisla na p53, Stépeni PARP a aktivace
exekutivnich kaspaz (Zhao et al. 2010; Burmakin et al. 2013). Mutovany p53 je pravdépodobné
reaktivovan, studie Burmakin et al. navrhuje moznou zménu konformace proteinu p53
po oSetfeni RITA (Burmakin et al. 2013), mozna konforma¢ni zména p53 byla navrhnuta
1 v pocatecni studii Issaeva et al. 2004 (Issaeva et al. 2004). Na transkripéni rovni je zvySena
hladina gent CKDNIA, BAX, PMAIPI, BBC3 lisici se u jednotlivych nadorovych linii
s odliSnymi mutacemi p53 (Zhao et al. 2010). Na proteinové urovni je opét zvySena hladina
Puma (Zhao et al. 2010), Bax a NOXA (Burmakin et al. 2013). Naopak snizena je genova

hladina BIRC-5, BCL2, C-MYC, MCLI, po Case souvisejici se snizenou hladinou proteint
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c-Myc a Mcl-1 (Zhao et al. 2010) a Bcl-2 (Burmakin et al. 2013). Nadorové linie s mutovanym
p53 se téz lisi dobou odezvy na oSetfeni RITA (Zhao et al. 2010).

Ovlivnéni interakce mezi Mdm?2 a p53 tedy spousti celou kaskddu zmén v bunécné
signalizaci a zejména u bunék s p53-wt muze snizovat agresivitu nddoru reaktivaci apoptotické

drahy zavislé na p53.

2.3 Exosomy
2.3.1 Charakteristika exosomi

Exosomy jsou extraceluldrni vacky ohranic¢ené fosfolipidovou dvouvrstvou a jejich
velikost je v rozmezi 30 —150 nm (Schageman et al. 2013). UZ v roce 1983 byly tyto vesikuly
objeveny pfi internalizaci transferinového receptoru retikulocyty, znichz se poté opét
uvoliovaly do extracelularniho prostiedi (Harding et al. 1983). Pozd¢ji byly popsany riizné
zpusoby jejich interakce s buitkami. Exosomy ovliviiuji cilové buniky pomoci signaliza¢nich
povrchovych molekul nebo svym obsahem, ktery do bunék uvoliuji (Gurung et al. 2021). Tyto
vacky vytvareji shluky (Tkach et al. 2017). Exosomy lze najit v moci, krvi a dalSich télnich
tekutinach (Pisitkun et al. 2004; Kang et al. 2020). Proto se mohou vyuzivat 1 jako citlivy

biomarker k detekci urcitych onemocnéni (Kang et al. 2020).

Hlavni slozkou exosomtl jsou membranové proteiny tetraspaninové rodiny (CD9, CD63
a CD81), dale endosomalni tfidici komplex nezbytny pro transport (ESCRT), proteiny
zodpov&dné za uvolnéni exosomil: protein genu 101 citlivy k nddoru (TSG101) a ALG-2
interagujici protein X (ALIX), proteiny zodpovédné za formovani vacki jako malé GTPazy
Rab, integriny, cytoskeletarni proteiny a proteiny teplotniho Soku (Hsp) (Gurung et al. 2021).
Dilezité je také slozeni fosfolipidové membrany exosomdt, jejimi hlavnimi slozkami jsou
fosfatidylserin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol a fosfatidylcholin (Parolini et al.
2009). Ve srovnani s bunécnou membranou obsahuje membrana exosomu ve zvySené mife
sfingomyelin, monosialodihexosylgangliosid a cholesterol (Parolini et al. 2009). Exosomy
ptenaseji DNA, riizné typy RNA (mRNA, miRNA, nekodujici RNA) a proteiny (Gurung et al.
2021; Mears et al. 2004). Mnozstvi pfenasenych proteinti a nukleovych kyselin souvisi nejen

s typem matefskych bunék, ale také s velikosti exosomt (Zhang et al. 2018).

2.3.2 Formovani exosomu

Prvnim krokem formovani exosomi je fize endocytickych vack, které se tvoti v bunce
vchlipenim plazmatické membrany, za vzniku casného endosomu. Tento proces muze probihat

zavisle nebo nezavisle na klatrinu ¢i kaveolinu (Mashouri et al. 2019).
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Vznik a sekrece exosomu je slozity heterogenni proces (Gurung et al. 2021). Vznik
exosomil zac¢ind v cytoplazmé buiiky (zndzorn€no na obrazku 5), kdy se z membrany ¢asnych
endosoml béhem jejich zrani formuji intralumindlni vacky (ILVs) (Stoorvogel et al. 1991).
Vzniklé pozdni endosomy obsahujici ve svém lumen ILVs se nazyvaji multivesikulérni téliska
(MVBs). Tridéni proteini a dalSiho obsahu do ILVs je velmi komplexnim a dilezitym
procesem, na kterém se podileji ¢tyfi ESCRT komplexy skladajici se z mnoha proteinti
(Colombo et al. 2014). Tento proces sortovani je zavisly na ubikvitinylaci, ale pfesny
mechanismus dosud neni zndm (Gurung et al. 2021). ILVs zaroven mohou vznikat i drahou
nezédvislou na ESCRT (Stuffers et al. 2009). MVBs bud’ podléhaji degradaci v lysozomu, anebo
jsou pomoci Rab GTP4az a SNARE proteinii pfichycena na plazmatickou membranu,
a naslednou exocytdzou jsou ILVs uvolnéna do extracelularniho prostiedi (Gurung et al. 2021).
Takto sekretované ILVs pak nazyvame exosomy (Raposo et al. 1996; Gurung et al. 2021).
Pokud dojde k inhibici Rab27a GTPazy a proteint ESCRT komplexu, uvoliiuji buiikky méné
exosomil (Wei Zhang et al. 2022). Oba typy MVBs (MVBs ur¢ené k lysozomalni degradaci,
¢1 MVBs cilici k sekreci exosomtl) spolu pravdépodobné v burikach koexistuji (Buschow et al.
2009; Colombo et al. 2014). V dendritickych bunkach bylo zjisténo, Ze po aktivaci T-butikami
sekretuji exosomy obsahujici molekuly MHC II. tfidy. Ttidéni proteini do exosomu je
nezavislé na ubikvitinylaci MHC-II a nasledné tyto exosomy interaguji s membranou T-bunck

(Buschow et al. 2009).

Sekrece exosomi mize byt ovlivnéna mnoha faktory. Napfiklad exosomy
z metastatickych melanomovych bun€k jsou vice uvoliiovany v kyselém mikroprostiedi, které

je typické pro nadorové buiky (Parolini et al. 2009).
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Obrazek 5S—Formovani exosomii. Tento déj zacina fuizi vackii za vzniku casného endosomu. Ndsledné tento endosom maturuje
do pozdniho endosomu a béhem tohoto procesu dochazi k invaginaci membrany a vzniku intralumindlnich vacki. Sortovani
proteinit do ILVs se déje za pomoci ESCRT komplexii. Nasledné dochazi k transportu MVBs k membrdané a k exocytoze
intralumindlnich vacku, které v extracelularnim prostredi nazyvame exosomy. (Vytvoreno pomoci BioRender.com a prevzato
z: (Brezinova 2022))

2.3.3 Interakce exosomi s bunéénou membranou

Existuje n€kolik zpisobl interakce exosomill s bunéénou membranou, a sice primy
kontakt s bunécnymi receptory, fize s plasmatickou membranou ¢i internalizace do buiky
(obrazek 6) (Gurung et al. 2021). Nékteré exosomy mohou vyuzivat vice typua interakci
s buiitkami jednoho druhu (Zheng et al. 2019). Exosomy mohou byt do bunék pfiijimany
nespecificky (Horibe et al. 2018), ¢i specificky v zavislosti na cilové buiice (Hazan-Halevy et
al. 2015). Zpiisoby interakce mezi exosomy a bunikami jsou dosud malo prozkoumany, a proto

je jim vénovana ¢ast mé diplomové prace.
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Obrazek 6 — Druhy interakci mezi exosomy a buiitkami. (4) Exosomy interaguji pres bunécné receptory, a tim spoustéji
v bunikach odpovidajici signalni drahy (tento typ interakce byl pozorovan u T-lymfocytii (Admyre et al. 2006, Nolte-'t Hoen et
al. 2009; Tkach et al. 2017; Chen et al. 2018; Wei Zhang et al. 2022)). (B) Exosomy mohou fiizovat s bunécnou membranou a
sviij obsah vylit do bunécného cytosolu (pozorovano u dendritickych bunék (Montecalvo et al. 2012)) nebo (C) mohou byt
exosomy internalizovany, napr. do makrofagii (Montecalvo et al. 2012), a zde mohou tyto vacky splynout s endosomy a ovlivnit
tak cilové buriky. (Vytvoreno pomoci BioRender.com)
2.3.3.1 Primy kontakt exosomi s membranovymi bunéénymi receptory

Po pfimém kontaktu exosomil s bunécnymi receptory dojde ke spusténi signdlni drahy
v burice a k ovlivnéni procesii na ni zavislych. Tato interakce byla doposud nejvice pozorovana
mezi exosomy z nadorovych ¢i dendritickych bunék a T-lymfocyty (Admyre et al. 2006; Nolte-
’t Hoen et al. 2009; Tkach et al. 2017; Chen et al. 2018; Wei Zhang et al. 2022). Jednim
z piikladi jsou exosomy z nezralych dendritickych bunék, které piimo interaguji pies MHC-II
komplex a aktivuji tak CD4+ T-lymfocyty (Tkach et al. 2017). V této interakci jsou zapojeny
1 exosomalni molekuly CD40 a lektinovy receptor typu C (DC-SIGN). Nasledné dojde
v T-bunkéch k sekreci prozanétlivého interferonu y (IFN-y) a interleukinu 17 (IL-17), tedy
takzvané Th1 prozéanétlivé odpovédi. VEtsi extracelularni vacky naopak indukuji Th2 imunitni
odpovéd’. Extracelularni vacky nezralych dendritickych bunék tak v zavislosti na své velikosti
indukuji odlisné imunitni odpovédi T-bunék. (Tkach et al. 2017). Tato aktivace a interakce
antigenu a receptoru je pozorovana i u exosomt ze zralych dendritickych bun¢k v kontaktu
s CD8+ T-lymfocyty (Admyre et al. 2006) ¢i s CD4+ T-lymfocyty (Tkach et al. 2017). Pfimy

kontakt je téz pozorovan mezi exosomy nadorovych bun¢k a CD8+ T-lymfocyty (Wei Zhang
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et al. 2022). Pii tomto kontaktu je vyuzivan exosomovy povrchovy marker ICAM-1
(intercelularni adhezni molekula 1) a PD-LI, které interaguji s LFA-1 (antigen 1 asociovany
s funkci lymfocyt) a PD-1 aktivovanych T-lymfocytd. V této interakci je dilezitad zejména
molekula ICAM-1, nasledn¢ dochazi k potlaceni imunitni aktivity CD8+ T-buné¢k. Jedna
se 0 komplexni proces, kdy aktivované CD8+ T-lymfocyty uvolnuji do mikroprostiedi IFN-y,
coz vede k produkci exosomu s vyssi povrchovou expresi ICAM-1 a dojde téz ke zvySeni
mnozstvi exosomull nesoucich na svém povrchu zarovein ICAM-1 i PD-L1 (Wei Zhang et al.
2022). Exosomy z pacientskych metastatickych melanomovych bunék obsahuji signifikantné
vice PD-L1 ve srovnani s exosomy z bunék zdravych jedincii (Chen et al. 2018). Této interakci
je mozné v nddorech zabranit inhibici ICAM-1, a zvysit tak funkénost CD8+ T-lymfocytt (Wei
Zhang et al. 2022). Interakce ligandu PD-L1 na exosomech z nadorovych bunék s jeho
receptorem na T-lymfocytech, zvySeni PD-L1 po indukci IFNy a inhibice CD8+ T-lymfocyt
byly pozorovany i v dalsi studii (Chen et al. 2018). Cirkulujici exosomy s PD-L1 by mohly byt
vyuzity u pacientl pro monitorovani odpovédi na 1é¢bu inhibitory PD-1 (Chen et al. 2018).

2.3.3.2 Fuze exosomu s bunéénou membranou

Po fuzi ¢i hemifuzi exosomu s plazmatickou membranou dojde k uvolnéni obsahu
vacki do bunééného cytosolu (Montecalvo et al. 2012; Gurung et al. 2021). Na této interakci
se podileji cholesterolové oblasti plazmatickych membran cilovych bunék (dendritickych
(Montecalvo et al. 2012) ¢i melanomovych (Parolini et al. 2009)). Pravé vyssi schopnost fuze
exosomu s bunénou membranou v kyselém néadorovém mikroprostfedi mize souviset
se sloZzenim lipidické membrany exosomili, a sice se zastoupenim sfingomyelinu,
monosialodihexosylgangliosidu, a s tim souvisejici vy$$i tuhosti membrany (Parolini et al.

2009).

Tento d¢j byl pozorovan mezi exosomy z dendritickych bunék a jejich matetskymi
buitkami (Montecalvo et al. 2012), mezi exosomy z metastatickych melanomovych bun¢k
ajejich matefskymi bunkami (Parolini et al. 2009), a castecné také mezi exosomy
z mnohocetného myelomu a stromalnimi buitkami kostni dfen¢ (Zheng et al. 2019). Kyselé
mikroprostiedi je dillezitym faktorem zvySujicim fzi nddorovych bunék s exosomy (Parolini
et al. 2009). Za téchto podminek mohou exosomy, pochazejici z agresivnéjsiho typu
metastatického melanomového nadoru, fhzovat s méné agresivnimi buiikami melanomu

(Parolini et al. 2009).
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2.3.3.3 Internalizace exosomu do bunék

V nédorovych liniich karcinomu plic a tlustého stieva bylo ukazéno, ze zptisob
internalizace exosomu do bunék zavisi na typu cilové buiiky, nikoliv na piivodu exosomu
(Horibe et al. 2018). Tohoto typu interakce se pravdépodobné ucastni exosomové markery jako
CD9, CD8I1, fosfatidylserin, CD11a, CD54, jelikoz po jejich blokaci dojde ke snizeni
internalizace exosomi dendritickymi buiitkami (Morelli et al. 2004). Internalizace exosomu
muze probihat klatrinem zprostiedkovanou endocyt6zou a makropinocytdézou (Tian et al.
2014a; Horibe et al. 2018). Dale je pozorovana internalizace kaveolinem zprostfedkovanou
endocyt6zou u exosomt z bunék mnohocetného myelomu pfi inkubaci se stromalnimi buiikami
kostni dfen& (Zheng et al. 2019). Casteéné je vyuzivana i makropinocytdza & faze (Zheng et
al. 2019). Podle Horibe et al. mnozstvi kaveolinu 1 v cilovych buiikach nesouvisi s kaveolinem
zprostiedkovanou endocytdzou (Horibe et al. 2018). V jiné studii bylo zjiSténo, Ze endocytdza
exosomu z lymfomu plastovych bunék je zavisla na cholesterolu (Hazan-Halevy et al. 2015).
Dalsi moznosti internalizace je fagocytéza exosomi. Tento jev byl pozorovan napiiklad
u exosomu v kontaktu s dendritickymi bufikami, B-lymfocyty nebo makrofagy (Montecalvo et

al. 2012).

2.3.4 Exosomy jako terapeutické vacky
2.3.4.1 Biodistribuce exosomi

Jednim z dulezitych ptistupl k vyzkumu mozného vyuziti exosomi pro terapeutické
ucely je studium jejich biodistribuce a farmakokinetiky in vivo. K této analyze se miize vyuzivat
fluorescenéni membranové znaceni, modifikované exosomy s membranovym proteinem
reagujicim na bioluminiscenci, ¢i membranové radioaktivni znaCeni (Lézaro-Ibanez et al.
2021). Vyzkumem biodistribuce exosomil byla zjisténa dilezitd fakta: brzy po intravenéznim
zavedeni znacenych exosomu z rGznych typl bunék (mySich 1 lidskych typl) se exosomy
nejvice koncentruji v jatrech (Lai et al. 2014; Charoenviriyakul et al. 2017; Lazaro-Ibafiez et
al. 2021), ve slezing (Lai et al. 2014; Lazaro-Ibaiiez et al. 2021), ptipadné v plicich a ledvinach
(Lai et al. 2014; Lazaro-Ibafiez et al. 2021). Miize byt pozorovana mirné odliSné distribuce
exosomu v orgdnech v zavislosti na typu matefskych bun¢k (Wiklander et al. 2015). Nejvetsi
rozdil v distribuci byl pozorovan u exosoml z dendritickych bunék, které ve vétsi mife
osidlovaly slezinu (Wiklander et al. 2015). To podle Wiklander et al. mZe byt zpiisobeno tim,
ze exosomy vyhledévaji mikroprostiedi podobné jejich matefskym buitkam (Wiklander et al.
2015). V jiné studii zjistili, ze exosomy z dendritickych bunék se in vivo ve slezing internalizuji

do dendritickych bunék, ¢i v mensi mife do makrofagh (Morelli et al. 2004). Exosomy
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z lidskych metastatickych melanomovych bun¢k byly internalizovany do kyselych vackt

matetskych bun¢k (Parolini et al. 2009).

Také koncentrace exosomt in vivo se béhem ¢asu méni v riznych organech, dochazi
k jejich redistribuci a nasledné eliminaci (Lai et al. 2014). To mize souviset i s pfitomnosti
makrofagi v jatrech (Charoenviriyakul et al. 2017), ¢i ve sleziné (Imai et al. 2015). Ve studii
Lazaro-Ibafiez et al. potvrdili postupnou eliminaci exosomil ze sleziny a plic, avSak v jatrech
byla béhem 24 hod zaznamendna zvysujici se koncentrace exosomil (Lazaro-Ibafiez et al. 2021).
Distribuce exosomil v organismu se muze liSit v zavislosti na typu pouzitého znaceni exosomil

(Lazaro-Ibanez et al. 2021).

Exosomy mohou osidlovat i nddorové tkané. Byla potvrzena redistribuce exosomil
z my$i melanomové bunééné linie do organt, a sice do plic, kostni dfené, jater a sleziny
(Peinado et al. 2012). U téchto mysi se po 28 dnech rozsitily metastaze do rtuznych tkani,
zaroven tyto exosomy také ovlivnily dendritické bunky kostni dfené, ¢imz doslo k vét§imu rlstu
nadoru a rozvoji metastazi oproti kontrole. Za prenos exosomil do téchto tkani je zodpovédny
jeden z dulezitych onkoproteinti, tyrosin-kindzovy MET receptor ( zangl. Mesenchymal
Epithelial Transition) (Peinado et al. 2012). V nadorech se zvySenou angiogenezi byla in vivo
potvrzena redistribuce intravendzn€ podanych exosomi z bun¢k linie HEK-293T (Lai et al.
2014). V jiné studii byl potvrzen mirny narist koncentrace exosomu z bunék linie Expi293F
v mysim kolorektdlnim nadoru po 24 hod (Lé4zaro-Ibanez et al. 2021), podobné nalezy popisuje
1 dalsi studie exosomil z HEK-293T v myS$im melanomu (Wiklander et al. 2015). Toto pfirozené
sméfovani exosomi do nadoru by mohlo byt do budoucna vyuZito pii terapiich

s modifikovanymi exosomy (Lai et al. 2014).

Pti pozorovani exosomu in vivo je dalezité zejména vybrat vhodnou a citlivou metodu
pro znaceni exosomu (Lazaro-Ibafiez et al. 2021). Biodistribuce exosomu totiz mize zaviset
na genetické modifikaci matetskych bunék, zejména u vytvotenych fiznich proteinti spojenych
s membranovymi markery exosomul (L&zaro-Ibanez et al. 2021). Pfi redistribuci exosomi
do tkani jsou dulezitymi faktory typ matetské bunky a chemické slozeni exosomu (Gurung et

al. 2021).

2.3.4.2 Terapeutické vyuZiti exosomu
Byl zkouman transport doxorubicinu (téZ vyuzitelny pti 1é€bé akutni lymfocytarni
leukemie, nadoru prsu a dal$ich nadorovych onemocnéni) pomoci modifikovanych exosomil

do nadorovych bunék (karcinomu prsu, hepatoceluldrniho karcinomu a melanomu) (Tian et al.
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2014b). Tyto modifikované exosomy z nezralych dendritickych bunék mély na svém povrchu
Lamp2b protein interagujici s povrchovymi aV integriny rakovinnych bunck. Tato interakce
a prenos doxorubicinu do nadorovych bunék byly potvrzeny in vitro i in vivo a bylo ukazéano,
ze doxorubicin dopravovany pomoci exosomu je pro mySi modely méné toxicky
nez doxorubicin podavany samostatné (Tian et al. 2014b). Biodistribuce nemodifikovanych
exosomil byla prevazné v jatrech a slezing, a po 8 hodinach doslo k uplnému vymizeni téchto
exosomu (Tian et al. 2014b), coz se shoduje s tvrzenim vySe zminénych studii (Lai et al. 2014;
Charoenviriyakul et al. 2017; Léazaro-Ibafiez et al. 2021). Lamp2b protein na povrchu
modifikovanych exosomi byl vyuzit i ve studii 1é€by bunck CML (Bellavia et al. 2017).
V tomto ptipadé byl membranovy Lamp2b fizovany s interleukinem 3, ktery interaguje
se svym receptorem na leukemickych bunkach (Bellavia et al. 2017). Receptor interleukinu 3
se vice vyskytuje u leukemickych kmenovych bunék ve srovndni s hematopoetickymi
kmenovymi buitkami (Nievergall et al. 2014). Modifikované exosomy tak do leukemickych
bun¢k prenésely imatinib (1é¢ivo vyuzivajici se pii terapii CML) ¢i siRNA cilici na BCR-ABL
(fuzni gen charakteristicky pro CML, z angl. ,,breakpoint cluster region*-,,Abelson murine

leukemia viral oncogene homolog*) (Bellavia et al. 2017).

Moznym cilem u exosoml z AML bun¢k by mohl byt i transformujici ristovy faktor
beta 1 (TGF-B1), ktery pravdépodobné ptenosem exosomil do NK bunék inhibuje jejich
imunitni reakci (Hong et al. 2017). Exosomy ziskané z modifikovanych lymfocytarnich
leukemickych bunék, ve kterych je umlcena produkce TGF-B1, jsou vyuzity k inkubaci
s dendritickymi bunikami a stimuluji tim jejich zrani a funkci (Huang et al. 2017). Nasledné jsou
takto ziskané dendritické buiiky vyuzity k imunizaci mys$i, kde podporuji proliferaci a odpoved’
CD4+ T lymfocyth prostiednictvim zvySenych hladin interleukinu 2 a interferonu vy. Je
stimulovand také funkce CD8+ T-lymfocyti a antileukemickd aktivita (Huang et al. 2017).
Pozitivni u€inek na imunitni systém meély dale vakciny dendritickych bunék stimulovanych

koinkubaci s exosomy z bunék mys$i myeloidni leukemie (Gu et al. 2015).

2.3.5 Role exosomu a extracelularnich vacka u AML

Vliv exosomli u AML je dosud méné prozkoumany, a proto se timto tématem zabyvam
ve své diplomové praci. Stejné jako exosomy zjinych bunc€k obsahuji charakteristické
CD znaky, tedy CD9, CD63, CD81 a Rab proteiny (Wojtuszkiewicz et al. 2016). AML
exosomy mohou prendset mRNA z leukemickych bunck do stromélnich bun¢k kostni dfené,
konkrétné napt. transkripty receptoru inzulinového rustového faktoru I (/GF-IR), FLT3 (Huan
et al. 2013) a NPMI (Huan et al. 2013; Wojtuszkiewicz et al. 2016). Mohou pienaset
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antiapoptotické proteiny Bcl-2, Bcl-xL a Mcl-1 (Khalife et al. 2020). Exosomy ziskané
zplazmy AML pacientdl obsahuji zvySené mnozstvi proteini inhibujicich imunitu,
napi. TGF-B1, PD1/PD-L1 nebo Fas/FasL (ligand povrchového bunécného receptoru), a dokazi
snizenim exprese NKG2D (z angl. Natural killer Group 2 member D) potlacit funkci NK bunék
in vitro (Hong et al. 2017). V exosomech z linie MOLM-14 bylo detekovano zvySené mnozstvi
zejména let-7a, miR-99b, miR-155, miR-191 (Huan et al. 2013; Hornick et al. 2015), miR-150,
miR-223 (Huan et al. 2013), miR-146a, miR-1246 v porovnani s matefskymi buikami (Hornick
et al. 2015). Nekteré z téchto miRNA mohou byt vyuzitelné jako biomarkery pro v€asnou
detekci AML, pokud jsou v exosomech zvySené jiz v Casné fazi onemocnéni ve srovnani
se zdravou kontrolou. V pilotnim pokusu na mysim modelu bylo zjisténo, ze jako biomarkery
by mohly byt v AML exosomech vyuzity miR-155, miR-150 a miR-1246 (Hornick et al. 2015).
Navic zvySend miR-155 je detekovéna v hematopoetickych kmenovych a progenitorovych
buitkach (HSPC) po inkubaci s exosomy z AML linie. V téchto buitkidch pak dochdzi k umlcéeni
transkripéniho faktoru C-MYB a snizeni funkce a klonogenicity HSPC bun¢k (Hornick et al.
2016). Snizeni ptirozené funkce bunék je pozorovano i in vivo v mysim modelu, kde exosomy
mohou internalizovat do HSPC. miR-155 muze cilit na Chk2 (z angl. checkpoint kinase 2)
regulujici bunéény cyklus a tim dojde ke snizeni fosforylace na serinu 20 proteinu p53 (Hornick
et al. 2016). U extracelularnich vacka ziskanych z AML bunécné linie obsahujici zvySeny
MRPI1 (z angl. multidrug resistance protein), ktery je zodpovédny za rezistenci na lé¢ivo
daunorubicin, byl zjiS§tén pienos této rezistence prostfednictvim extracelularnich vackt
do senzitivni AML bunééné linie (Bouvy et al. 2017). V téchto extraceluldrnich vaccich je
zvySené mnozstvi miR-19b a miR-20a ve srovnani s vacky ze senzitivni AML linie (Bouvy et

al. 2017).

Uvedené priklady ilustruji dilezitost exosomi ve vSech fazich onemocnéni, tedy ve fazi
vzniku, diagndzy 1 1éCby. V neposledni fadé¢ dokazuji, ze exosomy hraji roli 1 v normalnich
procesech probihajicich u zdravych jedinci a jsou nedilnou soucasti bézné komunikace

mezi bunkami.
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3 CILE

Pro tuto diplomovou préci byly stanoveny tii dil¢i cile:

1. Charakterizovat uc¢inek inhibitort RG7112 a RITA, ovliviwjicich interakci mezi

Mdm?2 a p53, na buitky AML.
2. Popsat zpusob interakce exosomt riizného pivodu s AML bunkami.

3. VysSetiit vliv pfitomnosti exosoml na citlivost AML bunék k inhibitorim

Mdm2-p53 interakce.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material
4.1.1 Chemikalie a roztoky

Nazev chemikalie/Kitu Vyrobce
Agardza Sigma
Akrylamid Sigma
Antibiotika (Penicilin, Streptomycin) Sigma
Bisakrylamid Serva
Bromfenolova modf (BPB) Sigma
CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) eBioscience
Dithiotreitol (DTT) Sigma
DMEM F12 Biosera
Dodecylsulfat sodny (SDS) Serva
ECL substrat (Prime Western Blotting Detection | Cytiva
Reagent kit) Amesham

EDTA (Ethylendiamintetraoctova kyselina) Fluka
Ethanol Penta
Fetalni bovinni sérum (FBS) Biowest
Gel Red Nucleic Acid Stain Biotium

Glutamin Capricorn Scientific
Glycerol Dr. Kulich Pharma s.r.0.
Glycin Roth

H3PO, Penta

HCl Penta
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Histopaque-1077 Sigma
Hoechst33342 Invitrogen
KCl Lachema
KH2PO4 Penta

MEM (Alpha-MEM)

Capricorn Scientific

2-mercaptoethanol Sigma
Methanol Sigma
MitoTracker Red Invitrogen
NaCl Penta

Na2HPOs4 -12H20

Lach-Ner, s.r.o.

NP-40 Amersham Life Science
Paratormaldehyd Serva
Persiran amonny Sigma
Propidium jodid (PT) Sigma
RNeasy Mini Kit Qiagen
RNaza A Sigma
RPMI Biosera
SDS (dodecylsiran sodny) Sigma
SensiFAST SYBR No-ROX One-Step Kit Bioline
SensiFAST cDNA Synthesis Kit Bioline
Susené odtu¢néné mléko Samantha
TEMED (N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine) | Sigma
Trans-blot Turbo 5x Transfer Buffer Bio-Rad
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TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Lach-ner, s.r.o.

Triton X-100

Serva

Trypanovéa modf

Sigma

Trypsin-EDTA (0,25%)

Capricorn Scientific

Tween-20 Roth
PBS (Phosphate Buffered Saline), upravit

pH na 7,4 pomoci H3;PO,

NaCl 40 g
KCl lg
Naz2HPO4 -12H20 145¢g
KH2PO4 lg
dH,0 51
PBS+ Tween 0,2%

PBS 11
Tween-20 2 ml
Blotovaci pufr

Ethanol 200 ml
Trans-blot Turbo 5x Transfer Buffer 200 ml
ddH,0 600 ml
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2x vzorkovy pufr

Roztok TRIS (0,48 g TRIS rozpustén v 32 ml | 16 ml
ddH, 0 a pH nastaveno na 6,8 pomoci HCI)

SDS 0,8 ¢
Glycerol 4 ml
Bromfenolova modf (1%) 200 pl

DTT 15,4 mg/0,5ml, ptidava se tésné pred
pouzitim

ELFO pufr s SDS

TRIS 9,09 g

glycin 432 ¢g

SDS 3¢g

ddH,0 Doplnitdo 31

Pufr pro délici gel, pH upravit na 8,8 pomoci HCI

TRIS 18,1g
SDS 04¢g
ddH,0 Doplnit do 100 ml

Pufr pro zaostfovaci gel, pH upravit na 6,8 pomoci HCI1

TRIS 6,04 g
SDS 04¢g
ddH,0 Doplnit do 100 ml
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Persiran amonny

Persiran amonny 04¢g

ddH,0 1 ml

Akrylamid (30%)

Akrylamid 584¢g

Bisakrylamid 1,6 g

Glycerol 50 ml

ddH,0 Doplnit do 200 ml, prefiltrovat

Promyvaci pufr, pH upravit pomoci konc. HCl na 7,5

TRIS 0,18 g
EDTA 0,02 ¢g
NaCl 1,31 g
ddH,0 150 ml
Lyticky pufr

Promyvaci pufr 50 ml
NP-40 250 pl

PI staining solution

Triton X-100 0,1% (v/v)

RNaza A 100 pg/ml
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Propidium jodid 50 pg/ml
PBS Roztok v PBS
4% paraformaldehyd (PFA)

Paraformaldehyd 4¢g

PBS 80 ml

Zakryt alobalem a michat na vyhtivané michacce (80 °C), po cca 2 hod doplnit objem PBS

na 100 ml, ptefiltrovat a skladovat v -20 °C

Délici gel

Chemikalie objem
Akrylamid (30%) 7,5 ml
ddH,0 6 ml
Pufr pro délici gel (pH 8,8) 4,5 ml
TEMED 12 ul
Persiran amonny 24 ul
Prevrstvovaci pufr

Chemikalie objem
ddH,0 1,5 ml
TRIS/SDS (pH 8,8) 0,5 ml
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Zaostrovaci gel

Chemikalie objem

Akrylamid (30%) 1 ml

ddH,0 6,5 ml

Pufr pro zaostfovaci gel (pH 6,8) 2,5ml

TEMED 10 pl

Persiran amonny 20 ul

Hoechst (5 mM roztok)

bisBenzimide H 33342 trihydrochloride 0,0014 g

ddH,0 0,5 ml

RPMI médium (10% FBS) Objem Vysledna koncentrace
RPMI 440 ml 88%

Fetalni bovinni sérum (FBS) 50 ml 10%

Antibiotika (penicilin, streptomycin) 5 ml 1%

Glutamin 5ml 1%

Alpha-MEM médium (20 % FBS) | Objem Vysledna koncentrace
Alpha-MEM 390 ml

Fetalni bovinni sérum (FBS) 100 ml 20%

Antibiotika (penicilin, streptomycin) | 5 ml 1%

Glutamin 5ml 1%
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DMEM médium (10 % FBS) Objem Vysledna koncentrace
DMEM F12 445 ml

Fetalni bovinni sérum (FBS) 50 ml 10%

Antibiotika (penicilin, streptomycin) | 5 ml 1%

Bezexosomové médium (10% FBS) Objem Vysledna koncentrace
Sto¢ené RPMI s FBS (20%) 196 ml 49%

RPMI 196 ml 49%

Antibiotika (penicilin, streptomycin) 4 ml 1%

Glutamin 4 ml 1%

4.1.2 Buné¢né linie a primarni AML burnky
AML bunééné linie snemutovanym p53 (MOLM-13, MV4-11,
OCI-AML3) — ziskané z Leibniz Institute DSMZ (German Collection of Microorganisms

and Cell Cultures)

OCI-AML2,

AML bunééna linie s p53 nulovym fenotypem (KG-1) — koupeno z Leibniz Institute

DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)

CML bunééna linie (K562) — koupeno z Leibniz Institute DSMZ (German Collection of

Microorganisms and Cell Cultures)

Bunécna linie fibroblasti (HS-5) — ziskana od Dr. Hlozkové z FN Motol

Bun&éna linie HEK-293T- ziskan4 od Dr. Néme&kové z UHKT

Primarni AML bunky (oznaceny LD76, LD77, LD78, LD79 a LD80) — pacientské
vzorky z leukodeplece poskytnuté na zdkladé souhlasu Etické komise UHKT pro projekt GACR

Cislo 22-03875S.
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4.1.3 Protilatky

a) protilatky pro western blot:

Cilovy Typ Redéni Katalogov | Vyrobce Molekulova
protein é Cislo hmotnost
(kDa)

B-Aktin mysi 1:500 sc-47778 | Santa Cruz 42
monoklonalni

Bax mysi 1:250 sc-7480 Santa Cruz 20
monoklondlni

Bcl-2 mySi 1:500 sc-509 Santa Cruz 25/18
monoklondlni

Bcel-xL mySi 1:250 sc-8392 Santa Cruz 32
monoklondlni

kaspaza 3 mysi 1:250 sc-7272 Santa Cruz 30/14
monoklondlni

CD9 kralici 1:1000 EXOAB- | System 20
polyklonalni CD9A-1 Biosciences

CD63 mysi 1:250 sc-5275 Santa Cruz 63
monoklondlni

CD81 mysi 1:250 sc-166029 | Santa Cruz 20
monoklondlni

c-Myc kralici 1:1000 ab32072 Abcam 68
monoklondlni

FBL mySi 1:250 sc-166021 | Santa Cruz 33
monoklondlni

Hsc70 krali¢i 1:1000 10654-1- | Proteintech 70
polyklonalni AP
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Mcl-1 krali¢i 1:250 sc-20679 Santa Cruz 41
polyklonalni

Mdm?2 krali¢i 1:1000 ab259265 | Abcam 100/85
monoklonalni

NCL krali¢i 1:1000 ab203417 | Abcam 110
monoklonalni

NOXA krali¢i 1:1000 A10802 Antibodies.co | 14
polyklondlni m

NPM mysi 1:500 sc-70392 | Santa Cruz 37
monoklonalni

NPMpS4 krali¢i 1:500 ab278648 | Abcam 37
monoklonalni

NPMpT199 | mysi 1:1000 ab81551 Santa Cruz 37
monoklonalni

PARP mysi 1:500 sc-8007 Santa Cruz 110/85
monoklonalni

p21 mysi 1:250 sc-6246 Santa Cruz 20
monoklonalni

pS3 mysi 1:500 sc-126 Santa Cruz 53
monoklonalni

p53pS15 kralici 1:500 ab223868 | Abcam 53
monoklonalni

p53pS46 krali¢i 1:500 ab76242 Abcam 53
monoklonalni

p53pS392 krali¢i 1:1000 ab33889 Abcam 53
monoklonalni

Puma mysi 1:250 sc-374223 | Santa Cruz 22
monoklonalni
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HRP kozi anti-mysi 1:20 000-50 000 | 31430 Thermofisher

konjugovana Scientific

sekundarni

protilatka

HRP kozi anti-krali¢i | 1:20 000-50 000 | 31460 Thermofisher

konjugovana Scientific

sekundarni

protilatka

b) protilatky pro imunofluorescenci:
Protilatka Typ Redéni | Katalogové | Vyrobce
dislo

Cox IV kralici 1:100 | 4850P Cell Signaling Technology
monoklonalni

Cytochrom ¢ mysi 1:100 | 12963S Cell Signaling Technology
monoklonalni

Talin kralic¢i 1:100 | ab71333 Abcam
polyklonalni

14-3-3 mysi 1:100 | sc-166061 Santa Cruz
monoklonalni

Alexa Fluor 555 | kozi anti-mysi 1:200 | A21424 Invitrogen

Alexa Fluor 647 | kozi anti-mysi 1:200 | A21236 Invitrogen

Alexa Fluor 647 | kozi anti-kralici 1:200 | A21245 Invitrogen

Alexa Fluor 555 | kozi anti-kralici 1:200 | A21429 Invitrogen
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4.1.4 Primery

(syntetizované na objednavku firmou KRD)

Gen Forward sekvence Reverse sekvence

BAX TTTGCTTCAGGGTTTCATCC GGAGGAAGTCCAATGTCCAG
BB(C3 CTCTCCTCTCGGTGCTCCTT AGGCTAGTGGTCACGTTTGG
BCL?2 GGTGGAGGAGCTCTTCAGG ACAGTTCCACAAAGGCATCC
BCL2LI GGAGCTGGTGGTTGACTTTC GGATCCAAGGCTCTAGGTG
CDKNIA TCAAATCGTCCAGCGACCTT TCTGACTCCTTGTTCCGCTG
C-MYC GCCAAGAGGGTCAAGTTGGA | CAAGACGTTGTGTGTTCGCC
GAPDH GAAACTGTGGCGTGATGGC CCGTTCAGCTCAGGGATGAC
MCLI TAAGGACAAAACGGGACTGG | ACCAGCTCCTACTCCAGCAA
MDM?2 AGCTTGGCTGCTTCTGGG GTACGCACTAATCCGGGGAG
PMAIPI AAGAAGGCGCGCAAGAAC CGTGCACCTCCTGAGAAAAC
TP53 TTCACCCTTCAGATCCGTGG TTTGGACTTCAGGTGGCTGG

4.1.5 Inhibitory

Inhibitory (RG7112 a RITA) byly rozpustény ve sterilnim dimethylsulfoxidu (DMSO)

na zasobni koncentraci 10 mM a uskladnény v alikvotdch v - 20 °C. Poté byly alikvoty

na vysledné koncentrace fedény v rlistovém médiu.

Nazev Vysledna koncentrace Vyrobce
RG7112 I uM, 2 uM, 4 uM Selleckchem
RITA 0,5 uM, 1 uM, 2 uM Selleckchem
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4.1.6 Laboratorni pfistroje

Laboratorni pristroj Vyrobce

Analytické vahy AE200 Comesa Mettler

Aparatura pro horizontalni agar6zovou DNA elektroforézu E0738 | Sigma

Aparatura pro SDS-PAGE (SDS polyakrylamidovou gelovou | Bio-Rad

elektroforézu)

Blotcycler W5 Precision Biosystems
Centrifuga MiniSpin, rotor F45-12-11 Eppendorf
Centrifuga Biofuge pico Heraeus
Centrifuga 5702 Eppendorf
Centrifuga Rotofix 32A Schoeller

Cell Counter, pfistroj na poc€itani bunck Bio-Rad
Konfokalni mikroskop Olympus FV 1000 Olympus
Laminarni box SafeFast Elite Faster

Michacka magneticka s ohfevem RCT basic
Nanodrop ND-1000 Spectophotometer Thermo Scientific
PCR cykler CFX96 Optics Module Bio-Rad
Pritokovy cytometr LSRFortessa Analyzer BD Biosciences

Ptistroj pro detekci fluorescence a chemiluminiscence G:BOX | Syngene

iChemi XT-4

Svarecka folii ETA
Svételny mikroskop Biolar
Thermoblock TB2 Biometra

Trans-Blot® TurboTM Transfer systém BioRad




Michacka kyvaci Blotboy 3D Rocker Benchmark Scientific
Ultracentrifuga Sorvall, rotor 42.2TI (Beckmann-Coulter) Sorvall
Ultracentrifuga Sorvall, rotor T647,5 (Sorvall) Sorvall
Vortex V-1 plus Biosan

4.2 Metody

4.2.1 Kaultivace bunéénych linii
AML a CML linie byly kultivovany v kultivacnich lahvich v inkubatoru s 5 % CO,,

o teploté 37 °C a vlhkosti 80%, a pasaz probihala 3x tydn¢ steriln¢ v laminarnim boxu. AML
linie (MV4-11, MOLM-13, KG-1) a CML linie (K562) byly kultivovany v RPMI médiu
(slozeni viz kapitola 4.1.1), OCI-AML2 a OCI-AML3 v alpha-MEM médiu (slozeni
viz kapitola 4.1.1).

Adherentni linie HEK-293T byla kultivovana v médiu DMEM a pasazovana 3x tydné

pomoci trypsinu.

Adherentni linie HS-5 byla kultivovana v RPMI a téz pasazovana za pouZziti trypsinu,

jednou za 4-5 dni.

4.2.2 Méreni proliferace a viability bunécnych linii

AML buiiky byly nasazeny v koncentraci 0,3 — 0,5 X 10° bungk / ml, v &ase 0 hod
oSetfeny piislusnymi inhibitory a inkubovany v CO> inkubétoru po dobu 96 hod v 1 ml
kultivacnich jamkach. V intervalu 24 hod byly buiiky pfed méfenim promichdny, odebrany
v definovaném mnozstvi, smichany 1:1 s trypanovou modii, a pomoci ptistroje pro automatické
pocitani bunck byla urc¢ena jejich koncentrace a viabilita. Pfi analyze byly hodnoty jednotlivych
meéfeni vztazeny ke kontrole a zobrazené chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku,

zpracovano v programu GraphPad Prism (verze 10.2.3, GraphPad Software, USA).

4.2.3 Meéreni proliferace a viability bunéénych linii kokultivovanych s exosomy

Exosomové pelety byly resuspendovany v 0,5 ml média RPMI, piefiltrovany ptes
navlhéeny filtr Filtropur S (Sarstedt) o wvelikosti pord 0,2 um a nasledné¢ byly obé
ultracentrifugacni zkumavky vyplachnuty 1 ml RPMI média a tento objem prefiltrovan pies
filtr. Timto postupem vznikla exosomova frakce o vysledném objemu 3 ml média, byla

rozdélena a pfiddna k buiikim (o koncentraci 0,5 X 10° bunék/ml) a vzorky byly kultivovany

38



v jamkach o vysledném objemu 5 ml. Paralelné byly nasazeny vzorky bunék bez vyizolovanych
exosomu. Nasledné byly pfidany inhibitory, a bunky byly kultivovany po dobu 48-72 hod
avintervalech 24 hod byla meéfena jejich proliferace a viabilita (stejny postup jako
v kapitole 4.2.2.). Pocty byly vztazeny k okamziku pfidani inhibitora, kultivace bunck
s exosomy pied pfidanim inhibitorti probihala minimaln€ 30 min, maximalné 16 hod. Vysledné
kiivky wviability a proliferace byly statisticky zhodnocené se smérodatnou odchylkou

v programu Microsoft Excel.

4.2.4 Izolace primarnich bunék

Pacientské vzorky z leukaferézy byly ziskany po pisemném souhlasu pacienti
na Aferetickém oddéleni UHKT. Depletéat byl 10x nafedén sterilnim PBS, promichéan a opatrné
navrstven na Histopaque 1077 (v poméru 1:1) v 50-ml centrifuga¢ni zkumavce. Dale byl tento
vzorek stoc¢en v centrifuze Schoeller (500 g, 30 min) pro oddéleni jednotlivych typh krevnich
bunék od sebe (po stoCeni v centrifugacni zkumavce shora: plazma, blasty, monocyty
a lymfocyty, vrstva Histopaque, granulocyty, erytrocyty). Ze zkumavky byla sklenénou pipetou
odebrana plazma do odpadni nadoby a lymfocyty do 15-ml centrifuga¢nich zkumavek,
doplnény PBS a stoCeny na centrifuze 350 g, 10 min. Po stoCeni byl odpipetovan supernatant,
resuspendovan v PBS a stofen na centrifuze na 300g po dobu 7 min, poté byl opét odebran
supernatant, resuspendovan v PBS a stocen na 200 g, 7 min. Buniky byly spoc¢itany a pelet bunék
byl resuspendovan v RPMI médiu. Poté byly buiiky nasazeny na koncentrace 2-5x10%/ml podle

vytéZzku a Gcelu dalsiho zpracovani (qPCR, western blot, nasazeni bun¢k na izolaci exosomu).

4.2.5 Priprava bezexosomového média

Bezexosomové médium se vyuZziva pro nasazeni bun€k pro kultivaci a naslednou izolaci
exosomil. Fetdlni bovinni sérum (FBS), které je soucasti média, obsahuje exosomy, jejichz
pfitomnost by interferovala s izolovanymi exosomy z dané buné¢né linie (Théry et al. 2006).
Bylo tedy smichdno 300 ml média (RPMI) a 100 ml FBS ¢i 200 ml MEM a 200 ml FBS
a sto¢eno na ultracentrifuze po dobu 16 hod, 100 000 g/4 °C. Nasledné byl odlit supernatant
(exosomy jsou koncentrované v peletu) a tento supernatant je potieba ptefiltrovat pies filtr
MF-Milipore (o velikosti 0,22 um, MCE Membrane) pro odstranéni piipadné kontaminace
(ultracentrifugace probiha nesteriln¢). Takto ziskany sterilni bezexosomovy zaklad je

pak pouzit k vyrob¢ findlniho média, viz kapitola 4.1.1.

4.2.6 Nasazeni bunék pro produkci a izolaci exosomii

Na jednu davku izolovanych exosomt bylo nasazeno 40 miliond buné¢k, délka péstovani

pro ziskéni tohoto poctu se liSila pro jednotlivé bun&éné linie (obvykle trvala 7-14 dnt).
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Bunéény pelet byl ziskdn pii toCeni 300g, 5 min a nasledn¢ resuspendovan v 8 ml
bezexosomového média. To bylo rozdéleno po 4 ml do dvou velkych kultivaé¢nich lahvi
a v ptipadé CML linie K562 doplnéno do 100 ml bezexosomovym médiem. Kultivace
probihala v inkubétoru s 5 % CO, a teploté¢ 37 °C po dobu 5 dnii, nésledné byly exosomy
z bun¢k izolovany. Pro kultivaci AML linii byl pocatecni objem bunécné kultury v jedné
kultivacni lahvi pouze 50 ml a po 48 hod bylo ptfidano dalSich 50 ml. Kultivace primarnich
AML bun¢k probihala kratsi dobu, obvykle 48 hodin, protoze béhem delsi inkubace v médiu

zanikaly ve vétsi mife.

4.2.7 lIzolace exosomu

Cely proces ptipravy na izolaci exosomil a izolace exosomu je pro lepsi ptfedstavu
o ¢asové narocnosti této metody zndzornén na obrazku 7. Pied kazdou izolaci byla spocitana
koncentrace bunék pro informaci o celkovém poctu a viabilit¢ bunék, bunky byly také vysetfeny
pod svételnym mikroskopem na pritomnost kontaminaci. Jedna izolace obsahuje dvé davky
izolovanych exosomi, tedy 80 milioni bunc¢k v celkovém objemu 400 ml pfi nasazeni.
Nasledné byl objem z kultivacnich lahvi slit do centrifugacnich zkumavek (o objemu 50 ml)
a stocen na 300g/5 min pii pokojové teploté. V peletu jsou stoceny buiiky, jejichz ¢ast byla
sklizena do vzorkového pufru pro naslednou analyzu pomoci western blotu, zatimco
supernatant byl pfemistén do dalSich 50-ml zkumavek pro sto¢eni 2000g/10 min/4 °C. Nyni
lze pracovat 1 nesterilné mimo laminarni box. Po stoc¢eni byl vSechen supernatant z jedné
bunécné linie slit do jedné kadinky a je filtrovan pomoci 20-ml injekéni stiikacky pres filtr
Filtropur S o velikosti porit 0,2 um do sklenéné lahve. Z této ldhve byl supernatant rozdélen
do ultracentrifugac¢nich zkumavek, které musi byt 1 s vickem vyvadZeny na pfesnost setin,
piipadn¢ lze dovyvazit pifidanim PBS. Takto vyvazené ultracentrifugacni zkumavky
se supernatantem obsahujicim exosomy byly stoCeny na ultracentrifuze pti 100 000g, 70 min
a4 °C. Po dotoceni se odebral supernatant do vyse peletu (v peletu jsou obsazeny exosomy)
a pelet byl resupendovén zbylym supernatantem v ultracentrifugani zkumavce. Takto vzniklé
suspenze byly ze 3 ultracentrifugacnich zkumavek piepipetovany do jedné a ultracentrifugacni
zkumavky byly jesté vyplachnuty 1 ml PBS. Takto pfipravené 2 ultracentrifugacni zkumavky
byly opét vyvazeny PBS a znovu stoceny 100 000g, 70 min, 4 °C. Po sto¢eni byl viditelny pelet,
ve kterém by mély byt koncentrovany pouze exosomy. Supernatant je tieba odsat sklenénymi
pipetami a nasledné¢ mikropipetami tak, aby v ultracentrifuga¢ni zkumavce nezbyla zadna

tekutina. Nasledné byl pelet dikladné resuspendovan v malém objemu: pro barveni exosomu
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a mikroskopické pozorovani ve 150 pl PBS, pro analyzu hladin proteinti v exosomech ve 150 pl

lytického pufru a pro kokultivaci exosomt s buitkami v 500 pl bezexosomového média.

rad tlad 1 -|.

pfiprava nasazeni bunék
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Obrazek 7 — Znazornéni casové ndarocnosti jednotlivych krokii pripravy na izolaci exosomii a ndslednd izolace exosomui.
Nejprve je tireba napéstovat bunky v dostatecném mnozstvi (40 milionii bunék/davku), coz trva 7-14 dnii v zavislosti na typu
bunék. Nasledné pripravit bezexosomové médium (16 hod, 100 000g, 4 °C). Napéstované burky jsou s bezexosomovym
médiem nasazeny na izolaci exosomii (inkubace 5 dnii), a nasleduje samotny proces izolace exosomii (priblizné 8 hod),
bunky stoceny na centrifuze (300g, 5 min), poté supernatant odlit a stocen na centrifiuze 2000g, 10 min, 4 °C, supernatant
Je prefiltrovan pres filtr a proces ultracentrifugace (100 000g, 70 min, 4 °C) je opakovan 2x.

4.2.8 Filtrace exosomi
Exosomy byly po vyizolovani filtrovany ve dvou ptipadech, a sice pokud byly

koinkubovany s buitkami a métena jejich proliferace ¢i po obarveni ptidany k bunikam
pro pozorovani na konfokalnim mikroskopu. Filtr Filtropur S (Sarstedt) o velikosti pori 0,2 pm
musi byt navlh¢en (1 ml PBS z injekéni stiikacky), nasledné byl prefiltrovan potiebny objem
exosomové frakce do centrifugaéni zkumavky, filtr byl promyt dal§$im médiem (1,5-2 ml,

viz kapitoly 4.2.3 a 4.2.14.1) a tato frakce byla pfidana k bunikam.
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4.2.9 Sklizeii bunék na qPCR, izolace RNA, reverzni transkripce a qPCR
AML linie & primarni AML buniky byly nasazeny v koncentraci 0,5 X 10® nebo

2 X 10° bungk/ml (kontrola, oSetifeny 1 pM RG7112 &i 2 uM RITA) a kultivovany po dobu
24 hod. Nasledn¢ byla vyhodnocena proliferace a viabilita jednotlivych vzorkid a poté bylo
sterilné odebrano 5-7 mil bunék, sto¢eno 5 min/300g, supernatant byl slit a resuspendovan
v 10 ml sterilniho PBS a znovu stocen 5 min/300g. Po stoc¢eni byl supernatant slit, filtracnim
papirem osuseno hrdlo falkony, ptfipadné pipetou odebran zbytek tekutiny-vSe probihalo

sterilné v laminarnim boxu. Zkumavky s peletem byly ulozeny do -80 °C.

Pro analyzu genové exprese bylo tfeba vyizolovat RNA ze zamrazeného peletu bunck
dle protokolu kitu (RNeasy Mini Kit, Qiagen) a vyizolovana RNA byla opét uchovana v -80 °C
pro nasledny piepis do cDNA. Pfi reverzni transkripci RNA do cDNA se postupovalo
dle navodu kitu SensiFAST cDNA Synthesis Kit (Bioline) a v PCR cykleru byl nastaven

program:
Teplota Cas
25°C 10 min
42 °C 15 min
48 °C 15 min
85 °C 5 min
4 °C

Tabulka I — Program vyuZity pFi reverzni transkripci v PCR cycleru

Nésledné bylo provedeno méteni hladiny vybranych transkriptd pomoci qPCR,
jednotlivé vzorky pro jeden transkript byly analyzovany v technickych triplikatech, bylo
postupovano dle navodu kitu SensiFAST SYBR No-ROX One-Step Kit (Bioline) a pro méfeni
byl vyuzit PCR cykler. Specifické primery pro jednotlivé transkripty byly navrzeny
prostiednictvim  ndstroje  PrimerBLAST. Jako referencni gen byla  vyuZita
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH) a jako negativni kontrola byl vyuzit vzorek
bez pfidané¢ho templatu. Produkce mRNA v jednotlivych cyklech byla detekovana pomoci
SYBR Green (soucast kitu) a vysledky byly analyzovany v programu Bio-Rad CFX Manager
Software, kde byly vypocitany hodnoty Ct (priimér 3 hodnot Ct pro jeden transkript) a Ct ref

(primér 3 hodnot pro referencni gen). Nésledné byla hladina transkriptli vypocitana v programu
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Microsoft Excel podle rovnice 2~ (ACt osetrenyvzorek=ACt kontrola) 'y de ACt oSetteny vzorek je
rozdil Ct hodnot sledovaného a referencniho genu pro vzorek oSetfeny inhibitory
a ACt kontrola je rozdil Ct hodnot sledovaného a referen¢niho genu kontrolniho vzorku.
V programu Bio-Rad CFX Manager Software byla vytvoiena amplifika¢ni kiivka i kiivka tani.
K posouzeni specificity amplifikovanych produktt qPCR byla vyuzita i1 agar6zova
elektroforéza. Pro nasledné statistické vyhodnoceni u linii MV4-11 a MOLM-13 byl vyuzit
neparovy t-test a chybové usecky na obrazcich 10 a 11 predstavuji smérodatnou odchylku,
zpracovano v programu GraphPad Prism (verze 10.2.3, GraphPad Software, USA). Analyza
primarnich AML vzorkl byla provedena v programu Microsoft Excel. Pro qPCR byl vyuzit

program:
Teplota Cas Pocet cykli
95 °C 2 min Ix
95 °C 5s
60 °C 10s 39 x
72 °C 10s
95 °C 10s Ix
melting 65-95 °C 5s Ix

Tabulka 2 — Program pro gPCR v PCR cycleru

4.2.10 Elektroforéza DNA (produktii qPCR reakce)
Produkty gqPCR reakce, tedy amplifikované useky cDNA, byly rozdéleny podle

velikosti na agar6zové elektroforéze standardnim postupem. Byl vyuzit 1% agarozovy gel,
vzorky byly smichany s 6x Loading Dye. Elektroforéza probihala pifi napéti 98V piiblizné
1 hod. Pro vizualizaci gelu bylo pouzito barvivo Gel Red Nucleic Acid Stain (10 000x

rozpusténa ve vod¢, Biotium) a DNA byla detekovéna ptistrojem Gene Box (Syngene).

4.2.11 Priprava lyzata a western blot

Pro analyzu western blotem byly bunééné vzorky (kontrolni i oSetfené, pfipadné bunky
kokultivované s exosomy) po uplynuti inkubacni doby stoeny na centrifuze 300g/5 min,

supernatant slit do odpadni nddoby, resuspendovan v 1 ml PBS, piepipetovan
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do mikrozkumavky a stocen na centrifuze Heraeus (5 min, 500g). Po stoCeni byl supernatant
odpipetovan Pasteurovou pipetou a k bunéénému peletu ptidan 2x vzorkovy pufr natedény
1:1 ddH,0, u bun&énych linii byl pfiddvan v objemu 20 pl vzorkového pufru/10° bunék,
u primarnich AML bunék 5 pl vzorkového pufru/10° bunék. Vzorky byly zahtaty v termobloku
pii 95 °C/5 min a mohou byt uchovany pii-20 °C. Vzorky byly piepipetovany
do centrifugacnich zkumavek a sto¢eny na ultracentrifuze 200 000g/4 hod/4 °C, ¢imz jsou
zbaveny vazkych soucasti (zejména zbytkli nukleovych kyselin). Po stoceni byl supernatant
prepipetovan mikrostiikackou Hamilton do mikrozkumavky a uchovavan pti -20 °C pro dalsi

analyzu.

Exosomové vzorky pro analyzu hladin proteint byly ihned po izolaci a resuspendovani
v lytickém pufru smichany s 2x vzorkovym pufrem v poméru 1:1, tedy 150 pl lytického pufru
s frakci exosoml (viz kapitola 4.2.7) a 150 pl vzorkového pufru. Vzorky byly zahiaty
v termobloku (95 °C, 5 min) a uchovédny pifi -20 °C. Timto krokem byly pfipraveny

na SDS-PAGE elektroforézu a je s nimi zachazeno stejn¢ jako s bunéénymi vzorky.

SDS-PAGE elektroforéza probihala dle standardniho protokolu, sloZeni separa¢niho
gelu, zaostfovaciho gelu a prevrstvovaciho pufru je uvedeno v kapitole 4.1.1. Jako marker
molekulové hmotnosti byl vyuZit Precision PlusProtein Dual Color Standard (Bio-Rad)
(vobjemu 2 pl/jamku), vzorky byly nanaSeny v objemu 5-10 pl. Elektroforéza probihala
pfi maximalnim napéti 200 V a proudu 100 mA po dobu cca 1 hod.

Nasledné byly rozdélené proteiny z gelti za pouziti blotovaciho pfistroje pfeneseny
na PVDF membranu, sloZeni blotovaciho pufru viz kapitola 4.1.1. Bloty byly vyfiznuty v misté
predpokladané velikosti analyzovanych proteint uréené polohou znamych bandl standardu.
Membrana byla blokovéana roztokem PBS s 0,2% Tween-20 a pfidanym 5% odtu¢nénym
mlékem (o koncentraci 1 g/20 ml PBS) na tfepace po dobu 1 hodiny. Primarni protilatka
(viz kapitola 4.1.3) byla ptidana do tohoto roztoku (ve spravném poméru, obvykle 1:1000)
a inkubovdna sbloty pfes noc pii 4 °C. Nésleduje promyti membrany v roztoku
(PBS-Tween-20) 6x v intervalech 5 min, inkubace snafedénou sekundarni protildtkou
(v poméru 1:20 000-50 000) v roztoku (PBS-Tween-20) po dobu 1 hodiny pii pokojové teplote,
a op¢t promyti roztokem (PBS-Tween-20) 6x po dobu 5 min. Nésleduje pétiminutova inkubace
membrany v substratu ECL a vznikd luminiscencni signal, ktery je detekovan piistrojem

G:BOX v programu GeneSys.
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4.2.12 Imunoprecipitace
Buriky linie HEK-293T byly nasazeny do 5-ml Petriho misek, po 24 hod transfekovany

plazmidem nesoucim Mdm?2 protein zna¢eny mCherry a po dalSich 24 hod oSetieny 5 uM
RG7112 nebo 5 uM RITA. Po 24 hod ptisobeni inhibitort byly buiiky promyty chlazenym PBS
a Skrabkou uvolnény ze dna misky, pieneseny do zkumavky a promyty PBS. Bunécny pelet byl
inkubovan v lytickém pufru po dobu 30 min na ledu a poté stoen na centrifuze na 20 000g
po dobu 10 min a 4 °C. Supernatant, tedy bunécny lyzat, byl ptidan k agar6zovym nanoc¢asticim
s navazanym peptidem s vysokou afinitou k mCherry (RFP-Trap) nebo k p53 proteinu, ktery
se v HEK-293T buiikéch ptirozené vyskytuje ve vys§im mnozstvi (pS3-Trap). Tato suspenze
byla jemn¢ pteklapéna po dobu 60 min pii 4 °C, aby se na nanocastice navazaly piislusné
proteiny z lyzatu. Poté byly nanocastice né€kolikrat promyty promyvacim pufrem,
resuspendovany ve 100 ul 2x vzorkového pufru, svafeny 10 min pii 95 °C a stoCeny
na centrifuze 2500g/2 min/4 °C. Supernatant s uvolnénym precipitatem byl uchovan v -20 °C

dokud nebyly vzorky vyuzity na SDS-PAGE.

4.2.13 Pritokova cytometrie

Osetfené a kontrolni vzorky bunék (odpovidajici mnoZstvi 5x10° bung&k) byly sklizeny
behem piipravy bunécnych vzorkli na SDS-PAGE, tedy stoceny na centrifuze (300g, 5 min),
supernatant slit do odpadni nadoby, promyty 1 ml PBS a opét sto¢eny na centrifuze Heraeus
po dobu 5 min, 500g. Poté byl Pasteurovou mikropipetou odpipetovan supernatant do odpadni
nadoby a pelet bunék byl resuspendovan 0,5 ml PBS. Tato suspenze bun€k byla pomalu na ledu

nakapana do zkumavek s vychlazenym 70% ethanolem o objemu 4,5 ml a uloZena minimalné

do druhého dne v -20 °C.

Pro méteni byly buniky stoeny ve vychlazené centrifuze 500g/10min, promyty 5 ml
PBS, po stoceni byl supernatant slit a byla odsata zbyla tekutina. Nasledné¢ byly bunky
resuspendovany v 0,5 ml PI staining solution (sloZeni viz kapitola 4.1.1), ponechany 2 hod
ve tmé v lednici (4°C) a zméfeny na FACS. Fluorescen¢ni barvivo propidium jodid vstupuje
do ethanolem permeabilizovanych bun¢k a vaze se na DNA. Intenzita méfené fluorescence
odpovida obsahu DNA v buiice, ¢imzZ jsou od sebe zieteln€ oddéleny jednotlivé faze bunééného
cyklu: GO/G1 — n chromozomi, G2/M — 2n chromozomd, S faze — oblast mezi GO/G1 a G2/M.
Oblast histogramu s intenzitou nizsi nez jaka odpovida G0/G1 fazi se oznacuje jako subG1 faze
a zahrnuje mrtvé bunky. Vysledky byly zpracované v programu BD FACSDiva™ Software,

a nasledné byl vyuzit program Microsoft Excel.
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4.2.14 Barveni vzorki a konfokalni mikroskopie

Vsechny fluorescencni obrazky byly zpracovany pouzitim FluoView software,

Olympus Corporation.

4.2.14.1 Fluorescené¢ni barveni exosomu

Exosomy byly po izolaci resuspendovéany ve 150 pl PBS (viz kapitola 4.2.7) a nasledné
(¢i druhy den po uchovani v lednici) k nim bylo pfidano 350 ul PBS a 2 pul 5SmM roztoku CFSE
v DMSO. Suspenze byla inkubovana ve tmé pii pokojové teploté¢ po dobu 30 min. Nasledné
byl proces barveni zastaven pfidanim 4 ml vychlazeného ristového média na 5 min, dale bylo
pridano 60 ml PBS a tato suspenze byla stocena na ultracentrifuze (100 000g, 70 min, 4 °C).
Po stoceni jsou obarvené exosomy koncentrované v peletu, proto byl opatrné odebran
supernatant a pelet resupendovan v 1 ml bezexosomového média (RPMI ¢i alpha-MEM podle
typu bungk, se kterymi jsou dale exosomy inkubovan¢). Nasledné byl tento objem ptefiltrovan
(viz kapitola 4.2.8), filtr byl nasledn¢ promyt 1,5 ml bezexosomového média do falkonky
s exosomy a tato suspenze byla pfidana k buikdm v malé Petriho misce s krycim sklickem
ve dné, tedy uzpusobené pro pozorovani pomoci konfokalniho mikroskopu. Ke sledovani
interakce obarvenych exosomil s cilovymi builkami byl vyuZit konfokalni mikroskop
s komlrkou, ktera umoZznuje pozorovani za stejnych podminek jako kultivace bunék

v inkubatoru (5% CO,, 37 °C, 80% vlhkost).

4.2.14.2 Barveni bunék po kultivaci s exosomy
Po kultivaci bunék s exosomy byly nékteré vzorky dobarveny fluorescenénimi sondami

lokalizujicimi do konkrétnich bunécnych struktur Zivych bunék: pro barveni jader bylo pouzito

barvivo Hoechst33342, pro barveni mitochondrii sonda MitoTracker Red.

4.2.14.3 Fixace bunék po kultivaci s exosomy

Nékteré¢ vzorky bun€k kokultivovanych s fluorescenéné znacenymi exosomy byly
fixovany pro zachovani dlouhodobé&js$iho preparatu a oznaceni dal§ich bunécnych struktur
pomoci intracelularniho znaceni protilatkami. Vzorek byl stocen na centrifuze (300g, 6 min),
supernatant slit do odpadni nadoby, pelet bun¢k resuspendovan v 1 ml PBS a piepipetovan
do mikrozkumavky. Tato suspenze byla stocena 500g po dobu 5 min, supernatant odsat
Pasteurovou pipetou, pelet bun€k byl resuspendovan v PBS (150 ul PBS/sklicko) a rozdélen
na vycisténa sklicka. Nasleduje 20-30 min inkubace ve vlhké komiirce za ucelem usazeni bun¢k
na sklic¢ku, filtracnim papirem byla opatrné odsata pfebytecna tekutina. Na sklicka byl ptidan
4% paraformaldehyd pro fixaci bun¢k a sklicka byla inkubovéna ve vlhké komtirce ptes noc

v lednici.
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Naésledujici den byla skli¢ka promyta v Petriho misce roztokem PBS s 0,2% Tween-20,
sklicko se pak inkubovalo 10 min pii pokojové teploté v 0,5% roztoku Triton-X100, ¢imz byly
buniky permeabilizovany. Sklicka byla 3x po dobu 5 min promyta PBS a dale inkubovana
60 min s roztokem pfislusn¢ nafedéné primarni protilatky (viz kapitola 4.1.3) v PBS-Tween-20.
Nasledné¢ byla sklicka opét promyta (3x5 minut v PBS) a inkubovana s roztokem fluorescencné
znac¢ené¢ sekundarni protilatky v PBS (1:200), po dobu 60 min ve tmé&, poté byla sklicka
2x promyta ve tmé a posledni promyti je v PBS bez Tween-20. Na podlozni sklicko byla
nakdpnuta kapka fixacniho pfipravku (Prolong) a kryci sklicko se na néj opatrné polozi,
aby nevznikly bubliny. Je potieba sklicka nechat uschnout do druhého dne, aby Prolong dobie

zpolymeroval, poté je mozné buiiky pozorovat konfokalnim mikroskopem.

Pfi barveni bunéénych organel byla vyuZzita primarni protilatka proti proteinu 14-3-3
pro oznaceni mikrotubul, protilatky proti cytochromu ¢ a COX IV pro oznaceni mitochondrii

a Talin pro oznaceni plazmatické membrany.
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5 VYSLEDKY

5.1 Charakteristika i¢inku inhibitori p5S3-Mdm2 na buitky AML

Vzhledem k tomu, ze obé zvolend 1é¢iva, RG7112 a RITA, jsou popisovana jako
molekuly inhibujici interakci mezi Mdm2 a p53, otestovali jsme jejich G¢inek na bunikach linie
HEK-293T transfekovanych fluorescencné¢ znaCenou variantou Mdm2 (mCherry Mdm2,
plazmid poskytnut a transfekce provedena Dr. Holoubkem, UHKT). Jak je mozné vidét
na obrazku 8, zatimco RG7112 skutecné podstatné zeslabuje interakci mezi Mdm?2 a p53,
v bunikach osetfenych RITA Zadny inhibi¢ni efekt pozorovan neni. Z vysledkti uvedenych dale
je ale zfeyjmé, Ze RITA ma 1 pfesto vyznamny vliv na p53-dependentni apoptoézu u citlivych
bunék. Oba tyto inhibitory byly tedy dale testovany na modelovych bunéénych liniich
i primérnich AML bunkach.

Input IP:mCherry_Mdm?2 IP:p53
g e em— e e— —
IB:Mdm?2 -
- - “ ~ —
IB:pS3 |we o || — -_— e

B-ACtin |ewsss e s Ctrl RG7112 RITA  Ctrl RG7112 RITA
Ctrl RG7112 RITA

Obrazek 8 - Vliv léciv deklarovanych jako inhibitory interakce mezi Mdm2 a p53 v bunkach linie
HEK-293T transfekovanych mCherry Mdm?2. Input - celkovd hladina vysetrovanych proteinii
v bunécnych lyzatech. IP:mCherry_Mdm2 — hladina exogenniho Mdm2 a s nim koprecipitovaného
proteinu p53. IP:p53 — hladina endogenniho p53 a s nim koprecipitovaného Mdm?2.

5.1.1 Vysetfeni vlivu inhibitorii na proliferaci a viabilitu AML linii
Buiiky reprezentativniho panelu AML linii (viz kapitola 4.1.2) byly nasazeny

do kultivacnich jamek a v ¢ase 0 hod k nim byly pfidany inhibitory, RG7112 nebo RITA
ve findlni koncentraci 1 puM. Tato koncentrace byla zvolena z pfedchozich titracnich
experimentl tak, aby bylo mozno sledovat vliv téchto inhibitori na viabilitu a proliferaci bun¢k
po dobu 96 hod. Viabilita a proliferace bun¢k byla méfena v intervalu 24 hod s vyuzitim
trypanové modii. Hodnoty jednotlivych meétfeni jsou vztazeny ke kontrolnimu vzorku

bez inhibitort. Tento pokus byl proveden ve 4 biologickych opakovénich.

Z obrazku 9 je ziejmé, ze RITA (A, B) po 24 hod nejvice piisobi na proliferaci (A)

a viabilitu (B) bunécné linie MV4-11. Naopak nejméné jsou ovlivnény viabilita a proliferace
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linie KG-1. Bunééné linie MOLM-13, OCI-AML2, OCI-AML3 reaguji na RITA podobné,

nejvetsi zmeény jsou pozorovany v casovém intervalu 24-48 hod.

Nejveétsi vliv RG7112 na proliferaci (C) a viabilitu (D) pozorujeme u bunécné linie
MOLM-13. Nejvyssi rezistenci vykazuji opét KG-1, malo senzitivni jsou také bunky linie

OCI-AML3.
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Obrazek 9 — Mereni proliferace (4, C) a viability (B, D) AML bunécnych linii (MOLM-13, MV4-11, KG-1, OCI-AML2,
OCI-AML3) po osetreni 1 uM RITA (A, B) ¢i RG7112 (C,D) po dobu 96 hod. Hodnoty jednotlivych méreni jsou vztazeny ke
kontrole a chybové usecky reprezentuji smérodatnou odchylku (£SD). Toto méreni bylo provedeno ve 4 biologickych
opnakovanich.

Vzhledem k vySe popsanym vysledkiim jsme pro dal§i vyzkum zvolili dvé linie
s vysokou citlivosti k jednomu ze studovanych inhibitorii a relativni rezistenci ke druhému
z nich: MOLM-13 jako senzitivni k RG7112 a relativné rezistentni k RITA a MV4-11 jako
senzitivni k RITA a relativné rezistentni k RG7112. V bunkach téchto linii jsme proto provedli
analyzu exprese vybranych genil a proteinii po oSetieni zvolenymi inhibitory, tedy RG7112

1 RITA. Nasledné byly tyto linie pouzity i pro sledovani vlivu pfitomnosti exosomu na citlivost
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bun¢k k vybranym inhibitorim. Vzhledem k tomu, Ze vétSina néslednych analyz probihala
po 24 hod putisobeni inhibitord, kdy byl vliv 1 uM RITA na viabilitu bunék linie MOLM-13
RITA rovnéz nevyvolala zadnou reakci (Wolfova et al. 2023), zvolili jsme pro dalsi
experimenty 2 uM koncentraci tohoto inhibitoru. Koncentrace RG7112 byla ponechana

na hodnoté 1 pM.

5.1.2 Vliv inhibitori na transkripci v AML liniich a primarnich vzorcich

Kvantitativni PCR v realném case pro vySetieni hladin transkripti vybranych genil byla
provedena pro AML linie (MOLM-13, MV4-11) a nékolik vzorkd priméarnich bunék AML
pacienti z leukodeplece (oznaceny LD78, LD79, LD80). Pro detekci cDNA bylo vyuzito
fluorescen¢ni barvivo SYBR Green a jako referen¢ni gen GAPDH. Kazda sada obsahovala
kontrolni neoSetfeny vzorek (K), vzorek oSetteny 1 uM RG7112 (RG) a vzorek oSetfeny 2 uM
RITA (RITA), vSechny inkubovdny po dobu 24 hod. Vzorky AML linii byly méteny
v technickych triplikdtech a minimalné ve 2 biologickych opakovanich. Pro n¢které vzorky linii
MOLM-13 (oznaceny MO24, MO25) a MV4-11 (oznaceny MV44, MV45) a primarnich AML
bun¢k (LD78, LD79, LD80) byly sou€asné vySetieny i hladiny proteint (viz kapitola 5.1.3.2).

Obe¢ studovana 1é¢iva jsou charakterizovana jako inhibitory interakce mezi Mdm?2 a p53,
predpokladali jsme tedy, Ze jejich vliv se projevi 1 zménami v expresi MDM?2, ptipadné 1 TP53
a dalSich gent, jejichZ transkripce je zavisla na aktivité proteinu p53. Vysledné hladiny
transkriptl jsou znazornény prostfednictvim grafi na Obrazcich 10 a 11. U vSech
vySetiovanych vzorkl a obou 1é¢iv jsme skutecné zaznamenali zvyseni transkriptu pro MDM?2.
Exprese TP53 nebyla vyrazné zmeénéna, narust jsme ale detekovali pro p53-zavislé geny
CDKNIA, BAX, BBC3 a BCL2LI (z angl. Bcl-2-like protein 1, gen pro protein Bcl-xL). ZvySeni
bylo signifikantni pro vzorky z linie MOLM-13, zatimco u experimentt s linii MV4-11 rozdily
nedosahly statisticky vyznamné hodnoty (s vyjimkou gentt BBC3 a MDM?2). Divodem je
pravdépodobné vétsi rozptyl hodnot referenéniho genu GAPDH vypovidajici o velkych
rozdilech v koncentracich porovnavanych vzorkt. U vzork linie MV4-11 po RG7112 a RITA
byl pozorovéan rovnéz mirny narast exprese transkriptu MCLI. RITA dale indukovala sniZeni

exprese C-MYC a BCL2 v bunkéch linie MV4-11.
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Obrazek 10 — Statistické zhodnoceni vysledné hladiny transkriptic MDM?2, TP53, CDKNIA, BBC3, BAX, BCL2L1 u AML linii
MOLM-13 (MOLM) a MV4-11 (MV). Tyto linie byly osetreny 1 uM RG7112 (RG) ¢i 2 uM RITA. Jako kontrolni vzorek byly
pouzity bunky bez oSetreni inhibitory (oznacen K). Jako referencni gen byl pouzit GAPDH. Hladiny transkriptit byly statisticky
zhodnocené pomoci neparového t-testu a prislusnych p-hodnot (na obrazku oznaceny hvezdickou), tedy: *:p < 0,05; **:
p <0,01; **:p <0,001; ****: p < 0,0001. Chybové usecky predstavuji smerodatnou odchylku.
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Obrazek 11 - Statistické zhodnocent vysledné hladiny transkripti BCL2, C-MYC, MCLI1, PMAIPI u linie
MOLM-13 (MOLM) a MV4-11 (MV) znazornénych prostiednictvim grafu. Buiiky byly oSetreny 1 uM RG7112
(RG) nebo 2 uM RITA, K predstavuje kontrolni vzorek bez osetreni. Jako referencni gen byl pouzit GAPDH.
Hladiny transkriptii byly statisticky zhodnocené prostrednictvim neparového t-testu a p-hodnot (na obrdazku
oznaceny hvezdickou), tedy: *:p < 0,05, **: p <0,01;, ***: p<0,001;, **** p<0,0001. Chybové usecky
predstavuji smérodatnou odchylku.
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K posouzeni spravné provedené qPCR nebyla pouzita pouze kiivka tani, ale dale jsme
jeji spravnost zkontrolovali pomoci agardzové elektroforézy a specifického produktu na gelu,
viz nazorny obrazek 12, 13 a 14 demonstrujici analyzu exprese genu PMAIPI (gen pro protein
NOXA). Ackoliv snizena exprese PMAIPI je statisticky vyznamna po oSetfeni obou bunécnych
linii inhibitorem RG7112 a produkt na gelu se zda specificky, tento vysledek vyzaduje opatrnost
pii vyhodnoceni dat vzhledem k netypickému tvaru kfivky tani, pro srovnani je spravny tvar

kiivky tani zobrazen na obrazku 12 (kontrola, hnéd¢).

Meit Peak
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K
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Temperature, Celsius

Obrazek 12 - Krivka tani produktu ¢cDNA pro gen PMAIPI. MOLM-13 kontrola (rizové, MO-K) a
MOLM-13 kontrola (hnédé) ukazujici spravny tvar kiivky tani pro PMAIPI1. V pravé casti obrazku je
zndzornen gel pro cDNA vzorku MOLM-13 kontrola (ruzova kiivka tani). Lader: po 100 bp.
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Obrazek 13 — Krivka tani produktu cDNA pro gen PMAIP1. MOLM-13 linie-kontrola (zelené,
MO K (2)) a MV4-11 po oSetieni RG7112 (oranzove, MV RG (1)). V pravé casti je zndzornéna
elektroforéza téchto cDNA, kde je videt specificky band u 215 bp.
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Obrazek 14 — Amplifikacni kiivka produktii genu PMAIP1. MOLM-13
linie-kontrola (zelené) a MV4-11 po oSetieni RG7112 (oranzove).

Exprese vybranych genli byla vySetfena i u primarnich AML vzorkl z leukodeplece
(oznaceny LD78, LD79, LD80). Tato analyza byla provedena v technickych triplikatech,
ale pouze v 1 biologickém opakovani, z divodu omezeného mnozstvi materialu z primarnich
vzorkl. Hladina transkriptu pro jednotlivé vzorky byla vyhodnocena individualng, vzhledem
k velké heterogenité onemocnéni a tedy pravdépodobnosti velkych rozdilti mezi individualnimi
pacientskymi vzorky. Vysledna analyza hladin transkriptii je zndzornéna na obrazku 15. Vzorky
LD78 a LD80 se ve vétsineé piipadech chovaji podobné, na rozdil od vzorku LD79. Pozorovali
jsme zvysSenou hladinu transkriptu pro p53 zejména po RITA, u RG7112 pouze u vzorku LD8O0.
Exprese MDM?2 je opét zvySena stejné¢ jako v piipadé AML linii. Narlst exprese
u p53-zéavislych genli byl u nékterych vzorkli pozorovan u obou 1é€iv, zejména u genl
CDKNIA, BAX, BBC3 a BCL2LI. Naopak snizena exprese byla pozorovana u geni C-MYC,
BCL2 a MCLI u vétSiny vzorkt po oSetfeni RG7112 1 RITA. Vzorek LD79 nevykazuje vyrazné

zvySenou expresi u zddného genu po oSetfeni RITA ani RG7112.
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Obrazek 15 - Analyza hladiny transkriptii MDM?2, TP53, CDKN1A, BAX, BBC3, BCL2L1, C-MYC,
MCLI a BCL2 u primdrnich bunék (LD78, LD79, LD80) po oSetreni 1 uM RG7112 ¢i 2 uM RITA.
Vysledné hodnoty pro jednotlivé vzorky jsou vztaZeny ke kontrole (neoSetrenému vzorku), tedy kladna
hodnota predstavuje zvyseni oproti kontrole, zapornd predstavuje snizeni.

Po analyze kvantitativni PCR byla opét vytvorena kiivka tani pro jednotlivé cDNA
a pro nékteré¢ vzorky byla nasledné¢ provedena agardézova -elektroforéza pro kontrolu
specifického produktu na gelu, vysledky jsou znazornény na obrazcich 16 a 17. Vzhledem
k vysledkiim tohoto ovéteni byl vyfazen gen PMAIPI z divodu pfili§ kratkého produktu

na gelu, viz obrazek 16.
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Obrazek 16 — Krivka tani s vice peaky pro gen PMAIPI1. V pravé casti obrdzku je znazornén gel, na kterém je nespecificky a
prilis kratky produkt cDNA pro protein NOXA. Analyzovany byly duplikaty vzorkit LD80 po osetieni RG7112 (svétle modre,
80 RG (2) a tmavé modre, 80 RG (1)) a duplikaty LD79 kontrolnich vzorkii (rizove, 79 K (3) a oranzove, 79 K(1)).
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Obrazek 17 - Krivka tani produktu ¢cDNA pro gen C-MYC. LD79 po osetieni RITA (Cervend, 79 RITA (1)), LD80 po osetreni
RITA (svetle modrd, 80 RITA (2)) a LD80 kontrolni vzorek (tmavé modra, 80 K (3)). V pravé casti obrdzku je zndzornén gel
pro cDNA vsech tri vzorkii. Na gelu je pozorovan specificky produkt pro gen C-MYC o predpokladané délce 123 bp. V tomto
pripadé drobné odchylky v kiice tani nejsou podstatné.

5.1.3 Hladina proteinti u AML linii a primarnich AML bunék
5.1.3.1 Zakladni proteinové charakteristiky vlivu RG7112 a RITA na zvolené AML
linie

Pro zékladni pfedstavu o vlivu studovanych inhibitord na proces apoptdzy ve zvolenych
liniich MOLM-13 a MV4-11 jsme provedli analyzu hladiny proteinii pfimo zasazenych
inhibitory (Mdm2 a p53) a proteinti souvisejicich s apoptdzou (kaspaza 3, Bcl-2) po oSetfeni
riznymi koncentracemi RG7112 (1 puM, 2 uM, 4 uM) a RITA (0,5 uM, 1 uM, 2 uM)
v ¢asovych intervalech 24 hod a 48 hod (obrazky 18 a 19).
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Jak je vidét z obrazku 18, v buitkach linie MOLM-13 ob¢ 1é¢iva indukuji zvyseni
hladiny Mdm?2 a p53, pro oba proteiny jsou zmény vyrazné&jsi po oSetfeni RG7112. Vyjimkou

je nejvyssi koncentrace RG7112, po niz zvyseni Mdm?2 hladiny nepozorujeme.

Pozorované vysledky u MOLM-13 (koncentrace 1 pM RG7112 a 2 uM RITA
po 24 hod) koreluji s pozdéjsim experimentem (biologického opakovani) ze stejné bunécéné
linie (obrazek 20). Po 24 hod oSetfeni bunék RG7112 je pozorovana apoptdza (Stépeni
kaspazy 3). U Bcl-2 se s nartstajici koncentraci objevuje band u nizs§i molekulové hmotnosti,

ktery byl rovnéz diive popsén v souvislosti s apoptézou zévislou na kaspaze 3 (Kirsch et al.

1999; Fortney et al. 2002).

Po oSetieni RITA je v linit MOLM-13 apoptoza (St€peni kaspazy 3) zjevna az po 48 hod.
Hladina antiapoptotického proteinu Bcl-2 se snizuje se zvySujici koncentraci RITA,
ale nepozorujeme jeho kratsi proapoptotickou variantu. Naopak po RG7112 zlstava hladina
celodélkového proteinu Bcel-2 bez vyrazné zmény, ale hladina proapoptotického fragmentu

se zvysuje.

24 hod 48 hod
— -\Hm-‘ Mdm2 — - —

casp3
I Bcl-2 Shakiin e c
R — — | B_Aktlnlo -— S CE——
K o5 1 2 1 2 4 K 05 1 2 1 2 4
RITA RG7112 RITA RG7112

Obrazek 18 — Western blot analyza vybranych proteinii (Mdm2, p53, kaspaza 3, Bcl-2) u bunécné linie
MOLM-13 po oSetreni inhibitory o riiznych koncentracich. Pouzité koncentrace byly 0,5 uM, 1 uM nebo
2 uM pro RITA a 1 uM, 2 uM nebo 4 uM pro RG7112. VSechny vzorky byly sklizeny po 48 hod kultivace,
inhibitory byly k bunkam pridany na poslednich 24 nebo 48 hod. Kontrolni vzorek bez osetrent inhibitory
oznacen K.

Dale byly analyzovany vzorky linie MV4-11 (obrazek 19), kdy opét vysledky
pii pouziti koncentrace 1 uM RG7112 a 2 uM RITA po 24 hod koreluji s pozd¢jsim

experimentem (dal§iho biologického opakovani) u stejné bunécné linie (obrazek 20). Pouze
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hladina Bcl-2 je v téchto vzorcich s RG7112 mirn€ snizend, coz se nepotvrdilo v naslednych

experimentech.

Oba inhibitory u linie MV4-11 mirné zvySuji hladinu tumor-supresoru p53, ale zatimco
po oSetfeni RG7112 se hladina Mdm2 podle ocekavani vyznamné zvysSuje, RITA indukuje

snizeni hladiny Mdm?2 proteinu.

Po oSetfeni RG7112 neni pozorovana apoptoza (neni Stépena kaspaza 3). Naopak
antiapoptoticky Bcl-2 (hlavni band) je po 24 hod snizen, ale po 48 hod je ve vSech koncentracich

pozorovan zvyseny.

RITA spousti apoptozu (Stépeni kaspazy 3) uz ve velmi nizkych koncentracich,
po 48 hod je aktivace kaspazy 3 zjevna 1 v nejnizsi pouzité koncentraci 0,5 uM. U Bcl-2 hlavni
band zlstava beze zmény, ale se zvySujici se koncentraci a dobou ptisobeni RITA piibyva
proapoptoticky fragment. Zajimavym zjiSténim je, Ze neni pozorovan vyznamny rozdil u hladin
NPM, ale detekujeme vyznamné zvySeni fosforylace na threoninovém zbytku NPM-T199. Tato
skute¢nost byla detailné popsana v nedavné publikaci Wolfova et al. 2023 (Wolfova et al.
2023).

24 hod 48 hod
[ == | MdM2 |- - — e g |
I — | P33 - |
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et irant B2 [ EEEA W - -
|— | — D e —-—l B-Aktin | |
K 0,5 1 2 1 2 4 K 0,5 1 2 1 2 4
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Obrazek 19 — Vysledky western blot analyzy u bunécné linie MV4-11 po pusobeni RITA (0,5 uM, 1 uM, 2 uM) a
RG7112 (1 uM, 2 uM, 4 uM) po 24 hod a 48 hod. Analyzovany byly vybrané proteiny (Mdm2, p53, kaspadza 3,
NPMpT199, NPM, Bcl-2). Kontrolni vzorek bez osetreni inhibitory oznacen K.
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5.1.3.2 Detailni proteomické vySetireni u¢inku RG7112 a RITA po 24 hod v AML
liniich a pacientskych vzorcich

Pomoci elektroforézy a nasledné western blot analyzy byly stanoveny hladiny
jednotlivych proteinti u AML linii (MOLM-13 a MV4-11, obrazek 20) a pacientskych vzorki
(oznacenych LD78, LD79, LD80, obrazek 21) oSetfenych po dobu 24 hod 1 uM RG7112
nebo 2 uM RITA. Kontrolni vzorek nebyl oSetfen inhibitory a byl kultivovéan také 24 hod.
V tomto experimentu jsme vysetfovali hladiny proteini souvisejicich s aktivaci proteinu p53
a proteiny souvisejici s apoptozou bunék. Vzhledem k predbéznym vysledkiim jsme o¢ekavali
vy$§i odpovéd’ linie MOLM-13 na osetieni RG7112 a linie MV4-11 na inhibitor RITA. Casovy
interval byl zvolen tak, aby jiz byly patrné zmény na proteinové trovni, ale nebyla jesté zasadné
snizena viabilita oSetfenych bunck, coz umoznilo analyzovat Casnou fazi apoptozy. Jako
referen¢ni protein byl vybran B-Aktin, ktery je u AML linii ovéteny jako housekeeping protein.
U AML linii byly experimenty méfeny ve 2 biologickych opakovénich, ve vysledcich je
prezentovan jeden ilustrativni replikdt zkazdé bunééné linie v pofadi neoSetfeny
vzorek — buiikky oSetiené RITA — buiiky oSetiené RG7112. Pacientské vzorky byly celkem
tfi a kazdy z nich se 1i8i v odpovédi na oSetieni inhibitory, stejné jako bylo pozorovano vyse

pii méteni hladin transkriptd.
Vysetieni u¢inku RITA:

U bunécné linie MOLM-13 dochazi v piitomnosti RITA ke zvyseni hladiny proteint
p53, p21, Mdm2, mirn€ zvySeny je také antiapoptoticky Bcl-xL, jadérkovy protein NPM a jeho
fosforylovand forma NPMpT199. Fosforylované formy proteinu p53 (p53pS15, p53S46,
p53pS392) souvisejici s jeho stabilizaci a aktivitou jsou pozorovany jako mirné zvySené.
Naopak sniZzena je hladina fosforylované formy NPM na serinu 4 (NPMpS4)
a proapoptotického Bax. Bez vyrazné zmény je antiapoptoticky protein Bcl-2 a Mcl-1,
onkoprotein c-Myc, proapoptotické proteiny NOXA a Puma a jadérkovy protein nukleolin
ve srovnani s kontrolou, takZe neni pozorovdna indukovand apoptéza. V souhrnu tedy
proteomicka analyza potvrzuje vysledky méteni proliferace a viability, tedy Ze u buné€k linie
MOLM-13 je uc¢inkem RITA aktivovan protein p53, dochazi k transkripéni aktivaci Mdm?2,
alei ke spusténi opravnych procest, coz koreluje se snizenou proliferaci. Zaroven
nepozorujeme znamky apoptdzy, coz odpovida jen mirné snizené viabilité téchto rezistentnich

bunék.
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U bunécné linie MV4-11 je pozorovana po oSetfeni RITA zvySend hladina
tumor-supresoru p53, fosforylace NPM na T199 a fosforylovanych forem p53 (p53pS15,
p53pS46, p53pS392), coz souvisi s aktivovanou apoptézou (Smeenk et al. 2011). Dale je
vlivem RITA snizena hladina proteinu Mdm2, proteinu p21 regulujiciho bunécény cyklus
v G1 fazi, onkoproteinu c-Myc, antiapoptotického Mcl-1 a Bcl-xL, apoptotického Puma,
fosforylovaného NPM na Ser4 a jadérkového proteinu NCL. Naopak bez vyrazné zmény
v porovndni s kontrolou zlstavaji protein NPM, proapoptotické proteiny NOXA a Bax
a antiapoptoticky Bcl-2. Av§ak u Bcl-2 je pozorovan kratsi proapoptoticky fragment. Uginné
jsou Stépeny také PARP a kaspaza 3 indikujici apoptozu. V této senzitivni linii je tedy u¢inkem
RITA masivné spusténa p53-dependentni apoptoza, coz koreluje s diive popsanymi kiivkami

proliferace a viability.
Vysetfeni u¢inku RG7112:

Po oSetieni inhibitorem RG7112 jsme u AML linie MOLM-13 pozorovali zvySenou
hladinu p53 a jeho fosforylovanych forem (p53pS46, p53pS392), p2l, Mdm2
a proapoptotického proteinu NOXA. SniZzené jsou proteiny c-Myc, Mcl-1, NPMpS4, Bax.
Bez vyrazné zmény jsou pozorovany hladiny proteint proapoptotického Puma, fosforylovana
varianta proteinu p53 (p53pS15), antiapoptotickych Bel-xL a Bcl-2, ¢i NCL, NPM
a NPMpT199. Mirné& §tépeny jsou kaspaza 3 a Bcl-2. Zablokovani vazby Mdm?2 na p53 ma tedy
za nasledek zvySeni stabilizace a aktivity p53 a spusténi procesu apoptdzy zavislé na p53.
Zvysena aktivita pS3 se projevuje 1 na regulaci transkripce Mdm?2 a vys$i hladiné Mdm?2
proteinu, ale vzhledem k jeho inhibici nedochazi k interakci s p53 a tedy regulaci hladiny p53.
Vysledkem je spusténi apoptotického procesu zahrnujici zejména aktivitu p21 a, jak bude
ukézano déle, zastavu bunééného cyklu pti pfechodu do S-faze. To souhlasi s podstatnym

snizenim proliferace 1 viability v této RG7112-senzitivni linii popsanym v kapitole 5.1.1.

Poslednim vySetfovanym jevem byl vliv inhibitoru RG7112 na linii MV4-11. Podobné
jako u linie MOLM-13 jsme detekovali zvySené hladiny proteinit Mdm2, p53 a jeho
fosforylovanych forem (p53pS15, p53pS46, p53pS392), p21 a NOXA, na rozdil od MOLM-13
je ale zvySena rovnéz hladina Mcl-1. SniZend je fosforylace proteinu NPM na serinu 4.
Bez vyrazné zmény jsou jadérkové proteiny NPM, NPMpT199 a NCL a také velkd cast
proteintl anti- a proapoptotickych proteini: Bcl-2, Bel-xL, Bax, c-Myc a Puma. Nejsou §tépeny
proteiny souvisejici s apoptdézou, PARP, Bcl-2 a kaspaza 3. Nizsi ucinnost RG7112 tedy

pravdépodobné nesouvisi se snizenou aktivaci p53, ale spiSe s absenci vlivu na antiapoptoticky
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protein Mcl-1 a transkripcni faktor c-Myec, které jsou oba vyraznymi hraci v regulaci apoptozy

a v liniit MOLM-13 se jejich hladina po oSetfeni RG7112 snizuje.
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Obrazek 20 — Western blot analyza vybranych proteinit u AML linii (MOLM-13 a MV4-11)
po osetreni 1 uM RG7112 (RG) a 2 uM RITA po dobu 24 hod. Pri analyze byly hladiny
proteinii vztazeny ke kontrolnimu neosetrenému vzorku (oznacen K).

Analyza proteint po oSetfeni RITA u primérnich AML buné¢k:

Stejn¢ jako pfi charakterizaci zmén na Urovni transkripce byla vySetfena hladina

proteinti u jednotlivych primarnich AML bun¢k (LD78, LD79, LD80). Podobné jako v ptipadé
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transkriptl jsou zmény nekterych proteinti pro vice vzorka shodné. Jde zejména o zvySeny
tumor-supresor p53 a jeho fosforylovanou variantu p53pS392 (LD78, LD80), Bel-xL (LD78,
LD79, LD80) a proapoptotické proteiny Puma (LD78, LD80) a Bax (LD78, LD80). Silny band
proteinu Bcl-2 u niz8§i molekulové hmotnosti je téz pozorovan u vSech vzorkt a hlavni band
Bcl-2 je bez vyrazné zmény. Riizny rozsah fragmentace pozorujeme pro PARP (LD78, LD80)
a kaspazu 3 (LD79, LD80). Snizena hladina je detekovédna u proteinit Mdm2 (LD79, LD&80),
fosforylovanych variant p53 - pS3pS15 a p53pS46 (LD79, LD80), p21 (LD79, LD80), c-Myc
(LD78, LD79, LD80), NPMpT199 (LD79, LD80) a NCL (LD79, LD80). Bez vyrazné zmény
ve srovnani s kontrolou jsou celkovy NPM (LD78, LD80), NPMpS4 (LD78, LD80) a NOXA
(LD78, LD80).

Co se tyce individudlnich odchylek ve srovnani s ostatnimi vzorky, je v LD78
pozorovana zvySend hladina Mdm2, NPMpT199 a mirn€ zvySeny p21. Naopak bez vyrazné
zmény vuci kontrole jsou pS3pS15, p53pS46 a NCL. U vzorku LD79 je mirné snizend hladina
NPM, NPMpS4, Puma, Bax, Mcl-1 a NOXA, p53 a p53pS392 jsou beze zmény. Hladina
vétSiny proteinl u vzorku LD80 po oSetieni RITA je shodna s odpovédi AML linie MV4-11.
Vysledky western blotové analyzy vypovidaji o tom, Ze RITA indukuje apoptéozu ve vSech

testovanych vzorcich primarnich bungk, jeji rozsah a prub¢h jsou ale odlisné.
Analyza proteinli po oSetfeni RG7112 u primarnich AML bungk:

Podobn¢ byla analyzovéna hladina proteinti po oSetfeni primarnich AML bunék
inhibitorem RG7112. U v8ech vzorkl je dle naSich ofekavani pozorovéna zvySend hladina
Mdm?2, p53 a jeho fosforylované formy p53pS392, a proteinli p21 a Puma transkripéné
zéavislych na p53. U dvou vzorkd (LD78, LD80) nachdzime také zvySenou expresi dal§iho
transkripéniho cile p53, proapoptotického proteinu Bax. Zajimavé je, Ze také hladina
antiapoptotického Bel-xL je u vSech vzorkii zvySend. Ve srovnani s kontrolou je snizend hladina
transkripéniho faktoru c-Myc (LD79, LD80) a fosforylace NPMpS4 (LD78, LD79).
Fragmentaci proteinu PARP nachdzime pouze u LD80, aktivaci kaspazy do jisté miry i v LD79.
Bez vyrazné zmény hladiny jsou p53pS46 (LD78, LD79), p53pS15 (LD78, LD79), Mcl-1
(LD78, LD79), NPM (LD78, LD79, LD80), NPMpT199 (LD78, LD80), NCL (LD78, LDS8O0),
NOXA (LD79, LD80). Hlavni band Bcl-2 je beze zmény a band s niz§i molekulovou hmotnosti
je vyrazny také pouze u LDS8O0.

Nejvice senzitivni k RG7112 se tedy zda byt vzorek LD80. Dochdzi u néj ke Stépeni
PARP, Bcl-2 i kaspazy 3, dale je zvySena fosforylace p53 na serinech 15, 46 a 392. V ostatnich
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dvou vzorcich detekujeme zmény ukazujici na pfitomnost primarniho efektu nutling, tedy

zvySeni exprese Mdm?2 a aktivace p53, ale v ¢ase odbéru vzorku bylo pfitomno jen minimum

dal$ich ukazatel apoptdzy. Pro detailnéjsi zhodnoceni efektu RG7112 na tyto buniky by proto

bylo potieba sledovat vliv inhibitoru v delsim ¢asovém tseku.
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Obrazek 21 - Western blot analyza vybranych proteinii u primarnich AML bunéek (LD78, LD79,
LD&0) po osetreni 1 uM RG7112 (RG) a 2 uM RITA po dobu 24 hod. Kontrolni vzorek bez

oSetreni inhibitory (K).
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5.1.4 Vliv inhibitori na bunéény cyklus u AML linii (MV4-11, MOLM-13)

Pomoci pritokového cytometru jsme zméfili zastoupeni jednotlivych fazi bunécného
cyklu u AML linii (MV4-11, MOLM-13) po oSetfeni inhibitory RG7112 (1 uM, 2 uM, 4 uM)
a RITA (0,5 uM, 1 uM, 2 puM) v ¢asovém intervalu 24 hod a 48 hod (obrazky 22 a 23). SubGl
faze ukazuje procento apoptotickych bunék, pro které je charakteristické snizené mnozstvi
DNA, morfologické zmény a jadernd kondenzace (Plesca et al. 2008). Jako kontrola byly
pouzity buiiky neoSetfené inhibitory, které byly kultivovany stejnou dobu jako oplisobené

burnky.

U bunécéné linie MOLM-13 (obrazek 22) je se zvySujici se koncentraci RG7112
po 24 hod pozorovano vyssi procento apoptotickych bunék (ptiblizné 30-60 %), (obrazek 22,
A). Po48 hod se u RG7112 zvySuje mnozstvi apoptotickych bunék a tento efekt nartista
se zvySujici se koncentraci inhibitoru (obrazek 22, B). ZvySuje se také frakce bunék
nachéazejicich se v S-fazi, coZz obvykle znamend spusténi opravnych mechanismu
pted pfipadnym piechodem k bunéénému déleni. Oproti tomu po oSetfeni RITA (24 hod)
vykazuji bunky linie MOLM-13 ve srovnani s kontrolou pouze o jednotky procent vice
apoptotickych bun¢k. V ¢asovém intervalu 24 hod pozorujeme vyssi procento bunek v G2/M
fazi, po 48 hod se zvySuje zastoupeni bunék v S fazi. To sv€d¢i pro postupnou zéastavu
bunécéného cyklu v pfechodu mezi S a G2 fazi (obrazek 22, B). Zmény opét koreluji s vysledky
meéfeni proliferace a viability, tedy vlivem RITA je sniZena proliferace v disledku zastavy
bunécného cyklu a spusténi opravnych mechanismi, zatimco po oSetieni RG7112 jiZ je patrny

1 znacny pokles viability.
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Obrazek 22 - Faze bunécného cyklu (G1, S, G2, subGl) linie MOLM-13 mérené priitokovym
cytometrem. Buiiky byly osetreny inhibitory RITA (0,5 uM, 1 uM, 2 uM) a RG7112 (1 uM, 2 uM,

4 uM, oznaceno RG) po dobu 24 hod (A) a 48 hod (B). Kontrola predstavuje vzorek neosetieny
inhibitory (K).

U bunécné linie MV4-11 (obrazek 23) po oSetfeni RITA nachdzime vysoké procento
bun¢k v subGl1 fazi v podstaté¢ ve vSech vzorcich, spolecné s vysokym zastoupenim zivych
bun¢k v S-fazi. Se zvysujici se koncentraci RITA pak pozorujeme také dramatické snizeni
frakce bunék v G2/M fazi, coz dale potvrzuje vysokou toxicitu RITA pro tuto bunécnou linii.
Naopak buitky MV4-11 oSettené RG7112 vykazuji jen malé zmény oproti kontrole, v¢etné

procenta apoptotickych bunék v obou sledovanych ¢asovych bodech.
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Obrazek 23 — Faze bunécného cyklu (G1, S, G2, subG1) linie MV4-11 po oSetieni inhibitory RITA
a RG7112 (RG) o riznych koncentracich po dobu 24 (A) a 48 hod (B). Vystup byl ziskany mérenim
prutokového cytometru. Pouzité koncentrace inhibitoru byly 0,5 uM, 1 uM nebo 2 uM pro RITA a
1 uM, 2 uM nebo 4 uM pro RG7112. Jako kontrola byl vyuzit vzorek bunek neosetreny inhibitory
(K).

5.2 VySeti‘eni exosomovych markeri a typu interakce exosomi s cilovymi
bunkami
Druhou ¢asti diplomové prace je analyza exosomi produkovanych AML buiikami
a jejich interakce s cilovymi buitkami. Vyuzili jsme pfechozich zkuSenosti s bunécnou linii
K562 pochazejici od pacienta s CML (Hrdinova et al. 2021; Biezinova 2022) a aplikovali jsme
stejny postup izolace exosomtl na nas panel AML linii a bunkky AML pacientl, s mirnymi

upravami prubéhu kultivace optimalizovanymi pro AML buiiky.

5.2.1 Detekce exosomovych markerii a proteinii v exosomovych lyzatech a jejich
materskych burikach
Pro ovéfeni spravnosti metody jsme pro izolaci exosomil nejprve pouzili jiz zndmy
model linie K562, posléze jsme stejny postup aplikovali na linii MV4-11. V souladu
s postupem prezentovanym v praci Hrdinova et al. (Hrdinova et al. 2021), jsme vytvofili lyzat

z 1zolovanych exosomil, ve kterém jsme prostiednictvim elektroforézy a western blotu
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analyzovali hladinu specifickych markera. Stejnym zptisobem jsme vysSetfili také lyzat
z matefskych bun¢k. Pro zjisténi relativni koncentrace vzorkl byla také vzdy vySetfovana
hladina B-Aktinu. Vysledky western blot analyzy jsou znazornény na obrazku 24.
Transmembranovy tetraspaninovy protein CD9 je detekovany témér vyhradné v exosomech,
ve vzorcich MV4-11, a vzorcich K562 rtiznych biologickych opakovanich (K562 (1) a K562
(2)). Dalsim exosomovym markerem je CD81, opét zrodiny tetraspaninli, ktery rovnéz
nachazime podstatn¢ koncentrovanéjsi v exosomovych lyzatech nez v celobunéénych lyzatech.
Oba markery detekujeme ve vys$i mife v exosomech pochazejicich z linie K562. Hladina
interniho standardu B-Aktinu je podle o¢ekdavani mnohem vyssi v celobunéénych lyzatech
nez v lyzatech exosomt, avsak pro vyuziti jako interniho standardu je jeho mnozstvi ve vSech

vzorcich dostacujici.

i ——— g 3 CD9
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— — - s | (-Aktin
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(1) (2) (3)

Obrazek 24 - Western blot exosomovych vzorkii (exo) a jejich materskych
bunécnych lyzatii (ly) z leukemickych linii (MV4-11 a K562). Byly vysetreny
hladiny proteinit CD9 a CDS81, hladina p-Aktinu slouzi jako kontrola
nanasky.

V dalsi sad€ experimentil byly izolovany exosomy z linie K562 a z 5 studovanych AML
linii (KG-1, MV4-11, MOLM-13, OCI-AML2, OCI-AML3), a také ze dvou pacientskych
vzorkl (oznac¢enych jako LD76 a LD77). Vysledky jejich proteomické analyzy jsou zndzornény
na obrazcich 25 a 26. Hladina exosomovych markeri CD9, CD81 a CD63 se mezi exosomy
z raznych linii 1181, nejvyssi hladina CD81 je pozorovana u exosomt pochdzejicich z KG-1,
MOLM-13, OCI-AML2 a naopak nejnizsi hladina u leukodepleci LD76 a LD77. MnoZstvi CD9
znaku je opé€t nejvyssi u exosomti z MOLM-13, OCI-AML2, a také LD76 a LD77, naopak
velmi nizka je hladina tohoto znaku u K562 a OCI-AML3. Marker CD63 je pozorovan ve v§ech
exosomovych vzorcich, avSak s riznou intenzitou. V celobunéénych lyzatech vytvotfenych
z peletu bunék pouzitych pro izolaci exosomu jsou exosomové markery pozorovany snizené,

piipadné viibec nejsou piitomny (vyjimkou je CD9 u LD76 a CD81 u OCI-AML3). Krom¢
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exosomovych markert jsme v této sad¢ vzorki vysetrovali také hladiny nékterych proteinil,
které¢ jsme v piechozi kapitole identifikovali jako dulezité z hlediska u¢inku RG7112 nebo
RITA. Pfitomnost téchto proteinli v exosomech by totiz mohla signalizovat jejich zapojeni
v ovlivnéni reakce cilovych buncék na oSetfeni 1éCivy. V rtizné mife detekujeme jadérkové
proteiny NCL, NPM a fibrilarin (FBL), stejné jako vétSinu s apoptézou souvisejicich proteint,
tj. p53, Mcl-1, Bcl-2, Bel-xL a Bax. Zajimavé je, Ze témét vSechny jadérkové proteiny jsou vice
detekovany u exosomil z primarnich vzorkli nez z linii, pfestoze jejich relativni exprese
v buiikach je v porovndni s liniemi casto spiSe niz8i. Tato skutecnost je blize zkouména

v nasledujici kapitole (5.2.2.).

Exosomy Bunécné lyzaty k exosomim
ﬁ"“‘!‘. CcD63 Er-:-.-: :. CD63
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-1 = | B P |03 | == == == = = — | B AKtin

[ T ™~ K562 KG MV MOLM OCI2 OCI3 LD76 LD77
ep . Mcll

| R = - ""l BcIXL

| R — ﬁ~|3clz

Nt = BAX

| —_— - - — ~—_—-v| B-Aktin

K562 KG MV MOLM OCI2 OCI3 LD76 LD77

Obrazek 25 — Western blot analyza exosomovych markerii (CD63, CD81 a CD9) a jadérkovych proteinii (NCL, NPM, FBL) v
exosomovych vzorcich a jejich bunécnych lyzatech. V exosomovych vzorcich byla dale testovana hladina tumor-supresorového
p33, antiapoptotickych proteinii (Mcl-1, Bcl-2 a Bcl-xL) a proapoptotického proteinu Bax. V tomto experimentu byly vyuzity
vzorky: CML linie (K562), AML linii (KG-1 (KG), MV4-11 (MV), MOLM-13 (MOLM), OCI-AML2 (OCI2), OCI-AML3 (OCI3))
a primarni AML bunky (LD76 a LD77). Hladiny p-Aktinu slouzi jako interni kontrola.

Bloty z exosomovych lyzatu bez depleci
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Obrazek 26 - Western blot analyza exosomovych lyzatii (K562, KG-1
(KG), MV4-11 (MV), MOLM-13 (MOLM), OCI-AML2 (OCI2),

OCI-AML3 (OCI3)) bez vzorkii leukodepleci. 69



5.2.2 Exosomy z bunék oSetfenych RG7112 nebo RITA

Jak bylo popsano v piedchozi kapitole, exosomové lyzaty z primarnich bun¢k obsahuji
vys$§i mnozstvi proteind souvisejicich s apoptdzou i jadérkovych proteintl. Jednim z moznych
vysvétleni je, Ze primarni buiikky béhem kultivace odumiraji ve vét$i mife nez bunky linii
a mohou tedy do exosomu uvoliiovat vice téchto proteinti, ptipadné uvoliuji jesté dalsi malé
utvary, napiiklad apoptoticka téliska, které se mohou ve vysledném izolatu vyskytovat. Ve tieti
sad¢ analyz jsme pouzili nékteré pivodni vzorky exosomovych lyzatd (K562, MV-EXOI,
LD76 a LD77), které¢ jsme porovnali s dal§imi vzorky ziskanymi z linie MOLM-13
a pacientského vzorku LD78 a dvojici vzorki izolovanych z linie MV4-11: z intaktnich bunék
a bun¢k oSetfenych 2 uM RITA, pro navozeni stavu vzorku podobného primarni kultuie
(z hlediska bun&éné viability). Uginek RITA na AML linii MV4-11 byl popsan vyse
(prostfednictvim rastové kiivky, transkripce, proteinovych hladin, bunécného cyklu,

viz kapitoly 5.1.1,5.1.2,5.1.3 a 5.1.4).

Western blot analyza této sady vzorkli je zobrazena na obrazku 27. Exosomy
z primarnich bunék (LD78) obsahuji vysokou koncentraci exosomového markeru CD81 1 dalsi
markery CD63, CD9 (nejvyssi mnozstvi ze vSech), naopak z jadérkovych proteini v tomto
vzorku nachazime vy$§i mnoZstvi pouze NPM. Nicméné exosomy z linie MV4-11 (EX020)
po osetieni RITA skuteéné obsahuji zvySené mnozstvi jadérkovych proteini (NPM, NCL,

FBL) relativné k B-Aktinu a ve srovnani s kontrolou.

I vtéto sadé vzorkll je vidét, Ze se exosomové lyzaty z riznych bunéénych
leukemickych linii a primarnich AML bunék 1i8i v hladindch exosomovych markeri CD81,
CD9, CD63. Mnozstvi exosomovych markert, zejména CD81, se 1i§i 1 mezi exosomy z téze

linie (viz napt EXOI a kontrolni vzorek EXO20 z linie MV4-11).
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Obrazek 27 — Western blot exosomovych frakci z leukemickych linii (K562
(EXO1-K562), MV4-11 (EXO1-MV), MOLM-13 (EXO6-MOLM), primdrnich
bunek (LD76, LD77, LD78) a linie MV4-11 po oSetreni 2 uM RITA
(EXO20(MV)-RITA) a kontrolniho vzorku (EXO20(MV)-K). Byla vysetiena
hladina exosomovych markeri (CD81, CD63, CD9) a jadérkovych proteini
(NCL, NPM, FBL) relativné vici p-Aktinu.

Abychom detailnéji otestovali hypotézu, ze exosomy z apoptotickych bun€k obsahuji
vy$$i mnoZstvi jadérkovych proteind, byla k jiz existujici dvojici exosomil z linie MV4-11
podobné vytvotena dvojice exosomovych lyzatl z linie MOLM-13. Vzorek piedstavujici zdroj
apoptotickych bun¢k byl v tomto piipad€ oSetien 1 uM RG7112, o némz jsme diive ukazali,
7e vyvolava v této bunécné linii apoptdzu. VSechny vzorky byly vySetfeny na pfitomnost znaki
CDS81, CD63, CD?Y, jadérkovych proteintit NCL, NPM, FBL a anti-/proapoptotickych proteint
Bcel-xL, Bel-2 a Bax (obrazek 28). Podobné byly analyzovany i ptisluSné celobunécné lyzaty,
u nichz byla navic testovana mira apoptdzy pomoci fragmentace PARP a aktivace kaspazy 3

a hladina p53.

Mnozstvi CD znakli v exosomovych lyzatech se tentokrat nelisi nijak vyrazné, ve vSech
vzorcich nachdzime dostateCnou hladinu téchto markeri, abychom dokézali, ze vzorek
skutecné obsahuje exosomy. V exosomovych lyzatech z obou apoptotickych vzorki je opét
pozorovan zvyseny obsah jadérkovych proteini (NCL, NPM, FBL) ve srovnani s kontrolou,

mirné jsou zvySeny také hladiny proapoptotického proteinu Bax a antiapoptotického Bcl-xL.

71



Stépeny fragment Bcl-2 je v malé mife vidét i v exosomovém lyzatu. Z této analyzy vyplyva,
ze pokud vzorek obsahuje vysoké procento apoptotickych bunck, miizeme v uvolnénych

exosomech detekovat proteiny souvisejici s apoptdzou a také jadérkové proteiny.

Bunééné lyzaty obsahuji St€épeny PARP a mirné §tépenou kaspazu 3 na diikaz apoptdzy
v oSetfenych bunkach, v kontrole je PARP §tépeny mén€. V obou oSetfenych vzorcich se také
objevuje apoptoticky fragment Bcl-2. Zmény v jadérkovych proteinech nejsou na rozdil
od exosomovych vzorkii nijak systematické, pro NCL v linii MV4-11 pozorujeme mirné
sniZeni hladiny, zvySeni naopak detekujeme u FBL v linit MOLM-13, ale pro potvrzeni téchto

trendl by byl potieba vétsi soubor vzorki.
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Exosomy (MV4-11) Exosomy (MOLM-13)
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Obrazek 28 - Western blot analyza exosomovych lyzatit z bunék (MOLM-13, MV4-11) po osetient inhibitory (RG7112 (RG),
RITA) a kontrolni vzorek (bez osetreni, oznacen K). Ddle je zobrazena analyza bunécnych lyzdtii (oSetiené inhibitory,
kontrolni (K)), z kterych byly tyto exosomové vzorky ziskany. VSechny vzorky byly vySetreny na pritomnost CD znaki,
Jjadérkovych proteini, antiapoptotickych proteinii a proapoptotického proteinu. U bunécnych lyzatu byla navic zjistovana
mira apoptozy (kaspaza 3, PARP) a hladina proteinu p53.

5.2.3 Typy interakce exosomi s bunéénou membranou

Soucasné s ¢asti uréenou k piiprave lyzatu byla druhé ¢ast exosomt izolovanych z linie
K562 a z panelu AML linii pouzita k lokalizaénim experimentim. Tato ¢ast vzorku byla
z peletu resuspendovana v PBS, obarvena barvivem CFSE a koinkubovana s buiikami
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vybranych linii. Zplsoby interakce exosomil s bunécnou membranou byly pozorovany

prostiednictvim konfokalniho mikroskopu.

Prvné byly vyizolovany exosomy z CML linie (K562) pro opakovéani pokusu
z publikace (Hrdinova et al. 2021), aby byly ovéfeny nase podminky pro spravnou izolaci
exosomi, pripadné¢ byla moznost optimalizace této metody pro jiz ovéfenou internalizaci
exosomu z K562 linie do matefskych bun€k. Tento experiment byl proveden ve 4 biologickych
opakovanich. Protoze sterilizace ultracentrifugacnich zkumavek je téméf neproveditelna,
vysledna suspenze obarvenych exosomu neni sterilni. Pro koinkubaci s buitkami je tedy tieba
suspenzi prefiltrovat, abychom se zbavili pfipadné kontaminace. Porovnani vzorki, k nimz byla
pridana bud’ suspenze s exosomy bez filtrace (obrazek 29 A, B, C) nebo po prefiltrovani
(obrazek 29 D) navic ukézalo, Ze v nefiltrované suspenzi se exosomy vyskytuji ve velkych
shlucich, které nespecificky adheruji na povrch bun€k (zejména v jejich kontaktech) a jejich
fluorescence je intenzivnéjsi nez signal internalizovanych exosomi v burice. Filtrace je tedy
dilezitd i z toho divodu, Zze prichodem ptes filtr se exosomova suspenze homogenizuje.
Optimalizace spocivala predevsim v testovani vhodnych filtrii pro filtraci a riznych potradi
filtrace, objemu pfidaného média a fedéni vysledné exosomové suspenze. Ve vSech vzorcich
byla potvrzena internalizace exosomt do bunék linie K562, vyskyt exosomil v mezibunééném
prostoru se vyrazné omezil filtraci. V bunkach se exosomy koncentruji v oblasti kolem
organiza¢niho centra mikrotubult (MTOC). Prib¢h internalizace exosomi byl dale sniman
v intervalech po 30 min (obrazek 30), internalizované exosomy jsme obvykle schopni detekovat
po 90 min, Casova zavislost subcelularni lokalizace ale Zadna detekovana nebyla. V nékterych
biologickych opakovanich internalizace trvala delsi ¢as (i 5 hodin) a rovnéz intenzita méfené
fluorescence se pro jednotlivé vzorky liSila. Po 24 hod inkubaci byly exosomy vZdy bezpecné

pozorovany uvnitt bunék linie K562.
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Obrazek 29 - Neprefiltrované exosomy (obarvené CFSE, zelend) z K562 koinkubované po dobu 20 hod s K562 buiikami,
internalizuji do bunek, ale také tvori vétsi shluky v jejich kontaktech, méritko 10 um (A, B, C). Na obrazku D jsou zndzornény
prefiltrované exosomy (obarvené CFSE) z K562 a nasledné po dobu 20 hod inkubovany s buiikami K562, netvori velké shluky
a jsou bunkami internalizovany, méritko 20 um.
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Obrazek 30 — Exosomy (obarvené CFSE, zelena) z K562 byly inkubovany s buitkami téze linie a sledovany v casovém
intervalu 30 min (na obrazku zndzornény casové useky 0 min, 60 min, 2 hod, 4 hod, 11 hod, 20 hod), po 60 min se
exosomy zacinaji objevovat v bunkdch a po 4 hod jsou s vyssi intenzitou pozorovany ve vSech burikach, meritko 20 yum.
Posledni obrazek zndazornuje internalizaci po 20 hod, méeritko 10 um.
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Abychom lépe charakterizovali chovani exosomu pfi vstupu do bunék, byly exosomy
z linie K562 alternativné inkubovany s fibroblasty (bunéc¢na linie HS-5), tentokrat provedeno
ve 3 biologickych opakovanich. I pfi této inkubaci doslo k internalizaci exosomu (obrazek 31).
Exosomy nejcastéji tvoii ostriivky v cytoplazmé mezi jddrem a bunénou membranou, jsou
pozorovany 1 ve vybéZcich bunék, z vnéjsi strany bunééné membrany ¢i je pozorovan mozny
pfenos exosoml mezi buiikami. Pro leps$i vizualizaci lokalizace exosomu v zivych buitkédch
byly bunécné organely nékterych vzorkii fluorescenéné obarveny (obrazek 31, 32), jadro
barvivem Hoechst33342, mitochondrie sondou MitoTracker Red. Nékteré vzorky bunék
kokultivovanych s fluorescencné znaenymi exosomy byly fixovany a bunééné organely byly
dobarveny specifickymi protilatkami (obrazky 33 a 34). Pro vizualizaci mitochondrii byly
pouzity mitochondridlni protein COX IV ¢i cytochrom c, mikrotubuly byly oznaleny

protilatkou proti 14-3-3 a plazmatickda membrana protilatkou proti povrchovému proteinu Talin.

Obrazek 31 — EXO4 Obarvené exosomy (CFSE, zelend) z K562 linie koinkubovany po dobu 20 hod s HS-5 buiikami. Je
pozorovana moznd komunikace bunék prostiednictvim exosomii (A, méFitko 10 um), ¢i internalizace exosomii v HS-5 bunkdch
(B, méritko 20 um). Jadra jsou dobarvena barvivem Hoechst33342 (modra).
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Obrazek 32 - EXO14 Obarvené exosomy (CFSE) z K562 linie inkubované 20 hod s HS-5 linii (A, B), jsou pozorovany
charakteristické ostrivky exosomii mezi jadrem (Hoechst33342, modre) a membranou, mitochondrie jsou vizualizovany
cervené (barvivo MitoTracker Red), méritko 10 um (A, B). Vpravo (B) je pouze signal z exosomii.

Obrazek 33 - EXO17 Burky (linie HS-5) byly koinkubované s exosomy (znacenymi
zelené, barvivo CFSE) z K562 linie, pak fixované a dale obarvené: jadro (modre,
Hoechst33342), mitochondrie (magenta, COX 1V) a mikrotubuly (oranzove,
14-3-3), meritko 20 um.
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Obrazek 34 - EXO17 Bunky (linie HS-5) byly koinkubované s exosomy (znacenymi
zelene, barvivo CFSE) z K562 linie, nasledné byly bunky fixované a dale obarvené
pro vizualizaci jadra (modrd, Hoechst33342), mitochondrii (oranzova, cytochrom c)
a membranovych struktur (magenta, Talin), méritko 20 um.

Exosomy z K562 linie byly déale koinkubovany také s AML liniemi (MOLM-13
a MV4-11), ale v tomto ptipad¢ jsme internalizaci exosomi do bunék nepozorovali, exosomy
byly nalezeny pfichycené z vnéjsi strany cytoplazmatické membrany jen v malych oblastech.
Pro lepsi vizualizaci a porovnani s internalizaci do linie K562 byly vzorky zfixovany a jejich
bunécné organely obarveny specifickymi protilatkami pro vizualizaci mikrotubul (protein
14-3-3) a mitochondrii (mitochondrialni protein COX IV) (obrazek 35). Vzhledem ke zptisobu
piipravy fixovaného vzorku, tedy centrifugace a promyti bunécné suspenze, 1ze predpokladat,
ze exosomy nespecificky interagujici s buitkami se pii tomto procesu odmyji. Pozitivni signal
od exosomil na bunééné membrané ve fixovaném vzorku tedy naznacuje, Ze kontakt

mezi exosomem a bunikou je pravdépodobné specificky a tedy pevny.
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Obrazek 35 - EXO17 Zfixovany vzorek, obarvené exosomy (zelene, CFSE) koinkubovany a internalizovany do své zdrojove
linie (K562), koinkubovany a pozorovany prisedlé (MOLM-13 a MV4-11). Jadra jsou obarvena modre (Hoechst33342).
Buniky byly po inkubaci s exosomy zfixovany a obarveny specifickymi protilatkami pro mitochondrialni protein COX IV
(magenta) a mikrotubuly 14-3-3 (oranzové), na obrazku Ize vidét vsechny kandaly, pripadné jen mitochondrie a exosomy, ¢i
mikrotubuly s exosomy, méritko 5 um.
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V dal8im biologickém opakovani (obrazek 36) byl pozorovan aktivni kontakt exosomu
z K562 s bunéénou membranou linie MOLM-13 snimany v riznych ¢asovych intervalech
(2 hod, 5 hod a 20 hod). Tento kontakt ptfetrval i poté, co byl vzorek po 20 hod inkubaci sto¢en
na 5 min/500g a resuspendovan v PBS (obrazek 37).

hned po smichani po 2 hod po 20 hod

Obrazek 37 - EXO2 Obarvené exosomy (zelené,
CFSE) z K562 po 20 hod inkubaci s MOLM-13 a
nasledném stoceni 500g, 5 min a resuspendovani
v PBS, méritko 5 um.

Prekvapivé odlisné chovani exosomt v prostiedi bunék rtznych linii vyzaduje dalsi
experimenty, jejichZ cilem je zjistit, zda typ interakce exosomil s buiikami souvisi s typem
zdrojovych bunék, ze kterych byly exosomy vyizolované, ¢i s typem cilovych bunégk, se kterymi
jsou exosomy koinkubované. Piedesly experiment byl tedy zopakovan pro exosomy z AML
linie. Konkrétné byly izolovany exosomy z linie MOLM-13, které jsme koinkubovali s liniemi

MOLM-13, K562 a HS-5 a také se vzorkem primarnich AML bun¢k (LD78).
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Obrazek 38A ukazuje, Ze exosomy z MOLM-13 neinternalizuji do svych matefskych
bun¢k. Obarvené exosomy se stejné jako exosomy z K562 na buiiky ptichyti zvenci a tam pak

dlouhodobé¢ zlstavaji. Bunky linie K562 naopak internalizuji i tyto exosomy (obrazek 38B).

Obrazek 38 — EXO16 Exosomy (obarveny CFSE, zelene) z MOLM-13 po 20 hod inkubaci s MOLM-13 jsou pFichyceny zvenci
na bunkach (A), naopak do linie K562 jsou tyto exosomy internalizovany (B), meFitko 10 um.

Exosomy z MOLM-13, stejné jako ty z K562, internalizuji do linie HS-5. Pro lepsi
vizualizaci a charakterizaci subceluldrni lokalizace exosomi v téchto buiikdch byly vétsiné
vzorkli dobarveny jadra a mitochondrie (obrazky 39, 40, 42, 43). Exosomy jsou nejcasteji
pozorovany v cytoplazmé (obrazek 39A, 40B, 42, 43), objevuji se opét v bunécnych vybézcich
(obrazek 39B, 40A, 43) v blizkosti cytoplazmatické membrany a nékdy jsou také pozorovany
ptisedlé na membranach. U jednoho vzorku po 48 hod koinkubace exosomt s buitkami HS-5
meéni tyto bunky svoji morfologii, zmensSuji se a protahuji své vybézky, a v téchto vybezcich
jsou pozorovany obarvené mitochondrie a exosomy (obrazek 39B). Redistribuce téchto
exosomil byla v HS-5 sledovana také v riiznych ¢asovych intervalech 10 min, 45 min, 5:30 hod
a 22 hod (obrazek 41), po 10 min jsou exosomy u nékterych bunék pozorovany u membrany,
a po 45 min je mozné je pozorovat internalizované, v ¢ase 5:30 hod jsou exosomy pozorovany
v bunikach ve shlucich. Exosomy z MOLM-13 byly také pozorovany pii mozné komunikaci
s bunikami (obrazek 42). Pro podrobnéjsi sledovani lokalizace internalizovanych exosomt byly

nékteré tyto vzorky zfixovany (obrazek 44) a oznaCeny specifickou protilatkou 14-3-3
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pro mikrotubuly. Opét byly exosomy pozorovany v cytoplazmé mezi jadrem a membranou

¢i ve vybézcich. Tento experiment byl proveden ve 4 biologickych opakovanich.

Obrazek 39 - EXOS5 Exosomy (obarveny CFSE, zelené) z MOLM-13 internalizuji do HS-5 a jsou lokalizovany v oblasti
cytoplazmy (4). Po delsi koinkubaci HS-5 s exosomy z MOLM-13 méni buiiky svoji morfologii, protahuji své vybézky a jsou
v nich lokalizovany exosomy a mitochondrie (B). Bunécna jadra obarvena modre (Hoechst33342) a mitochondrie cervené
(MitoTracker Red), méritko 20 yum.

Obrazek 40 - EXO7 Exosomy (obarveny CFSE, zelené) z MOLM-13 koinkubované s HS-5 po dobu 24 hod. Obarvené
exosomy jsou pozorovany predevsim v protruzich. Pro lepsi predstavu o lokalizaci exosomit v burikdach byly obarveny jadra
(modre, Hoechst33342) a mitochondrie (cervené, MitoTracker Red), méritko 20 um (A). V jiném vzorku téhoz pokusu byly
exosomy pozorovany spise v okoli jadra (B, méritko 10 um).
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10 min 45 min

5:30 hod 20 hod

Obrazek 41 - Obarvené exosomy (CFSE, zelené) z MOLM-13 a jejich snimana koinkubace s linii HS-5
v riiznych casovych intervalech (10 min, 45 min, 5:30 hod a 22 hod), méritko 20 um.

"

Obrazek 42 — Exosomy (fluorescencné znacené CFSE, zelené) z MOLM-13 koinkubované 24 hod s HS-5, jadro
obarveno Hoechst33342 (modie) a mitochondrie MitoTracker Red (cervené). Na obrazku je vidét detail komunikace
mezi buntkami, které se pravdépodobné ucastni i exosomy, méritko 5 um.
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Obrazek 43 — EXO7 Exosomy (CFSE, zelené) z MOLM-13 koinkubované po dobu 24 hod s HS-5 a internalizované v okoli jadra ci
v protruzich, u kazdé bunky odlisné. Jadro obarveno Hoechst33342 (modie) a mitochondrie MitoTracker (Cervené). Snimky v radeé
zobrazuji vidy pouze vybrané kombinace spektralnich kandalii, méritko 10 um.
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BEERF g : Single Slice

Obrazek 44 - EXOI16 Znacené exosomy (CFSE, zelené) z MOLM-13 koinkubované s HS-5 a nasledné byl vzorek
zfixovany a mikrotubuly oznaceny 14-3-3 (oranzové). Jadra jsou obarvena Hoechst33342 (modre). Pozorovana je riiznd
lokalizace exosomii, tedy mezi jadrem a membranou (blize jadru ¢i membrané), nebo ve vybezcich bunék. Meritko 10 um.
Zobrazeny jsou vSechny kanaly s prochazejicim svétlem, pripadné pro lepsi kontrast bez prochazejictho svétla.

Pfi inkubaci exosomi z MOLM-13 s primarnimi AML buitkami nebyly zaznamenany
zadné zmény, pouze drobné shluky exosoml adherované k membrané z vnéjsi strany bunék.
Vzhledem k vysledkiim ptfedchozich experimentii tedy pfedpokladame, Ze charakter interakce

exosomi s cilovymi buiikami zavisi na typu cilovych bunék.

Pro ovéteni této hypotézy byl dile sledovan osud exosoml z dalSich AML linii
(MV4-11, OCI-AML2, OCI-AML3, KG-1) po inkubaci s bunkami linie HS-5. Podle
piedpokladu pozorujeme exosomy ze vSech AML linii internalizované v bunikach (obrazek

45-47), jsou lokalizovany v cytoplazmé (v okoli jadra, ¢i blizko membrany) (obrazek 45, 46)
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1ve vybézcich téchto bunck (obrazek 45A, 46A). Exosomy z linie KG-1 jsme v HS-5
pozorovali v ¢ase a snimali zmény jejich lokalizace v buiikach po dobu 16 hod, snimek po 9 hod
a 16 hod zndzornén na obrazku 47. U nékterych vzorkd byly opét pro lepsi vizualizaci

dobarveny jadra (Hoechst33342) a mitochondrie (MitoTracker Red).

B

Obrazek 45 - EXOS5 Exosomy (obarveny CFSE, zelene) z MV4-11 pozorovany internalizovany v cytoplazmé (A), pripadné
specificky blize membrané (B) a vybéZcich HS-5 (A). Jadro (modra, Hoechst33342), mitochondrie (cervené, MitoTracker Red),
meéritko 10 um. Pozorovani po 20 hod inkubaci.

A

Obrazek 46 - Exosomy (znaceny CFSE, zelené) z OCI-AML2 (A) a OCI-AML3 (B) internalizovany v linii HS-5 po 20 hod
inkubaci. Exosomy jsou lokalizovany v okoli jadra, i ve vybézcich, méritko 10 um.
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16 hod

9 hod

Obrazek 47 - Znacené exosomy (CFSE, zelené) z linie KG-1 byly inkubovany s buiikami HS-5 ve dvou c¢asovych intervalech
(9 hod a 16 hod), v ¢ase 9 hod jsou exosomy lokalizovany vice kolem jadra. Méritko 5 um (9 hod) a 10 um (16 hod).

Pro ovéfeni dalsi ¢asti naSi hypotézy, tedy ze do AML bunék neinternalizuji
ani exosomy z téchto bun€k pochazejici, byly exosomy z AML linii MV4-11, OCI-AML2,
OCI-AML3 a KG-1 inkubovany se svymi matefskymi buikami, pfipadné s jinymi AML
liniemi. Bylo potvrzeno, Ze exosomy neinternalizuji do svych matetskych bun¢k ani do jinych
AML linii, ale sporadicky se pfichyti na bunééné membran¢ (obrazek 49), stejné¢ jako bylo
popséano vyse pro exosomy z MOLM-13. Konkrétni zorné pole smési exosomt z OCI-AML2
bylo po 20 hod inkubaci se svymi matetskymi butikami sniméno v ¢asovém intervalu 450 min,
a tento shluk zistaval stale v kontaktu s pivodnimi buiikami. Stejné jako v piipadé exosomil
z linie K562 ziistavaji i tyto exosomy na membrané po stoceni bunék (300g, 5 min). Obrazek 50
ukazuje, Ze ani exosomy z AML linii neinternalizuji do jinych AML linii (testovano konkrétné

pro exosomy z MV4-11 koinkubovanych s butikami linie MOLM-13).
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Exosomy z MV4-11

Exosomy z KG-1

Exosomy z OCI-AML2 Exosomy z OCI-AML3

Obrazek 49 - Obarvené exosomy (CFSE, zelené) z MV4-11, KG-1, OCI-AML2, OCI-AML3 po 20 hod (OCI-AML3 po 48 hod)
koinkubaci se svymi materskymi burnikami. Exosomy jsou pozorované nalepené na buiikach, méritko 10 um.
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Obrazek 50 - EXO2 Exosomy (obarvené CFSE, zelené) z MV4-11
prichycené na MOLM-13 linii po 2 hod inkubaci, méritko 5 um.

V dal$im experimentu byly jako zdroj exosomu pouzity primarni AML bunky (LD76,
LD77, LD78). Také tyto exosomy byly koinkubovany s bunikami linii K562, HS-5, MOLM-13
a OCI-AMLS3. Stejné jako bylo popsano vyse, exosomy primarnich AML bunék internalizuji
do linii K562 a HS-5 (obrazek 51A, C), zatimco na AML buiky (MOLM-13, OCI-AML3)
se exosomy pouze prichyti (obrazek 51B). Casovy zaznam pak ukazal, Ze v priabéhu cca 2 hod
exosomy drzi pfichycené na jednom misté cytoplazmatické membrany. Jejich lokalizace

ale nijak nesouvisi se smérem nebo zptisobem pohybu bunky.
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Obrazek 51 — Exosomy (znacené CFSE, zelené) z LD77 po dobu 20 hod inkubované a internalizované do K562 (4) a
prichycené na membrané MOLM-13 (B), méritko 10 um. Exosomy z LD76 inkubované 20 hod a internalizované do HS-5
(C), jadro obarveno Hoechst33342 (modre) a mitochondrie MitoTracker Red (cervené), méritko 5 um.

5.3 Vliv piitomnosti exosomi na ucinek inhibitort v AML liniich

Poslednim dil¢im cilem prace bylo vySetfeni vlivu exosomi ze senzitivnich AML bunék
na ucinek inhibitord RG7112/RITA v rezistentni bunééné kultufe. Tento experiment se zaklada
na publikaci (Hrdinova et al. 2021), v niz je popsan exosomy zprostiedkovany pfenos rezistence
na imatinib v bunééné kultuie K562. Na zéklad¢ vysledki analyzy G¢inku inhibitord u AML
linii popsanych v kapitole 5.1. byly pro dal$i experimenty vybrany AML linie s opa¢nou mirou

senzitivity vii¢i jednotlivym inhibitortim, tedy linie MOLM-13 a MV4-11. Buiky rezistentni
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linie jsme inkubovali s exosomy ze senzitivni linie, v case 0 hod jsme do kultury piidali
inhibitor 2 uM RITA nebo 1 pM RG7112 a sledovali proliferaci a viabilitu bun€k po dobu
nejméné 48 hod. Ptislusné kontroly zahrnovaly vzorky bez exosomi i vzorky bez inhibitord,
celkem tedy byly pro kazdou situaci vytvoreny 4 vzorky: kontrola bez exosomu a inhibitoru,
kontrola s exosomy bez inhibitoru, vzorek bez exosomt s inhibitorem a vzorek bunck
s exosomy a inhibitorem. V prvnich experimentech jsme sledovali pouze kombinace
rezistentnich bun¢k + exosomy ze senzitivnich bunék, pticemz ve druhém z téchto pokust
(EXOS8) byly testovany dvé rizné koncentrace exosomi (1x a 4x). V poslednich 2 pokusech
(oznaceny MV46, MO26, MV47, MO27) byly z obou linii vytvofeny i opacné kombinace, tedy
inhibitor byl pfidan do kultury senzitivnich bun¢k s exosomy z rezistentni linie. Vzorky byly
kultivovany ve 12-ti jamkovych kultiva¢nich destickdch a nésledné byla kazdych 24 hod
meétena proliferace a viabilita téchto vzorkd. Experimenty vySetfujici pfenos senzitivity tedy
byly provedeny ve 4 biologickych opakovénich, analyzy pfenosu rezistence byly provadény
dvakrat. Vysledné rastové kiivky zjednotlivych experimentii (statisticky zhodnocené
se smérodatnou odchylkou) jsou znazornény na obrazcich 52 a 53. V zadné ze studovanych
kombinaci nebyl pozorovan statisticky vyznamny vliv pfitomnosti exosomi na proliferaci

a viabilitu po oSetfeni inhibitory u buné¢nych linii MOLM-13 a MV4-11.
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Obrazek 52 - Krivky proliferace (A) a viability (B) AML linie MOLM-13 po koinkubaci
s exosomy z linie MV4-11 (oznaceny ,,exo “), pripadné byly bunky v case 0 hod oSetieny 1 uM
RG7112 ¢i 2 uM RITA. Ke kazdému vzorku byly vidy vyrobeny prislusné kontroly bez exosomii
(Ctrl)/bez inhibitoru. Chybové usecky reprezentuji smerodatnou odchylku.
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Obrazek 53 — Krivky proliferace (4) a viability (B) AML linie MV4-11 koinkubované s exosomy
z MOLM-13 (oznaceny ,,exo ). Bunky byly v case 0 hod osetreny 1 uM RG7112 ¢i 2uM RITA.
Ke vzorkiim byly vyrobeny prislusné kontroly bez exosomii (Ctrl)/bez inhibitoru.

Tyto vzorky byly po 48 nebo 72 hod od ptidani inhibitorti a zméfeni hodnot pro rastovou
kiivku sklizeny do vzorkového pufru a analyzovany metodou western blot. Rlzné Casy
pro sklizen bun¢k byly u odliSnych experimentii (biologickych opakovani) stanoveny podle
procenta pfitomnych mrtvych bun€k. V prvnim pokusu byly buiky sklizeny po 72 hod
od pfidani inhibitori, ale pfi analyze bylo zjiSténo velké mnozstvi mrtvych bunék
a nehomogenita mezi jednotlivymi vzorky (oznateny EXOS, obrazek 54). U dalSich pokust
byla upravena pocatecni koncentrace nasazenych bunék a buiiky byly koinkubovany s exosomy
po dobu 48-72 hod od ptfidani inhibitorG a ndsledné sklizeny. Referenénim proteinem

pro kontrolu celkové koncentrace vzorkt je opét B-Aktin.
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Ve vétsin¢ experimentil byly vysetieny hladiny proteinti p5S3, PARP a kaspazy 3, které
poskytuji informaci o mite apoptdzy ve vzorku, a CD81 jako marker exosomu, ktery by m¢l
byt zvySen ve vzorcich obsahujicich exosomy (obrazky 54-57). Rysy apoptozy detekujeme
podobné jako v kapitole 5.1. zejména v buiikach linie MV4-11 po oSetieni RITA a v buiikach
linie MOLM-13 po oSetieni RG7112 (obrazky 56 a 57), bez zjevného efektu piitomnosti
exosomu v kultufe. Dokonce je PARP u vSech experimentt stépeny u MOLM-13 po oSetieni
RITA (1 puM i 2 uM) v kontrolnim vzorku bez exosomu (znaceno R ¢i RITA) i po inkubaci
s exosomy (oznaceno RE, REI, RE4 ¢i RITA + exo), stejn¢ jako kaspaza 3. Hladina p53 je
u vétsiny vzorkli zvySend po oSefeni inhibitory, avSak opé€t bez vlivu pfitomnosti exosomtl.
V mnozstvi markeru CD81 rovnéz nedetekujeme zadny systematicky rozdil mezi vzorky
bez exosomt a s exosomy. Celkove tedy vliv pritomnosti exosomu na reakci bun¢k po oSetieni

inhibitory nebyl zaznamenan ani na proteinové urovni.

U dvou experimentl, u kterych byly bunky MV4-11 a MOLM-13 oSetfeny obéma
inhibitory (ozna¢eny MV46, MO26, MV47, MO27, obrazky 56 a 57, popsano viz vyse), byly
navic stanoveny hladiny nékterych dalSich proteind, konkrétné Mdm?2, Bcl-2, CD9. Rozdil
mezi hladinou proteint u vzorku s exosomy a kontrolniho vzorku bez exosomi vétSinou nebyl
zaznamenan, s vyjimkou sniZzené hladiny proteinu Mdm2 u MV4-11 (MV46, MV47)
po oSetieni RG7112. Ani hladiny CD znakti a Hsc70, dalSiho zndmého proteinu casto
se vyskytujiciho v exosomech, neodrazeji pfitomnost exosomll a mezi jednotlivymi vzorky
se jejich mnozstvi lisi. Z uvedenych dat vyplyvd, Ze v pfipadé AML bunék nedochézi

prostiednictvim exosomu ke zvySeni senzitivity k 1é¢b¢, ale ani k prenosu lékové rezistence.
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Obrazek 54 — Western blot vzorkii EXOS. Buiiky MOLM-13 — kontrolni vzorek
(K), koinkubovany s exosomy z MV4-11 (KE), kontrolni po oSetient 2 uM RITA
(R), koinkubovany s exosomy z MV4-11 a oSetien 2 uM RITA (RE). A western
blot AML linie MV4-11 — kontrolni vzorek (K), koinkubovany s exosomy z
MOLM-13 (KE), kontrolni po oSetieni 1 uM RG7112 (R), koinkubovany
s exosomy z MOLM-13 a oSetreny 1 uM RG7112 (RE). Byly vySetieny hladiny
proteinii souvisejicich s apoptozou (PARP, kaspdza 3), proteinu p53 a kontrolni

p-Aktin.
EX08: MV4-11 (+1uM RG7112) EXO8: MOLM-13 (+ 1uM RITA)
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Obrazek 55 — Hladiny vybranych proteinii (PARP, p53, p21, CD81) u vzorkii oznacenych EXOS. Vlevo: Buiky MV4-11:
kontrolni vzorek (K), koinkubovany s mensim objemem exosomut z MOLM-13 (KE1), koinkubovany s vétsim objemem
exosomii z MOLM-13 (KE4), kontrolni vzorek po oSetieni 1 uM RG7112 (R), koinkubovany s mensim objemem exosomii
z MOLM-13 a osetren 1 uM RG7112 (REI) a vzorek koinkubovany s vétsim objemem exosomit z MOLM-13 a oSetren
I uM RG7112 (RE4). Vpravo: western blot AML linie MOLM-13 — vzorky byly oznaceny stejné jako u MV4-11, s
tim rozdilem, ze byly buiniky MOLM-13 koinkubovany s exosomy z MV4-11 a oSetieny 1 uM RITA. Délka koinkubace byla
48 hod od pridani inhibitoru.
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Obrazek 56 — Western blot analyza vzorkit bunék MV4-11 (MV46) a MOLM-13 (MO26) kokultivovanych s exosomy z opacné
linie (prislusné traté oznaceny ,, +exo*), pripadné oSetiené inhibitory (1 uM RG7112, 2 uM RITA) po dobu 48 hod a jejich
prislusné kontroly.
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Obrazek 57 — Western blot analyza vzorkii bunek MV4-11 (MV47) a MOLM-13 (MO27) kokultivovanych s exosomy (traté ,,+exo "),
pripadné oSetirenych inhibitory 1 uM RG7112 a 2 uM RITA (po dobu 72 hod) a jejich prislusné kontroly.
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6 DISKUZE

6.1 Utinek inhibitori interakce p53-Mdm2 u AML linii

Ob¢ 1é¢iva studovand v této diplomové praci jsou deklarovana jako inhibitory interakce
mezi Mdm2 a p53. Pro molekulu RG7112, kterd je optimalizovanou variantou nutlinovych
sloucenin, existuje fada studii, které toto tvrzeni podporuji (Vu et al. 2013; Tovar et al. 2013;
Zhong et al. 2015). Druh¢ 1éCivo, RITA, skutecné pisobi jako aktivator proteinu p53 (Issaeva
et al. 2004), z nasich koprecipitac¢nich experimentt ale vyplyva, ze RITA-indukovand aktivace
p53 neni zplsobena piimou inhibici interakce Mdm2-p53. Dalsi experimenty byly proto

koncipovany také jako porovnani mechanismu uc¢inku téchto dvou molekul.

Pti studiu mechanismu pisobeni 1éCiv je dilezité nejprve uréit ucinnou koncentraci
zkoumané latky, ktera ve zvolenych bunikach vyvola pfiméfenou reakci. To bylo provedeno
v rdmci piipravnych experimentli a pro nasledné méteni proliferace a viability panelu AML
linii oSetfenych inhibitory RG7112 a RITA (obrazek 9) byly vybrany takové koncentrace, aby
bylo buiiky mozné sledovat po dobu 96 hod, a zaroven aby vliv na méfené parametry byl
pro vétSinu vzorkti nezanedbatelny. U nékterych vzorkli byl vétsi rozptyl hodnot mezi
jednotlivymi métenimi, vysledky odrézeji heterogenitu populace Zivych bungk, jejichZ viabilita
a prolifera¢ni aktivita miiZe byt ovlivnéna riznymi odchylkami pti dlouhodobé kultivaci bunék.
Napftiklad vyrazngjsi smérodatné odchylky u proliferacni kiivky linie KG-1 mohou byt
vysvétleny tendenci téchto bunék adherovat, ¢imz mtize byt ovlivnén pocet bun¢k odebranych
pro méfeni, a tedy také naSe vysledné hodnoty. Linie KG-1 je zaroven nejméné ovlivnéna
pusobenim inhibitorl, pravdépodobné proto, Ze ma mutaci na chromozomu 17, v genu
pro TP53 (konkrétné jde o substituci G za A v intronové oblasti sestithového mista mRNA,
mezi exonem 6 a 7) (Sugimoto et al. 1992). Inhibitory, jejichz ucinek je zalozen predevsim
na aktivaci proteinu p53, proto nemaji na proliferaci a viabilitu této linie zdsadni vliv. Buné¢na
linie OCI-AML3 po osetfeni RG7112 je také malo senzitivni, ackoliv by se dalo ptedpokladat
ze bude diky pfitomnosti typické AML mutace v NPM reagovat dobfte, stejné jako pacienti
s mutovanym NPM, ktetfi zaroven nemaji mutaci FLT3-ITD (Doéhner et al. 2005). Jednim
z vysvétleni vyssi rezistence linie OCI-AML3 mitiZe byt soubéznd mutace v DNMT3A4, druhym
faktorem muze byt fakt, Ze tato linie je kultivovana v médiu s 20 % FBS, coz ji dava dostatek
zivin pro pieziti v méné ptiznivych podminkach. Ob¢ tyto odchylky ovSem plati i pro linii
OCI-AML2, ktera je na RG7112 citlivéjsi. V této rezistenci tedy pravdépodobné budou hrat

roli také bazalni hladiny proteinti zodpoveédnych za stresové reakce. Vzhledem k tomu, Ze linie
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OCI-AML3 nebyla vybrana k podrobnéjSimu zkoumani, neni v moznostech této prace

vySetiovat dale tuto hypotézu.

Analyza exprese jednotlivych genii prostfednictvim qPCR by potiebovala vice
opakovani, abychom dosahli mensich odchylek vyslednych hodnot. Jedna se o namét pro dalsi
méteni, jelikoz z diivodu omezeného Casu vyhrazeného pro pokusy v diplomové praci toto
nebylo mozné zvladnout, a proto t€émto vysledkiim nepiisuzujeme v kontextu diplomové prace
velkou vahu. Miizeme ale s velkou mirou jistoty potvrdit diivejsi zjiSténi, ze v bunkach linii
oSetfenych inhibitory RG7112 a RITA neni zvySena hladina transkriptu p53, protoze reakce
a aktivace p53 na ob¢ IéCiva je na proteinové urovni, nikoliv na trovni transkriptu (Issaeva et
al. 2004; Tovar et al. 2013). U dvou vzorkd primarnich AML buné€k jsme zaznamenali zvySeni
exprese genu TP53 po oSetfeni RITA, neméme ale dostatecné informace o molekularni
charakteristice téchto vzorkii a vzhledem k omezenému mnozstvi a povaze materialu neni
ani mozné tato méteni s konkrétnimi vzorky opakovat. Exprese CDKNIA je zvySend u linii
MV4-11 i MOLM-13 po 1é¢bé obéma inhibitory, coz muize souviset s aktivovanym
hnRNP K u téchto bunéénych linii (Enge et al. 2009). ZvySena exprese gent MDM?2, BB(C3,
BAX u RG7112 je v souladu s literaturou popisujici klinickou studii AML pacienti shrnutou
v kapitole 2.2 (Andreeff et al. 2016), naopak C-MYC a BCL-2 jsou po RITA u senzitivnéjsi
linie MV4-11 snizeny, coz rovnéZ odpovida diivéjSim studiim (Grinkevich et al. 2009; Zhao et
al. 2010). Podle Grinkevich et al. 2009 je pro uc¢innou apoptozu diilezita i represe onkogenil.
Dokonce i na proteinové trovni jsou snizeny c-Myc a Mcl-1 u linie senzitivni na G¢inek RITA,
coz opét souhlasi se zavéry Grinkevich et al. 2009 ucinénymi z méfeni na buné€nych liniich
karcinomu tlustého stfeva a karcinomu prsu (Grinkevich et al. 2009). Tento U¢inek RITA
u senzitivni linie totiz indukuje snizeni aktivity protein kindzy B (Akt), a tedy i sniZenou
fosforylaci glykogen syntézy kinazy-3 B (GSK3-p) a tim je spusténa jeji aktivace. GSK3-f dale

muze ovlivnit své substraty c-Myc a Mcl-1 a snizit tak jejich hladinu (Grinkevich et al. 2009).

Podrobnéji jsme analyzovali zmény indukované zvolenymi 1é¢ivy na proteinové trovni.
Po pisobeni RG7112 jsme u linii MOLM-13 a MV4-11 pozorovali zvySenou proteinovou
hladinu Mdm?2, p53, p21 a NOXA (obrazek 20), stejné vysledky byly publikovany ve ¢lancich
po pusobeni nutlinu-3a na AML linie (Kojima et al. 2005; Strachotova et al. 2023). Po oSetieni
RITA jsme u senzitivnéjsi linie MV4-11 detekovali sniZeni proteinu p21, tento pokles jsme
vSak nepozorovali u linie MOLM-13 (obrazek 20). To bylo potvrzeno ve stejném Casovém
intervalu na panelu rezistentnich AML linii (Wolfova et al. 2023), linii karcinomu tlustého

stteva po dobu 12 hod (Enge et al. 2009), zatimco u neuroblastomu je po 24 hod piisobeni
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popsan mirny narist hladiny p21 (Burmakin et al. 2013). Zmény hladiny proteinu p21 v reakci
na inhibitory RG7112 a RITA se lisi, coz mize souviset s odliSnym mechanismem jejich
ucinku. Kromé p53, ktery je zndmym reguldtorem p21, jsou pravdépodobné zapojeny i dalsi
proteiny, konkrétné hnRNP K a Mdm?2 (pfesny mechanismus popsan v kapitole 2.2.1.3) (Enge
et al. 2009). I hladina proteinu Puma se mezi jednotlivymi vyzkumy po oSetfeni RITA 1isi, my
jsme ji v naSich pokusech pozorovali snizenou u AML senzitivni linie, stejn¢ jako ve studii
publikované diive nasi laboratoii (Wolfova et al. 2023). V dal$im ¢lanku bylo také popsano
snizeni proteinu Puma po 24 hod u bunééné linie karcinomu tlustého stfeva (Grinkevich et al.
2009). V jinych studii byla Puma pozorovéna v nddorovych buiikach zvySena. V publikaci
Issaeva et al. to mlze souviset s pouzitim vyssi koncentrace RITA (5 a 10 uM) (Issaeva et al.
2004). Tuto hypotézu vSak vyvraci vyzkum, ktery ukazuje, ze RITA vyvolavd zvyseni
proapoptotického proteinu Puma a indukci apoptdzy i u bunéénych linii s mutovanym 7P53
(Zhao et al. 2010). Protein Mdm2 jsme po RITA u senzitivni linie MV4-11 pozorovali
po 24 hod jako snizeny, coz je v souladu se studii (Grinkevich et al. 2009) a studii Spinnler et
al. 2011 ukazujici, ze hladina Mdm2 zavisi na dob¢ ptisobeni RITA a druhu bunécné linie
(Spinnler et al. 2011). U bunék senzitivnich k RITA obvykle dojde ke sniZeni Mdm2 po 24 hod
(Spinnler et al. 2011). To dobfe koreluje s nasimi zjisténimi, Ze plsobeni RITA nezahrnuje
inhibici interakce mezi Mdm2 a p53 a vysS$i hladina p53, indikujici niz§i degradaci proteinu,
muze souviset prave s nizsi expresi jeho regulatoru Mdm?2. ZvySena hladina fosforylovaného
proteinu p53 na serinu 15 u linii MV4-11 a MOLM-13 po oSetfeni RITA, u MV4-11 dokonce
1 po RG7112, mlze pravdépodobné zménit tercidrni konformaci p53, a tedy alternativnim

zpusobem zabranit interakci p53 a Mdm?2 (Shieh et al. 1997).

Zajimavé je také vySetfeni zmén jadérkového proteinu NPM. SniZena je hladina
fosforylované formy NPM na serinu 4, coZ v buiikdch linie MOLM-13 pravdépodobné souvisi
se zastavou bunécéného cyklu v pfechodu mezi S a G2 fazi, ktery se projevuje zvySenym
procentem bunék vSa G2/M fazi (viz kapitola 5.1.4, obrazek 22). Tento serin je
totiz fosforylovan béhem mitotické faze a opétovné se defosforyluje v G1 fazi (Wolfova et al.
2023). Tento jev byl potvrzen i v ¢lanku nasi laboratote (Wolfova et al. 2023). Toto vysvétleni
ovSem neplati pro linii MV4-11, v niz nedochézi k této zmeén¢ bunécného cyklu (obrazek 23).
Clanek Wolfova et al. 2023 se dale zabyva moznosti predikovat u¢inek RITA na AML buiiky
prostiednictvim poméru fosforylovanych variant NPM na T199 a na S4 (Wolfova et al. 2023).

U primdrnich bun¢k zleukodepleci jsme pozorovali velkou heterogenitu

mezi jednotlivymi vzorky, coz je pravdépodobné zpiisobeno heterogenitou samotného
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onemocnéni AML. Kazdy vzorek byl proto na genové i proteinové urovni vysetfovan zvIast,
pro statistické zpracovani by bylo potieba nashromazdit vyrazné¢ vyssi pocet vzorki a korelovat
ziskana data s dalSimi charakteristikami pacientti (veék, pohlavi, subtyp onemocnéni, ptitomnost

specifickych mutaci a zmén karyotypu apod.).

6.2 VySetreni exosomalnich proteinii a typu interakce exosomii s cilovymi

burikami

Jako metodu izolace exosomi jsme zvolili ultracentrifugaci, kterd byla ovéfena
2021). Zarovenn byla tato metoda podle Horibe et al. 2018 oznacena jako nejucinnéjsi
pro detekci mnozstvi exosomovych markeri (Horibe et al. 2018). Hladiny exosomovych
markert (CD9, CD63 a CD81) se mezi jednotlivymi vzorky exosomu ziskanymi z riznych
bunécnych linii 1isi (obrazky 24-25, 27), coz bylo potvrzeno i v jinych studiich (Zhang et al.
2018; Horibe et al. 2018). Na mnozstvi proteinli v exosomech z nadorovych lidskych a mySich
bunécnych linii mé vliv napiiklad i velikost exosoml (Zhang et al. 2018). Odli§né mnozstvi
proteinti a exosomovych markerit CD81, Hsp70 a Alix napfi¢ mySimi liniemi, napf.
z endotelidlnich bun€k aorty, embryonalnich fibroblast, myoblastové bunétné linie,
melanomové bunécné linie nebo makrofdgové bunééné linie indukované virem mysi leukemie
bylo pozorovano 1 v dal$i studii (Charoenviriyakul et al. 2017). Mnozstvi exosomill rovnéz
z&visi na bunééném typu (Charoenviriyakul et al. 2017). Jinymi autory bylo navic zji§téno,
ze mnozstvi charakteristickych proteinti v exosomech, konkrétné Alix a TSG101, nemusi nutné
korelovat s mnozstvim vyizolovanych exosomii (Wiklander et al. 2015). My jsme dale
pozorovali, ze vytézKy jednotlivych izolaci exosomul jsou heterogenni, tedy napi. exosomy
z téze bunécné linie MV4-11 se lisi v mnozstvi CD znaka a jadérkovych proteinti (izolace
EXOI1 a kontrolni vzorek EX020, obrazek 27). Proto jsou, pii testovani hypotézy o obsahu
vys$§itho mnozstvi jadérkovych proteinli v exosomech z apoptotickych bun€k a pro snizeni
systematické odchylky, kontrolni a oSetfené¢ vzorky izolovany soubézné. V exosomech
ziskanych z apoptotickych bun¢k jsme pozorovali vétsi mnoZzstvi jadérkovych proteini NPM,
NCL a FBL a proapoptotického Bax a antiapoptotického Bcl-xL (obrazek 28), stejné jako
ve vétSing vzorkl exosomil z AML primarnich bunék LD76, LD77 a LD78 (obrazek 25 a 27).
Pfitomnost téchto proteinli v exosomech miize souviset s odpovédi na cytostatika. Praveé obsah
exosomu ziskanych z apoptoticky senzitivnich ¢i rezistentnich AML blastl souvisi s matef'skou
bunikou (Wojtuszkiewicz et al. 2016). Tato pozorovani podporuji nasi hypotézu, ze senzitivita

a rezistence vii¢i pusobeni 1é¢iv mize byt prenasena pomoci exosomil.
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Pii analyze internalizace exosoml a jejich kontaktu s buiikkami prostfednictvim
konfokalniho mikroskopu bylo zjisténo, ze v n€kterych biologickych opakovanich internalizace
exosomu trvala del$i ¢as a rovnéZz intenzita métené fluorescence se pro jednotlivé vzorky lisila.
Je tedy ziejmé, ze priib¢h interakce exosomu s cilovymi bunkami zavisi 1 na takovych faktorech
jako je kvalita a mnozstvi vyizolovanych exosomu nebo stav bunécné kultury. Konkrétnim
ptikladem je v ramci navazné studentské prace izolace z linie MV4-11 s vysokym vytézkem,
jehoz fluorescence po pridani k bunééné kultufe HeLa, které jsou jednou z dalSich dobie
internalizujicich linii, byla velice intenzivni pouze z mezibunééného prostoru. Pfi western blot
analyze se ukdzalo, Ze tento vzorek v podstaté neobsahuje exosomové markery. Také méteni
velikosti vyizolovanych &astic v Ustavu makromolekularni chemie AV CR ukazalo mnohem
mensi velikost ¢astic nez u ostatnich vzorkt. Tento ptiklad demonstruje dilezitost pouziti vice

ptistupti ke kontrole kvality vzorku.

Dale jsme zjistili, ze typ interakce exosomti z AML bunéénych linii a linie K562 s témito
buitkami a bunikami linie HS-5 zalezi na druhu cilové buiiky a nikoliv buniky matetské, coz bylo
potvrzeno i v ¢lanku Horibe et al. 2018 zamétujiciho se na internalizaci exosomi z bunéénych
linii karcinomu tlustého stfeva a plic (Horibe et al. 2018). V jiné studii pozorovali exosomy
zplazmy AML pacienti na membrané¢ bunécné linie NK-92, coz je linie pochazejici
z NK bunék pacienta s lymfomem, zatimco do primarnich NK bun¢k zdravych dérch byly tyto
exosomy internalizovany (Hong et al. 2017). Typ interakce exosomi s buné¢nou membranou
je pro sloZitost a naro¢nost této metody dosud malo prozkouman. Je ale znamo, Ze pii pfimém
kontaktu exosomu s bunéénou membranou jsou zapojeny jak molekuly na povrchu exosomi,
konkrétné ICAM-1, PD-L1 (Wei Zhang et al. 2022) ¢i CD40 a DC-SIGN (Tkach et al. 2017),
tak bunéné povrchové molekuly LFA-1 a PD-1 (Wei Zhang et al. 2022) ¢i MHC-II komplex
(Tkach et al. 2017). Tento druh kontaktu je nej€astéji pozorovan pii odpovédi imunitniho
systému, tedy u exosomu z dendritickych bun¢k (Tkach et al. 2017) ¢i z nddorovych bunck
v kontaktu s T-lymfocyty (Wei Zhang et al. 2022). Podobny typ interakce byl pozorovan
uexosomll zplazmy AML pacienti nesouci TGF-f1 a pravdépodobné interagujici
s receptorem TGFBI/II na povrchu NK bunék, coz vedlo k ovlivnéni signélnich drah a potlaceni
jejich funkce (Hong et al. 2017). Internalizace exosomli do dendritickych bunék
se pravdépodobné ucastni exosomové markery CD9, CD81, fosfatidylserin, CD11a a CD54
(Morelli et al. 2004).

Pro lepsi monitorovani lokalizace exosomu v bunkéach byly dobarveny nékteré organely

v zivych bunikach nebo proteiny charakteristické pro subcelularni struktury po fixaci bunék.
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Tim byla zaroven testovana stabilita interakce mezi exosomy a buitkami, protoze pii procesu
fixace by se exosomy nepevné interagujici s povrchem buiiky mély odmyt (viz kapitola
4.2.14.3). Iptesto exosomy drzely pfichycené na povrchu fixovanych bunék AML linii
(obrazek 35) a to ukazuje na pevny kontakt vyizolovanych exosomu a bunék. Exosomy také
zustaly po fixaci internalizované v CML linii — K562 (obrazek 35) a adherentni fibroblastové
linii HS-5 (obrazky 33, 34, 44). Stabilita kontaktu mezi exosomy a buiikou vSak neni jedinym
ukazatelem specificity kontaktu, protoze v ¢lanku Hong et al. 2017 byla vétSina pozorovanych
exosomil z povrchu linie NK-92 po promyti odstranéna, ptestoZze tyto exosomy mély vliv
na potlaceni funkce NK bunék (Hong et al. 2017). Dobarveni bunék s exosomy mélo za cil
zjistit, do jaké struktury exosomy lokalizuji. Konkrétn¢ v K562 buiikach totiz exosomy
lokalizovaly do oblasti kolem MTOC, kde se sbihaji mikrotubuly, byvaji tam soustfedény
mitochondrie a je tam lokalizovan také Golgiho aparat. Internalizované exosomy v naSich
experimentech nekolokalizovaly se znac¢enim mitochondrii, jader, mikrotubul ani plazmatické
membrany, nasledné experimenty neukazaly kolokalizaci ani se strukturou Golgiho aparatu.
Dalsi vyzkum, ktery byl provadén kolegyni v ramci Stfedoskolské odborné Cinnosti, ukézal,
ze exosomy v bunikach kolokalizuji s lysozomy, coZ odpovidd studiim popisujicich
experimenty na mysSich, vnichZz byly exosomy detekovany v jatrech (Lai et al. 2014;

Charoenviriyakul et al. 2017; Lazaro-Ibafiez et al. 2021).

6.3 Vliv pritomnosti exosomi na uc¢inek inhibitori u AML linii

Absenci efektu exosoml kokultivovanych sbuiikami v naSich experimentech
pfisuzujeme zejména nizké Cetnosti kontaktll bunék s exosomy, coz dokazuje i nezménéna
hladina exosomovych markerti ve srovnani vzorkd s exosomy a bez nich (obrazky 55-57).
Testovali jsme riizné koncentrace exosomi, frekvence interakci vSak ztlistala nizka i pii vyssich
davkach. Kokultivaci exosomtl s AML liniemi jsme v jednom opakovani zkouseli 1 pii nizsi
koncentraci RITA (1 uM), aby toxicita po RITA u vzorku linie MOLM-13 bez exosomil byla
co nejvice snizena a byl pfipadné vice viditelny vliv exosomti ze senzitivni linie MV4-11.
Ani v tomto experimentu nebyl pozorovan signifikantni vliv exosomil na viabilitu a proliferaci
téchto bunék, a tedy nebyl potvrzen pienos senzitivity ¢i rezistence prostiednictvim téchto
exosomt. Jednim z vysvétleni mize byt, jak je uvedeno vyse, ze oproti exosomum z linie K562
je zde pozorovana jinad interakce s builkami (viz kapitola 5.2.3), exosomy z AML
se neinternalizuji, ale zGstavaji jen fidce pfichycené na povrchu. Opacény vliv a pfenos
rezistence do AML senzitivnich bun€k byl pozorovén prostiednictvim extraceluldrnich vacka,

o velikosti 100-800 nm, ziskanych z AML rezistentni linie na daunorubicin (Bouvy et al. 2017).
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V tomto experimentu zkouSeli inkubaci jednou davkou extracelularnich vacki, ptipadné
4x opakované. Velké rozdily mezi témito davkami nebyly pozorovany, byla zaznamenéna
pouze vys$i rezistence na nizkou koncentraci daunorubicinu u 4x opakované inkubace (Bouvy
et al. 2017). My jsme vsak vyznamny vliv exosomu nepozorovali ani na proteinové urovni

ve sklizenych bunkach oSetfenych zvolenymi inhibitory.

Na tuto praci lze navazat zkoumanim vlivu AML exosomu na hematopoetické bunky
kostni dfen¢, ve studii Hornick et al. 2016 byla pozorovéana internalizace téchto exosomi
a nasledné sniZeni funkce HSPC bunék (Hornick et al. 2016). Pfipadné by bylo dobré detailngji
charakterizovat nami pozorovany kontakt exosomi z riiznych bunécnych linii s membranou
AML bungk, tedy urcit, jaké konkrétni molekuly jsou v tomto kontaktu zapojeny, a nasledné
by bylo snazsi zjistit, zda ma tento kontakt na AML burky né&jaky vliv. Tento vyzkum je vSak

naroc¢ny nejen ¢asove, ale 1 dostupnosti ptistrojii a metodicky.

Charakteristika a funkce exosoml jsou stidle se rozvijejicim tématem nejen
u nddorovych onemocnéni a mohou pfinést zajimava zjiSténi o komunikaci exosomu

s buitkami, ¢i 0 moznostech jejich terapeutického vyuziti.
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7 SOUHRN

Vysettili jsme vliv inhibitord RG7112 a RITA na proliferaci a viabilitu vybranych AML
linii, z tohoto panelu jsme vybrali 2 reprezentativni linie pro dals§i experimenty. K RITA je
nejsenzitivnéjsi linie MV4-11, ktera je zaroven relativné rezistentni k RG7112. Naopak nejvice
senzitivni k molekule RG7112 a relativné rezistentni k RITA je linie MOLM-13. U téchto linii
jsme analyzovali zmény v genové expresi po oSetfeni inhibitory, a pfestoze vzhledem
k nizkému poctu opakovani nebyly zmény signifikantni, koreluji s predpokladanymi vysledky.
TP53 na genové urovni zvysena nebyla, a naopak byla zvysena transkripce MDM?2 a dalSich
gent transkripéné zavislych na p53, CDKN1A4, BAX, BBC3. Po RITA u senzitivni linie MV4-11
byla také sniZzena exprese C-MYC a BCL2. Diikladné jsme také vySetfili t¢inek inhibitord na
proteinové Urovni, kde byla u senzitivnich linii pozorovéana indukce apoptézy pomoci detekce
fragmentace kaspazy 3, PARP a Bcl-2. Protein p53 je ve vSech pfipadech stabilizovan, jeho
fosforylované formy jsou zvySeny. RITA u senzitivni linie snizuje hladinu proteinu p21
zastavujiciho bunéény cyklus, onkoproteinu c-Myc a Mcl-1. Po RG7112 jsme pozorovali
zvySenou hladinu proapoptotického proteinu NOXA. Na transkrip¢ni 1 proteinové trovni jsme
analyzovali také vzorky primarnich AML bunék, které¢ ale pro svoji heterogenitu musely byt
vySetfeny zvlast. VysSetfenim zmén v zastoupeni fazi bunééného cyklu byly potvrzeny vysledky

proliferacnich experimenti i transkrip¢nich a proteinovych analyz.

V dalsich experimentech jsme prozkoumali vybrané hladiny proteini v exosomech
z raznych bunécnych linii. Zjistili jsme, Ze jejich exosomové markery CD9, CD63 a CDS81 byly
detekovany ve vSech testovanych vzorcich, pfestoze jejich hladina se mezi jednotlivymi
izolacemi lisi. Tyto exosomy také ptfenaSeji riznd mnozstvi jadérkovych a apoptotickych
protein. Koinkubace izolovanych exosomil s buitkami pfinesla zajimavé vysledky. Zjistili
jsme, ze typ interakce exosomu s bunkami zavisi na druhu cilové buiiky a nikoliv na matetské
bunice. Exosomy ze vSech linii internalizovaly do CML linie — K562 a linie fibroblasti — HSS,
ale ne do AML linii. U bun¢k AML linii byl pozorovan jiny typ interakce, exosomy se piichytily

na bunécny povrch a tento kontakt byl natolik pevny, ze ptetrval 1 po stoCeni a fixaci bunék.

V experimentech zabyvajicich se vlivem pfitomnosti exosoml na uc¢inek inhibitorQ
RG7112 ¢iRITA v liniich MV4-11 a MOLM-13, tedy konkrétn¢€ vyzkumem ptenosu rezistence
¢i senzitivity vici témto 1éCiviim prostiednictvim exosomd, nebyl zaznamenan signifikantni
ucinek na viabilitu a proliferaci téchto bunck, ani nebyla pozorovana zména hladin vybranych

proteinti.
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