Abstrakt

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) je nejCastéj$i nadorové onemocnéni u déti.
L-asparagindza (ASNaza) kli¢ova slozka terapie détské ALL, hydrolyzuje plazmaticky
asparagin a glutamin. Leukemické buniky jsou na depleci aminokyselin citlivé, protoze
maji v porovnani se zdravymi bunkami snizenou aktivitu asparagin syntetazy (ASNS).
Lécba détské ALL je velmi uspésna, piesto se v nékterych piipadech projevuji
nezadouci Uc¢inky a rezistence na terapii. PfiCiny nebyly dosud spolehlivé vysvétleny.

V nasi praci jsme chtéli objasnit, do jaké miry exprese genu pro ASNS ovliviiuje
citlivost ALL bun¢k k ASNaze. Dale jsme se zaméfili na detailni mechanismus ucinku
ASNazy, s cilem vysvétlit pfic¢iny rozdilné citlivosti leukemickych pacienti k tomuto
1é¢ivu.

Pro studium vztahu mezi expresi genu pro ASNS a citlivosti k ASNaze jsme
pouzili BCP ALL bunééné linie (REH, NALM-6, RS4;11 a UOCB-6) a 30
diagnostickych BCP ALL vzorki. Pomoci RNA interference jsme u ALL linii
gradientové snizili expresi genu pro ASNS. Definovali jsme hrani¢ni hodnotu exprese
genu pro ASNS, pod jejiz Grovni jiz exprese genu pro ASNS nekoreluje s citlivosti k
ASNaze. Hladina exprese genu pro ASNS u pacientskych vzorkd je pod definovanou
hranici. Déle jsme potvrdili, Ze citlivost ALL diagnostickych vzorkd k ASNaze
nekoreluje s expresi genu pro ASNS. Navic jsme ukazali, Ze u ALL bunék s velmi
nizkou bazalni expresi genu pro ASNS nedochazi po podani ASNazy ke zvySeni exprese
tohoto genu.

Pro dalsi praci jsme dlouhodobou inkubaci s ASNazou vypéstovali subklony
leukemickych linii s niZsi citlivosti k ASNaze (rezREH, rezNALM-6). U parentalnich i
rezistentnich linii jsme zméfili expresni profil a nasledné jsme analyzovali signalni a
metabolické drahy, jejichz aktivita byla po vytvoieni rezistence zménéna. Stejnym
zptisobem jsme analyzovali vefejn¢ dostupnd expresni data pacientskych vzorkl, u
nichz je znama citlivost k ASNaze. Zjistili jsme, Ze geny jejichZz exprese byla
signifikantné zmeénéna, se vyskytuji v drahdch regulujicich translaci mRNA a
metabolismus. Zamé¢fili jsme se proto na ucinek ASNazy na metabolismus ALL bunék.
Inkubace ALL bun€k s ASNazou vedla ke zvySeni oxidace MK, respirace a ke sniZeni
glykolyzy. Zvysena oxidace MK, spolecné se sniZzenou translaci a syntézou pyrimidinQ
byla zptisobena inhibici drahy RagB-mTORCI. U¢inek ASNazy na glykolyzu je na
RagB-mTORCI nezavisly. Bylo popsano, ze aktivita oxidace MK je velmi dulezita pro



prezivani leukemickych bunék v metabolickém stresu. Studovali jsme proto, zda
oxidace MK neovliviiuje citlivost ALL bunék k ASNdaze. Farmakologicka inhibice
oxidace MK signifikantné zvysila cytotoxicky ucinek ALL bunécnych linii i BCP ALL
diagnostickych vzorkli k ASNéze. Dalsi dikaz vyznamu oxidace MK pro bunétné
ptrezivani jsme ziskali pfi vyuZziti ALL bunécné linie s konstitutivni aktivaci mTORCI.
U této linie nedochéazi po inkubaci s ASNazou k aktivaci oxidace MK, v porovnéni s
kontrolnimi bunkami je vSak na ASNazu citlivé;si.

Zavérem nas$i prace je, ze na zakladé bazalni exprese genu pro ASNS nelze u
ALL pacientt predikovat citlivost k ASNaze. Navic jsme zjistili, Ze ASNéaza vyznamné
ovliviiuje bioenergetické a biosyntetické procesy ALL bunck. Nase vysledky dale
ukazuji, Ze lze pro zvySeni cytotoxické ucinku ASNazy vyuZzit kombinaci s

farmakologickymi inhibitory oxidace MK.



