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TEL/AMLI1 spustenim metabolického stresu zvySuje
citlivost leukemickych buniek na L-Asparaginazu
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Sdhrn

L-Asparaginiza je cytostatikum beZne pouZivané pri liecbe detskej akiitnej lymfoblastickej leukémie. U pacientov
s fiznym génom TEL/AML1 bola zistena zvySena citlivost na toto terapeutikum. Tato geneticky definovana skupi-
na sa vyznacuje dobrou odpovedou na liecbu, relaps vsak stale zostava problémom pre asi 17 % deti. L-
-Asparaginaza depletuje asparagin a glutamin z extracelularneho prostredia. U leukemickych buniek bola popisa-
na znizena aktivita enzymu asparagin syntetazy, ktora tieto aminokyseliny syntetizuje. Predchadzajice prace vsak
paradoxne ukazali zvySenu expresiu asparagin syntetazy u TEL/AML1[+] pacientov. Autori teda hlbsie analyzovali
biochemicki cestu, ktora ovplyviiuje syntézu asparaginu a glutaminu v malignych lymfoidnych bunkach. Analyza
dat expresného profilovania pacientov s akiitnou lymfoblastickou leukémiou poukazala na signifikantne nizsiu hla-
dinu génu pre glutamat dehydrogenazu u TEL/AML[+] leukémii v porovnani s TEL/AMLI1[-]. Tento jav bol potvr-
deny aj pomocou kvantitativnej RT-PCR. Autori predpokladaji, Ze prave nedostatocna funkcia glutamat dehydro-
genazy vedie v koneénom dosledku k nedostatocnej tvorbe glutaminu v bunke a tento nedostatok zvySuje expresiu
asparagin syntetazy. Moznost bunkového metabolizmu reagovat na obmedzenie vonkajSieho prisunu asparaginu
a glutaminu po podani L-Asparaginazy je tak oslaben4. Uplné objasnenie procesov, ktoré sii zodpovedné za zvyse-
nu senzitivitu k L-Asparaginaze, by mohlo ovplyvnit doterajsie terapeutické postupy.
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Summary
Starkova J., Krej¢i O., Otova B., Krejc¢ikova K., Hrusak O., Stary J., Trka J.: TEL/AMLI1 incre-
ases sensitivity of leukemia cells to L-Asparginase by induction of metabolic stress

L-Asparaginase is a drug commonly used in the therapy of childhood lymphoblastic leukaemias. A higher sensiti-
vity to L-Asparaginase has been detected in patients with TEL/AMIL1 fusion gene. This genotypically-defined group
is distinguished by a good response to the therapy, yet relapses still occur in 17% of children. L-asparaginase deple-
tes asparagines and glutamine from extracellular enviroment. The activity of asparagine synthetase that synthesizes
these amino acids is reduced in leukaemic cells. This paper, as well as some previous studies, paradoxically proves
increased expression of asparagine synthetase in TEL/AML1[+] patients. The authors have carried out a deep ana-
lysis of the biochemical cascade that affects the synthesis of asparagine and glutamine in malignant lymphoid cells.
The analysis of expression profiling data from patients with acute lymphoblastic leukaemias have showed signifi-
cantly decreased gene expression of glutamate dehydrogenase in TEL/AMLI1[+] patients, as compared with
TEL/AML1[-] patients. This phenomenon has also been confirmed by quantitative real-time PCR. The authors assu-
me that an insufficient function of glutamate dehydrogenase leads to an insufficient synthesis of glutamine in the cell,
leading to an increased expression of asparagine synthetase gene. The cellular metabolism’s ability to react to the
limited asparagine and glutamine intake from extracellular enviroment following the administration of L-
Asparaginase is thus weakened. An explanation of the higher sensitivity to L-Asparaginase of the specific subgroup
of patients could affect existing therapeutical procedures.
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Narusuja dolezité regulacné procesy ako je proliferacia,

Uvod

Leukémie tvoria jednu tretinu vSetkych nddorovych
ochoreni u deti. Asi 80 % tvori akitne lymfoblastické
leukémie (ALL), 15-20 % akutne myeloidné leukémie
(AML). Zavedenie molekuldrnych vysetreni typickych
genetickych abnormalit v leukemickych bunkach prispe-
lo k pochopeniu patogenézy a prognézy ALL u deti (1,
2). Genetické aberacie (najcastejSie translokacie a inver-
zie) tvoria fizne gény, ktoré koduju kindzy a aberantné
transkripcné faktory. Tieto genetické zmeny prispievaju
k leukemickej transformacii hematopoetickych kmeno-
vych buniek alebo ich komitovanych progenitorov.

diferenciacia a apoptéza. NajCastejSou chromozomalnou
aberdaciou u detskych ALL je translokacia
t(12;21)(p13;922) (3, 4). Koéduje fizny protein pozosta-
vajuci z TEL (tieZ ETV6) génu leZiaceho na chromozo-
me 12p13 a AML1 (tiez RUNX1 alebo CBFA2) génu na
chromozéme 21q22. TEL gén zastupuje transkripcny
faktor z ETS rodiny, produkt tohto génu obsahuje dve
funk¢éné domény: N-terminadlnu PNT (pointed) doménu
a C terminalnu ETS (erytroblast transformation specific)
doménu (5-7). AMLI reprezentuje alfa-podjednotku
CBF (Core Binding Factor), proteinovy produkt je tvore-
ny 480 aminokyselinami a vykazuje vysokd homolégiu
so segmentacnym génom drosofily runt. Obsahuje nieko-
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Iko charakteristickych domén, doména Runt je zodpo-
vedna za vidzbu s DNA a protein-proteinovou interakci-
ou, v C-termindlnej oblasti sa nachadza transaktivacna
doména bohata na prolin a serin (8, 9). Pacienti nesuci
hybridny gén TEL/AMLI tvoria skoro $tvrtinu vSetkych
deti s ALL, hlavne predskolského veku, a napriek dobrej
prognéze dochddza aj u nich k relapsom ochorenia (10,
11). Pochopenie mechanizmu tcinku cytostatik, ktoré st
pri terapii beZne pouZivané, by mohlo viest k pochopeniu
odliSnej progndézy v ramci tejto genotypovej skupiny
anasledne k detailnejse;j stratifikacii lieCebného protoko-
lu so zohladnenim jednotlivych podskupin TEL/AMLI1
pozitivnych ALL.

My sme sa zamerali na sledovanie u¢inku L-Asparagi-
nazy (L-Asp; L-asparagine amido-hydrolase), ktor4 je jed-
nym zo Standardne pouZivanych cytostatik pri liecbe det-
skej ALL. V roku 1967, Oettgen et al. ukdzali potencidl-
ny ucinok L-Asp proti leukémidm a lymfémom u ¢love-
ka (12). Pri monoterapii dochadza ku kompletnej remisii
u 40-60 % detskych ALL pacientov (13). Okrem zname-
ho uc¢inku u ALL (kde je takmer vyhradne pouzivand),
niektori autori predpokladaji benefit lie¢by L-Asp aj
u pacientov s AML, konkrétne u podskupiny FAB M5
(14, 15). Praca Ramakers-van Woerden et al. identifiko-
vala TEL/AML[+] ALL ako genotypicky definovani
skupinu s vysSou citlivostou na L-Asp (16).

Popisanym mechanizmom tcinku L-Asp je schopnost
depletovat asparagin a glutamin z prostredia, ktord vedie
k bunkovému effluxu a deplécii tychto aminokyselin
(AMK) z buniek. Tieto AMK boli u lymfoidnych buniek
oznacené za esencidlne, pretoZe pri nadmernej prolifera-
cii glutamin nahradzuje glukézu a stava sa jedinym zdro-
jom energie (17). U rastlin zase asparagin sluzi ako jedi-
ny transportér nitrogénu pri deprivacii karbohydritov
(18). Nedostatok asparaginu a glutaminu blokuje bunky
v prechode bunkovym cyklom. Bunky su zastavené
v G1/G0O faze a prechadzaju do apoptozy (19, 20).
Zaroven u nich dochadza k zvySenej expresii génu pre
asparagin syntetazu (AsnS). Pri Stddiu teplotne zavislych
mutantov BHK (Syrian hamster) bunkovej linie, ktori st
zablokovani v Specifickej faze bunkového cyklu pri non-
permisivnej teplote, bol objaveny gén ts11. Jeho expresia
je Specifickd pre rastice alebo v raste blokované bunky
a bola u nho objavend homoldgia s Tudskou AsnS (21).
Uloha AsnS je syntetizovat intracelularny asparagin
z aspartatu odsStiepenim aminoskupiny z glutaminu. Na
zaklade tychto poznatkov sme predpokladali priamy
vztah AsnS a zvySenej citlivosti TEL/AMLI1[+] buniek na
L-Asp. Pri kvantifikdcii expresie génu pre AsnS sme
paradoxne dokazali signifikantne vysSiu hladinu génu pre
AsnS v TEL/AMLI[+] bunkdch pacientov oproti
TEL/AMLI1[-] a zdravym bunkam. Studovali sme bunko-
vu proliferaciu a bunkovy cyklus v in vitro podmienkach
simulujtcich terapeuticky protokol pre liecbu detskych
lymfoblastickych leukémii BFM (Berlin — Frankfurt —
Miinster) v TEL/AMLI1[+] a TEL/AMLI1[-] bunkéch.
Napriek tomu, Ze k indukcii expresie AsnS dochddza
u vSetkych Studovanych leukemickych subtypov,
TEL/AMLI1[+] bunky na rozdiel od TEL/AMLI1[-] nepre-
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chéadzaju do S fazy bunkového cyklu v pritomnosti L-Asp
(22). V tejto praci sme pomocou kvantitativneho merania
expresie génu pre AsnS potvrdili rozdiely medzi genoty-
picky rozdielnymi bunkami. VSetky dosial publikované
Studie zamerané na ucinok L-Asp sa zaujimali o depléciu
asparaginu, pricom L-Asp kompletne Stiepi aj glutamin.
Meta-analyza verejne pristupnych dat expresného profilo-
vania ziskanych z velkého stiboru pacientov s ALL uka-
zuje na signifikantne zniZenu hladinu génu pre glutamat
dehydrogendzu (GDH) u TEL/AML[+]v porovnani
s TEL/AMLI1[-] leukémiami (23). Tento jav sme potvrdili
pomocou kvantitativnej polymerdzovej retazovej reakcie
v redlnom Case (QRT-PCR). AsnS je v eukaryotickych bun-
kéch glutamin-dependentna, a kedZze GDH nepriamo regu-
luje tvorbu glutaminu, predpokladdme, Ze zmena hladiny
expresie génu pre GDH v TEL/AMLI1[+] bunkich bude
mat na citlivost buniek na L-Asp vyznamny vplyv (24).

Material a metody

Pacienti

Boli pouZité vyhradne vzorky kostnej drene pacientov
s ALL. Celkovy pocet TEL/AMLI[+] pacientov bol 22, a to
vo veku 2-6 rokov. V rovnakom vekovom rozmedzi bolo
vybranych dalSich 20 vzoriek prekurzorovych ALL paci-
entov bez TEL/AMLI1, BCR/ABL a MLL/AF4 fuznych
génov.

Diagnéza bola prevedena na zaklade Standartnych kri-
térii. VSetky vzorky boli ziskané na zaklade informované-
ho suhlasu rodicov alebo poru¢nikov deti. Imunofenotyp
a DNA ploidita bola determinovana pomocou FACS-
Calibur prietokového cytometra, ako uz bolo skor publi-
kované (11). Pritomnost TEL/AML1, BCR/ABL
a MLL/AF4 faznych génov bola detekovana pomocou
dvojkolovej nested PCR (25, 26). VSetci pacienti boli lie-
¢eni podla ALL BFM 90/95 protokolov v jednom z cen-
tier Pracovnej skupiny pre detski hematolégiu v CR.
Vsetky vzorky boli transportované na naSu kliniku a spra-
cované do 30 hod. od aspiricie.

Bunkové linie

REH (TEL/AML[+] bunky, B-prekurzorova leukemic-
ka bunkova linia s translokaciou (12;21)) bola ziskana od
R.Pieters (Erasmus Medical Center, Rotterdam), Nalm-6
(TEL/AMLI-] bunky, B-prekurzorova leukemickd bun-
kova linia) bola zaktipend v DSMZ — German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
Nemecko. Bunky boli kultivované v Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 médiu s 2mM L-gluta-
minom, 10% fetélne telacie sérum a 10 ml/] antibioticky
roztok (100U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin).
VSetky kultdry boli inkubované pri 37 °C v 5% CO.,.
Bunky boli zbierané pomocou centrifugacie 10 min/240
g aresuspendované v koncentrécii 3 x 105 buniek/ml Cer-
stvého média 24 hod. pred vSetkymi experimentami. Pri
sledovani dynamiky a génovej expresie AsnS boli bunky
inkubované s L-Asp (Kidrolase, Rhone-Poulenc Bellon,
Francuzsko) v koncentricii 4 U/ml. Kazdych 24 h sme
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zamrazovali pelety buniek na RNA extrakciu. Vsetky
experimenty boli robené v triplikatoch.

Izoldcia buniek

Mononukledrne bunky kostnej drene alebo periférne;j
krvi boli izolované pomocou Ficoll-Paque (hustota 1,077
g/ml, Pharmacia, Uppsala, Svédsko) denzitocentrifuga-
cie a drZzané v -80 °C na RNA extrakciu.

Izoldcia RNA a prepis do cDNA

Totalna RNA bola extrahovana zo Standartnej kon-
centrdcie mononukledrov izolovanych z pacientskych
vzoriek alebo bunkovych linii podla modifikovane;j
metddy Chomczynski a Sacchi (27). Totdlna RNA bola
rozpustend v odpovedajicom objeme podla vychodzi-
eho mnoZstva buniek a konvertovani na cDNA pouZi-
tim MoMLV reverznej transkriptazy (Gibco BRL,
Carlsbad, TX, USA) podla ndvodu vyrobcu.

qRT-PCR

Kvantitativna real-time polymerazova retazova reakcia
bola prevddzand na pristroji LightCycler™ (Roche
DiagnosticGmbH, Mannheim, Nemecko). Na kvantifika-
ciu f2mikroglobulinového génu ($2m), ktory slizil ako
tzv. house-keeping gén, boli pouZité oligonukleotidové
hybridizacné sondy, popisané uZ skor (28). AsnS transkript
bol detekovany pomocou systému popisaného v predchad-
zajucej praci (22). Pre detekciu expresie génu pre GDH bol
pouzity SYBRGreen a primery s nasledovnou sekvenciou:
forward primer AAG ATC AAT CCC AAG AAC TAT ACT
GAT, reverse primer GGA AGA CAC CAC GGC CAG T.
PCR amplifikécia prebiehala pri rovnakych podmienkach
ako uZ bolo popisaného v predchddzajicom c¢lanku (22).
Kalibra¢nd krivka k vypocitaniu hladiny AsnS, GDH
a B2m expresie bola pripravend riedenim cDNA bunkovej
linie REH v pufrovanej vode na exprerimenty bunkovych
linii. Kalibra¢na krivka na analyzu pacientskych vzoriek
bola pripravend z cDNA periférnych mononuklearnych
buniek (PBMC) ziskanych zo zdravych dobrovolnikov
v pufrovanej vode. U in vitro experimentov bola u vSetkych
testov pouzitd cDNA riedena z rovnakej vzorky. Vsetky
vzorky beZzali v duplikédtoch; bola pouZita hodnota prieme-
ru. Normalizovand expresia AsnS a GDH (AsnSy a GDHy)
bola vypocitand ako pomer medzi hladinami expresie
AsnS, resp. GDH a $2m ziskané qRT-PCR.
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expresie normalizovaného génu u sledovanych pacientov
bol takisto pouzity Mann-Whitney neparovy neparame-
tricky test.

Vysledky

Zdstava rastu TEL/AMLI[+] buniek po podani L-Asp
podla BFM protokolu

Simulovali sme terapeuticky protokol ALL-BFM 95
na REH (TEL/AMLI1[+]) leukemickej linii a Nalm-6
(TEL/AMLI1[-]) leukemickej bunkovej linii. L-Asp je
v protokole BFM podavana kazdy treti den. Pestovali
sme bunky v RPMI 1640 médiu s L-Asp v koncentracii
4 U/ml, vybranej podla sérovej koncentricie meranej vo
farmakokinetickej Stadii (29). Experimentalne procedury
museli byt modifikované, aby bolo mozné porovnat
bunky REH a Nalm-6 medzi sebou. Nalm-6 bunky maji
krat$i Cas delenia (36 hod.) a rychla spotreba média
nedovoluje dlhotrvajice kultivicie v nemenenom médiu.
Aby bol dosiahnuty potrebny prisun Zivin, kazdé tri dni
boli bunky prenesené do Cerstvého média s naleZitou
koncentraciou L-Asp. Pocas prvej Casti experimentov
(trvajicich 9 dni), bunky vysadené v koncentracii 0,3
x 105 buniek/ml boli kultivované v médiu s L-Asp.
Kontrolné bunky boli pestované v médiu bez L-Asp.
Paralelne boli kultivované bunky s jednoduchym poda-
nim (0 hod.) a opakovanym podanim (0, 72, 144 hod.)
cytostatika. Po 9 diioch bolo 105 buniek prenesenych do
Cerstvého RPMI 1640 média bez L-Asp a kultivovanych
dalSich 8 dni. Potom boli bunky zozbierané a presadené
opit do Cerstvého média bez L-Asp a pestované este 11
dni. Kazdych 24 hod. bola sledovana viabilita buniek,
analyzovany bunkovy cyklus a pripravena peleta buniek
na izolaciu RNA.

Rast buniek oboch bunkovych linii bol vysoko potla-
¢eny pri jednoduchom aj opakovanom podani v porov-
nani s kontrolnymi bunkami, ktorych pocet exponenci-
alne narastal. Celkovo bola inhibicia bunkového rastu
vyznamnej$ia u REH buniek. U buniek predkultivova-
nych v médiu s jednoduchym podanim L-Asp doslo
k obnoveniu rastu po 19 dioch v médiu bez L-Asp
u oboch bunkovych linii. REH bunky kultivované pred-
tym s opakovanou divkou L-Asp si vSak zachovali
zastavu rastu i po preneseni do média bez L-Asp.

Statistickd analyza ddt expresného profilovania

V pdvodnych datach expresného profilova-
nia pacientov s ALL sme selektivne hladali
gény zucastiujice sa syntézy asparaginu a glu-
taminu (23). Na zéklade tejto reanalyzy bol

podet Zivych buniek v ml
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vybrany gén pre GDH. Rozdiel v expresnych
datach génu pre GDH detekovany pomocou
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troch réznych sad sond (31690-at, 31691-g-at,
37341-at) u TEL/AML[+] a TEL/AMLI-]
pacientov bol vypocitany pomocou Mann-
Whitney neparového neparametrického testu.
Pri analyze vysledkov kvantitativnej detekcie

Graf 1. Rast TEL/AMLI1[+] bunkovej linie (REH) a TEL/AMLI1[-] bunkovej linie
(Nalm-6) po podani L-Asparagindzy s jednoduchym alebo opakovanym podanim
monitorovany pocas 28 dni trvania experimentu. Po 9 diioch kultivicie buniek v médiu
s L-Asp boli bunky prenesené do média bez L-Asp a kultivované dalSich 19 dni s jed-
nou pasazou.
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U Nalm-6 buniek nebol naproti tomu zaznamenany
ziadny rozdiel v prolongécii inhibicie rastu po pasazi
buniek v médiu bez L-Asp (22) (obr. 1).

Dynamika expresie AsnS u REH vs Nalm-6 buniek
v experimente simulujiicom BFM protokol

V ramci simulovaného experimentu sme u jednotli-
vych skupin buniek po kazdych 24 hod. zamrazovali
pelety buniek a nasledne izolovali RNA. Sledovali sme
vplyv L-Asp na expresiu génu pre AsnS. Po 24 hod.
inkubécie v médiu s L-Asp doslo k vyznamnému zvySe-
niu hladiny génu pre AsnS u REH aj Nalm-6 buniek.
Absoludtna hladina expresie génu bola zavisla na bazélne;j
hladine AsnS u jednotlivych bunkovych linii. V dal§ich
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Graf 3a. Statistickd analyza relativnej expresie génu GDH z expresné-
ho profilovania pacientov TEL/AMLI[+] a porovnand s ostatnymi
pacientmi; p < 0,00001 vypocitand Mann-Whitney neparametrickym
neparovym testom.
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Graf 2a. Normalizovana hladina AsnS detekovanid v TEL/AMLI1[-]
bunkéich (Nalm-6) kazdych 24 hod. v experimente simulujicom lie-
¢ebny protokol BEM-ALL9S po 9 dni.

Normalizovand expresia AsnS

Cas [dni]

Graf 2b. Normalizovana hladina AsnS detekovana v TEL/AMLI[+]
bunkéch (REH) kazdych 24 hod. v experimente simulujiicom lieCebny
protokol BEM-ALL9S po 9 dni.

casovych bodoch bola dynamika AsnSy rozdielna.
U Nalm-6 buniek klesala aZ na hladinu rovnaku s hladi-
nou expresie u kontrolnej skupiny. U REH buniek AsnS
expresia si udrZziavala pribliZzne rovnakd hodnotu po
celych 9 dni jej sledovania (obr. 2).

Metaanalyza expresného profilovania

Na zdklade verejne pristupnych dat expresného profi-
lovania ALL pacientov sme pomocou Statistickej analy-
zy identifikovali gény asociované s TEL/AMLI fenoty-
pom. Na zdklade najprisnejsich kritérii sme vybrali gény
zucastriujice sa syntézy asparaginu a glutaminu a identi-
fikovali gén pre GDH.
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Graf 3b. Porovnanie normalizovanej expresie génu GDH detekovanej
pomocou qRT-PCR medzi TEL/AMLI1[+] a TEL/AMLI1[-] pacientmi;
p = 0,013 vypocitand Mann-Whitney neparametrickym neparovym tes-
tom.

Porovnanie expresie génu pre GDH medzi pacientmi
TEL/AML][+] vs ostatnymi ALL pacientmi

Pomocou gRT-PCR sme detekovali hladiny génu
koédujuceho GDH. Pouzili sme diagnostické vzorky
TEL/AML[+] pacientov a TEL/AML[-] pacientov a jed-
notlivé GDHy, porovnali a rozdiel Statisticky vyhodnoti-
li. U TEL/AML|[+] pacientov bola expresia GDHy signi-
fikantne niZSia v porovnani s ostatnymi ALL pacientmi
(p = 0,013) (obr. 3).

Diskusia

Povodna tedria zaoberajica sa mechanizmom ucinku L-
Asp na leukemické bunky vychadzala z hypotézy
o neschopnosti leukemickych buniek zvySovat aktivitu
AsnS (30). Zda sa vsak, Ze za citlivost pacientov na L-Asp
nebude zodpovednd zniZena schopnost indukcie expresie
AsnS, pretoZe pri sledovani hladiny AsnS u TEL/AML[+]
pacientov, u ktorych bola pomocou cytotoxického MTT
testu zistena zvySena citlivost na toto cytostatikum, sme
detekovali paradoxne vyssie hodnoty expresie (16, 22, 31).
Na zédklade detekcie mnoZstva transkriptu sa predpoklada
linedrna zavislost s mnoZstvom proteinu a enzymatickou
aktivitou (32). In vitro experimenty simulujuce lie¢ebny
protokol BFM ukézali, Ze obe bunkové linie vykazovali
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zastavu v raste. V dlhodobej kultivéicii uz bez pritomnosti
L-Asp vsak Nalm-6 bunky (TEL/AMLI-]) svoj rastovy
blok odstranili, pricom u REH (TEL/AML[+]) buniek bol
rastovy blok zachovany. Zéstava rastu REH buniek bola
potvrdena aj pri analyze bunkového cyklu pomocou prieto-
kovej cytometrie. REH bunky sa hromadili v G1/GO faze
oproti Nalm-6 bunkam, ktoré boli schopné prechodu do
S fazy. Z viacerych Stidii vyplyva, Ze prave nedostatok glu-
taminu a asparaginu zabranuje prechodu buniek do S fazy
(20). Expresia AsnS sa zvySuje pri deprivacii aminokyse-
lin, ¢o sa zhoduje s nasimi vysledkami kvantifikacie expre-
sie génu pre AsnS. Po 24 hod. inkubécie buniek s L-Asp
bolo zvysSenie AsnS vyrazné u oboch bunkovych linii, no
v dalSich Casovych bodoch sledovania sa vysledky roz-
chadzaji. U Nalm-6 buniek sa hladina génu pre AsnS
vyrovnava hodnotdm nameranym v kontrolnej skupine
buniek pestovanych cely cas bez L-Asp, pricom REH
bunky si zachovavaju priblizne rovnaké zvySenie expresie
génu az do 9. diia experimentu. Vyplyva z toho, Ze REH
bunky nie st schopné obist nutriny stres spdsobeny nedo-
statkom asparaginu a glutaminu v prostredi a pretrvava
u nich predizeny t¢inok L-Asp. Nalm-6 bunky si pravde-
podobne nahradia depletovany asparagin a glutamin
z vlastnych zdrojov. Tato neschopnost dlhodobo kompen-
zovat nedostatok asparaginu a glutaminu (a nie neschop-
nost kratkodobo zvySovat expresiu AsnS) je zrejme prici-
nou vyssej ucinnosti L-Asp u TEL/AMLI1[+] buniek.

Z analyzy expresného profilovania vyplyva, Ze senzi-
tivita resp. rezistencia na L-Asp bude korelovat s expre-
siou aj inych génov (33). Okrem toho v bunkidch ALL
pacientov zvySena expresia AsnS nie je asociovana
s L-Asp rezistenciou (34).

AsnS je zavisla na pritomnosti glutaminu a aspartatu.
Tato aminotransferdza vyuziva glutamin ako jediny zdroj
aminoskupiny. Jeho pritomnost v bunkach je zavisla na
aktivite glutamin syntetazy(GS), ktora je regulovana pro-
duktom oxidacnej deamindcie glutamatu 2-oxoglutara-
tom (35). Tato enzymaticku reakciu zabezpecuje prave
GDH (36). U TEL/AMLI[+] pacientov sme detekovali
signifikantne nizsiu hladinu expresie génu pre GDH na
rozdiel od ostatnych ALL pacientov, z ¢oho vyplyva zni-
Zena aktivita GS. Na zédklade tychto vysledkov predpo-
kladame, Ze mnoZzstvo glutaminu v bunkéch a schopnost
buniek si ho samostatne produkovat ovplyviiuje citlivost
buniek na L-Asp. Pokial dalSie experimenty tdto teériu
potvrdia, objasnime tak podrobnejSie mechanizmus
ucinku L-Asp v antileukemickej terapii. UZ v tejto chvi-
li nase vysledky napovedaju, preco maji TEL/AMLI1[+]
pacienti lepsie liecebné vysledky na protokoloch s vys-
§im davkovanim L-Asp (37).
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