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Souhrn

Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL), nejcastéjsi maligni onemocnéni u déti, je lécena kombinovanou chemotera-
pii, ktera zahrnuje enzym L-Asparaginazu (L-Asp). Cytotoxicky efekt L-Asp spociva ve schopnosti depletovat extra-
celularni asparagin a glutamin, na coz jsou leukemické buiiky velmi citlivé pravdépodobné kviili snizené aktivité
glutamin-dependentniho enzymu asparagin syntetazy (ASNS). Ac¢koliv bylo se vznikem rezistence na L-Asp spojova-
no zvyseni hladiny ASNS v leukemickych blastech, presny vztah mezi expresi tohoto genu a citlivosti na L-Asp nebyl
dosud objasnén. Pro nasi studii byl pouzit model bunécnych linii. Exprese genu pro ASNS a hladina proteinu byla
detekovana u 4 leukemickych bunéénych linii: REH (TEL/AMLI1[+]), UOCB6(TEL/AML1[+]), Nalm6
(TEL/PDGFRBI1[+]) a RS4;11 (MLL/AF4[+]). Mnozstvi mRNA i proteinu ASNS odpovidalo citlivosti na L-Asp.
UOCB6G jako nejvic rezistentni linie méla nejvyssi expresi ASNS, nasledovaly linie Nalmé6, REH a RS4;11. Detekce
proteinu v pacientskych vzorcich nebyla mozna v diisledku signifikantné nizsi exprese studovaného genu ve srovna-
ni s burikami leukemickych linii. S vyuzitim RNA interference bylo provedeno gradientové vypnuti (knock-down)
u 2 bunécénych linii: REH, se stiedni bazalni expresi ASNS, a RS4;11 s velmi nizkou bazalni expresi. Gradientové
sniZovani exprese vedlo ke gradientovému zvySovani senzitivity linie REH. U linie RS4;11 po sniZeni exprese ASNS
ke zvyseni citlivosti k L-Asp nedoslo. Z uvedenych vysledkii vyplyva, Ze pri velmi nizkych expresich ASNS, které by-
ly stanoveny také u pacientskych vzorkii, neexistuje primy vztah mezi odpovédi na L-Asp a mirou exprese zminéné-
ho genu, tudiz v téchto pripadech nejsou rozdily v expresi relevantni pro urceni vyssi ¢i nizsi senzitivity leukemic-
kych bunék k L-Asp. Predpokladame, Ze novym proteinem hrajicim roli v odpovédi na L-Asp by mohla byt gluta-
mat dehydrogenaza (GDH). Uml¢enim GDH specifickou RNA interferenci doslo u bunék REH ke zvySeni citlivosti
k L-Asp, coZ potvrzuje duleZitou roli tohoto genu v reakci TEL/AML1-pozitivnich bunék na terapii L-Asp. Navic na
zakladé zvySovani exprese GDH v buiikach s umléenym genem pro ASNS predpokladame vztah mezi témito dvéma
geny. Objasnéni mechanismu vzniku rezistence ¢i pripadné urceni markeru rezistence pacienti s ALL k L-Asp by
vyznamné pomohlo zlepsit dosavadni terapeutické vysledky.
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Summary
Heifmanova I., Trka J., Starkova J.: Diverse asparagine synthetase expression in lymphoid blasts is not rele-
vant to the sensitivity to L-Asparaginase

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL), the most common haematological malignancy in childhood, is treated by com-
bined chemotherapy, which includes the enzyme L-Asparaginase (L-Asp). The cytotoxic effect of L-Asp consists in
its ability to deplete extracellular asparagine and glutamine. The sensitivity of primary ALL cells to this depletion is
traditionally explained by decreased activity of glutamine-dependent enzyme asparagine synthetase (ASNS). Despi-
te the fact that increased ASNS level was indeed shown to be connected with L-Asp resistance, the exact relationship
between ASNS expression and L-Asp sensitivity has not been elucidated so far. The gene expression and ASNS pro-
tein content was evaluated in 4 leukemic cell lines: Nalmé6 (TEL/PDGFRB[+]); RS4;11 (MLL/AF4[+]); REH
(TEL/AMLI1[+]) and UOCB6 (TEL/AML1[+]). ASNS protein levels reflected ASNS mRNA levels and these correla-
ted negatively with L-Asp sensitivity. UOCBG6 as the most resistant cell line had the highest expression of ASNS, fol-
lowed by Nalm6, REH and RS4;11. Detection of protein content in primary ALL blasts was not possible due to sig-
nificantly lower ASNS gene expression compared to cell lines. Gradient knock-down was performed in 2 ALL cell li-
nes: REH with intermediate basal expression and RS4;11 with very low basal expression. A gradual silencing of
ASNS gene in REH cell line led to gradual increase of L-Asp sensitivity. The reduction of ASNS did not potentiate L-
Asp cytotoxicity in RS4;11 cell line. Our data demonstrate that in cells with very low ASNS expression, as shown in
primary ALL blasts of various subtypes, the difference in ASNS levels is not relevant to the sensitivity to L-Asp. We
suppose that glutamate dehydrogenase (GDH) is a new player in the response to cytotoxic effect of L-Asp. Silencing
of GDH gene in TEL/AML1[+] REH cell line increased sensitivity to L-Asp. Furthermore, we suggest a relationship
between ASNS and GDH based on our observations of increased GDH expression in cells with silenced ASNS gene.
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Uvod

Akutni lymfoblastickd leukemie (ALL) je nejCastéjsi
hematologickd malignita postihujici déti a adolescenty
(1). V Ceské republice je roéné diagnostikovano okolo 70
novych piipadd. Pocet uspésné vyléCenych pacientli od
Sedesatych let nesmirné vzrostl. V soucasné dobé lze vy-
1é¢it vice nez 80 % déti s nové diagnostikovanou ALL,
u téméf 20 % pacientti vSak dochézi k relapsu (2). Nej-
vétsi nadéji pro dalsi pokrok v této problematice je po-
chopeni podstaty vzniku rezistence na chemoterapii, lep-
§i stratifikace a individualizace 1é¢ebnych postupt.

Esencidlni komponentou modernich 1é¢ebnych proto-
kolli je L-Asparagindza (L-Asp). Kli¢ovd role tohoto che-
moterapeutika byla prokdzana v klinickych studiich uka-
zujicich pfimy vztah mezi ispéchem lécby a ddvkou L-
Asp (3-5). L-Asp zplsobuje depleci asparaginu a glutami-
nu (6, 7). Za endogenni syntézu asparaginu je zodpovéd-
nd asparagin syntetdza (ASNS). Jako aminotransferdza
prendsi aminoskupinu z glutaminu na aspartét. V eukaryo-
tickych bunikdch nevyuZziva jiné substraty, je tedy ozna-
¢ovana jako glutamin-dependentni (8, 9). Leukemické
buriky maji v porovnédni s buiitkami zdravymi expresi
ASNS sniZenou (10, 11). Vznikla tedy hypotéza, potvr-
zend nékolika publikacemi (12-14), Ze za i¢inkem L-Asp
stoji zdvislost leukemickych blastl na extraceluldrnim as-
paraginu. Zdravé tkdné jsou dle této teorie schopny ztra-
ty asparaginu kompenzovat diky dostatené aktivni ASNS,
piipadné zvysenou expresi tohoto enzymu v odpovédi na
asparaginovou depleci. Rezistence na terapii L-Asp byla
logicky vysvétlovdna zvySenim exprese ASNS v leuke-
mickych blastech (6). Zdanlivé jednoduchy vztah vSak
zkomplikovala fada novych poznatkii. Nan Su a spol. (15)
stenci na terapii L-Asp vice vypovidd hladina ASNS na
proteinové trovni neZ na trovni mRNA, pficemzZ vySe ci-
tované prace se zabyvaly pravé expresi mRNA. Dals{ nes-
rovnalosti ve vztahu ASNS a L-Asp se ukdzaly béhem stu-
dia senzitivity k tomuto lé¢ivu u pacientti s TEL/AMLI-
pozitivni leukemii. Hybridni gen TEL/AMLI1 vznikd
z translokace t(12;21) (16, 17) a nalézdme ho u 20-24 %
détskych pacientd s ALL (18). In vitro testy prokdzaly, 7e
TEL/AMLI1-pozitivni blasty jsou citlivéjsi na L-Asp ve
srovnani s blasty TEL/AML1-negativnich pacientd (19).
Nase pracovni skupina (20) paralelné s holandskou sku-
pinou Stams a spol. (21) publikovala paradoxné zvyse-
nou expresi ASNS genu u TEL/AML1-pozitivnich paci-
entl. Jind prace, kterd zpochybnuje piimy vztah mezi cit-
livosti na L-Asp a ASNS, byla publikovadna Finem a spol.
(22), ktefi prezentuji klastrovdni ALL bunécnych linif re-
zistentnich resp. senzitivnich k L-Asp na zdkladé bazdlni
exprese ASNS. Klinické vzorky pacientl se vSak pri tom-
to typu analyzy takto nerozdélily. Dédle vSak po podani L-
Asp doslo k velmi podobnym zméndm exprese velkého
mnozstvi gentl jak ve zminénych liniich, tak v klinickych
vzorcich. Je tedy zfejmé, Ze na Gcinku L-Asp i na vzniku
rezistence se krome& ASNS podili vice faktord.

V nas{ praci jsme studovali pfimy vztah genu pro
ASNS a citlivosti na L-Asp. Zajimalo nds, zda exprese
genu odpovidd hladindm proteinu a rozdily v mRNA
ASNS méfené u pacientti mohou vypovidat o rozdilné cit-
livosti na L-Asp. Popsali jsme ticast proteinu glutamat de-
hydrogendzy (GDH), ktery pravdépodobné hraje roli
v odpovédi na 1écbu L-Asparagindzou v souvislosti s re-
gulaci syntézy glutaminu.

Material a metody

Pacientské vzorky

Mononukledrni bunky byly separovany z kostni dfené
a periferni krve centrifugaci pomoci hustotntho gradien-
tu (Ficoll-Paque Research Grade, PharmaTech). Vzorky
byly nasledné ulozeny pii -80 °C. VSechny vzorky byly
ziskdny v dobé diagndzy po informovaném souhlasu pa-
cienta.

Bunécné linie

B-prekursorové leukemické bunécné linie REH
(TEL/AMLI1[+], t(12;21)), UOCB6 (TEL/AMLI1[+]),
RS4;11 (MLL/AF4[+]) a Nalm6 (TEL/PDGFRB1[+]), by-
ly zakoupeny u Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH. Buriky byly kultivovany v Ros-
well Park Memorial Institute (RPMI) 1640 médiu s 2 mM
L-glutaminem, 10% fetdlnim bovinnim sérem (FBS) a roz-
tokem antibiotik o koncentraci 10 ml/I (100 U/ml penicili-
nu, 100 pg/ml streptomycinu). VSechny 4 suspenzni kultu-
ry byly drZeny pfi teploté 37 °C a 5% CO,.

Izolace bunék

Bunky byly shromdzdény do zkumavek, kultivacni lah-
ve byly propldchnuty phosphate-buffered saline (PBS, pH
=74) a 5 minut centrifugovany rychlosti 1000 rpm.

Extrakce RNA a cDNA konverze

Bunky byly promyty PBS, RNA byla izolovana RNe-
asy mini kitem (Qiagen), cDNA byla pfepsana reverzni
transkriptdzou za pouZiti iScript cDNA synthesis kit (Bi-
orad).

Kvantitativni RT-PCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném
case (RT-PCR) byla provedena na LightCycler® 480 Re-
al-Time PCR System (Roche Diagnostic GmbH, Manhe-
im, Némecko) na zdkladé instrukci od vyrobce. ASNS
transkript byl detekovdn pomoci Power Sybr Green PCR
master mixu (Applied Biosystems), TagDNA polymera-
zy a specifickych ASNS a GDH primert. Sekvence pri-
mert pro ASNS (57-37) byla ndsledujici: forward primer
gCTgACCCACTACAAETC, reverse primer TCACT-
gCCAAACAgCg. Pro detekci GDH byly pouzity GDH
specifické primery o sekvenci (5°-3"): forward CTTTATT-
ggTCCTggCATTgA; revers CCCTTggCTgATgggTTTA.

LightCyclerTM rapid thermal cycler system (Roche
Diagnostic GmbH, Manheim, Némecko) byl pouZit ke
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stanoveni kontrolniho genu 2 microglobulin (32M).
Hodnoty exprese f2M byly pouzity pro normalizaci ex-
presnich dat ASNS a GDH.

Detekce proteinu

Burnky byly dvakrit promyty PBS. Peleta byla resus-
pendovdna lyzaénim pufrem obsahujicim 1% Triton-X-
100, 0,1% sodium dodecylsulfatu, 2 mM kyseliny etylen-
diamin tetraoctové, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH
=17.5),50 mM NaF, 1 mM Na;VO,, inhibitorovy koktejl
Complete (Sigma), 1 mM fenylmethylsulfonyl fluorid
a 0,002 M MgCl,. Lyzat byl sonikovan a centrifugovan
3 minuty rychlosti 7500 rpm pii teploté 4 °C, poté byla
v supernatantu zméfena koncentrace proteinu pomoci
Bio-Rad DC protein Assay (Bio-Rad Laboratories) na
spektrometru. Pro vytvoreni standardni kfivky byl pou-
zit albumin bovinniho séra.

Proteiny byly separovany elektroforeticky v 10% poly-
akrylamidovém gelu. Po transferu na polyvinylidenovou
membréanu byla minimalizovédna nespecifickd vazba hodi-
novym blokovanim 5% Blotting Grade Blocker Non-Fat
Dry Milk (Bio-Rad). Inkubace v primérni protildtce mouse
anti-human ASNS (Abcam; Santa Cruz; protilatka z labo-
ratofe Dr. Kilberga - Department of Biochemistry and Mo-
lecular Biology, Shands Cancer Center and Center for Nut-
ritional Sciences, University of Florida College of Medici-
ne, Gainesville, Florida, USA) nafedéné v poméru 1 : 1000
v 5% Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk probihala
pres noc pii 4 °C po promyti v roztoku PBS s Tweenem
ndsledovala hodinova inkubace v sekundérni protildtce an-
timouse (BioRad). MnoZstvi zachyceného proteinu jsme de-
tekovali pomoci smési SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate a SuperSignal West Pico Chemilumi-
nescent Substrate v poméru 10 : 1 (ThermoScientific) che-
moluminiscentné.

Pro kontrolu rovnomérného naneseni vzorku a stejné
koncentrace proteinu v testovanych vzorcich jsme po detek-
ci proteinu ASNS z membrany odstranili pouzité protilét-
ky 10minutovou inkubaci ve stripping pufru (smés 0,5 M
NaCL a 0,5 M ledové kyseliny octové), membrinu jsme
promyli ve smési roztoku PBS s Tweenem a hodinu inku-
bovali v nové primdrni protildtce-mouse anti-human B-ak-
tin (Sigma). DalSi postup byl shodny s detekci ASNS.

MTS test

In vitro cytotoxicita L-Asp (Medac) byla stanovena
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphe-
nyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium testem (MTS)
(23). Leukemické bunky byly inkubovany v nepfitom-
nosti ¢i pfitomnosti L-Asp o 6 riznych koncentracich
v triplikédté. Po 72hodinové kultivaci pti 37 °C a 5%
CO, byl k bunkdm pfidin MTS reagens. Po dalSich 2
hodinédch inkubace bylo spektrofotometricky zméfeno
mnoZzstvi vznikajictho formazéanu a tim stanovena via-
bilita bunék.

RNA interference (RNAi)
Bunky jsme transfekovali pomoci elektroporitoru

(EPI2500 electroporator, Dr. L. Fischer, Heidelberg,
Némecko) za podminek: 350 V, 10 ms, 1 pulz. PouZité
siRNA proti genu ASNS a GDH byly v obou piipadech
smési 4 siRNA komplementarnich k riznym sekvencim
genu, ¢imZ byla zvySena uspé$nost umlceni (Dharmacon).
Kontrolni bunky byly transfekovéany za stejnych podmi-
nek siRNA, kterd nebyla namitena proti zddnému lidské-
mu genu — non-targeted (siNon-T).

Statistickd analyza

VSechny experimenty byly provddény minimélné
v triplikatu, ze kterého byla vypoéitdna primérnd hod-
nota a zmérena smérodatnd odchylka. U expresnich dat
byla stanovena hladina statistické vyznamnosti (p).

Vysledky

Exprese ASNS negativné koreluje se senzitivitou ALL
bunécnych linii k L-Asp

Metodou qRT-PCR jsme stanovili bazdlni expresi ge-
nu pro ASNS u leukemickych liniif REH, UOCB6,RS4;11
a Nalm6. Nejvyssi hladinu vykazovala linie UOCB6
(nASNS = 4,946), nasledovala linie Nalm6 (nASNS =
1,8), REH (nASNS = 1,176) a RS4;11 (nASNS =0,024).
Vysledky byly navzdjem signifikantné rozdilné (p <
0,001). Déle jsme u vSech Ctyf linii detekovali protein
ASNS pomoci metody Western Blot. U linii UOCB6,
Nalm6 a RS4;11 korelovalo mnoZstvi proteinu s hladinou
mRNA (obr. 1a). Linie REH neméla na proteinové trov-
ni hladinu ASNS v riznych ¢asovych bodech stabilni, coz
jsme prokdzali Western Blotem péti vzorkl odebranych
ve 24hodinovych intervalech (data neukdzana). Z expres-
nich dat linie REH vyplyva, Ze transkripce genu se zvy-
Sovala stejné jako u linie Nalm6, predpokladame proto,
Ze dochézelo k pomalému néstupu translace. Hlavnim té-
matem této price je senzitivita ALL bunék k L-Asp. Sta-
novili jsme tedy citlivost linif k tomuto 1é¢ivu pomoci
MTS cytotoxického testu (obr. 1b). Koncentrace pouZité
L-Asp byla 0-4 U/ml (¢ _aq,= 0-4 U/ml). Potvrdili jsme
vztah popsany v diivéjsich publikacich o negativni kore-
laci exprese genu pro ASNS a citlivosti k L-Asp (24). Nej-
niZz§i citlivost byla prokdzana u linie UOCB6 (IC5, = 0,04
U/ml), dile u linie Nalm6 (IC5, = 0,01 U/ml), REH (ICy,
=0,6 x 104 U/ml) a RS4;11 (IC5, = 0,3 x 104 U/ml).

Exprese ASNS v klinickych vzorcich je signifikantné
niZsi neZ u ALL bunécné linie REH

V dal$im experimentu jsme se zaméfili na urceni prote-
inovych hladin v ALL klinickych vzorcich. Navzdory pou-
Zit{ tif riznych primarnich protildtek specifickych pro ASNS
(SantaCruz, Abcam a protilatka z laboratore Dr. Kilberga)
a precizni optimalizaci se ndm u pacientskych vzorkd, na
rozdil od vzorkd bunéénych linif, nepodafilo detekovat pro-
tein ASNS. Pomoci qRT-PCR jsme potvrdili, Ze bazaln{ ex-
prese genu pro ASNS v ALL pacientskych vzorcich je sig-
nifikantné nizsi (2 fady; p < 0,001) neZ u linie REH, coZ
muZe vysvétlovat ztizenou detekcei proteinu (obr. 2).
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Obr. 1. 1a. Rozdilnd bazélni hladina genu pro ASNS u ALL bunéénych linif stanovend pomoci qRT-PCR. Mnozstvi proteinu ASNS detekované
metodou Western Blot.
1b. Vysledek MTS cytotoxického testu ukazujici rozdilnou citlivost jednotlivych buné¢nych linif k L-Asp.
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Obr. 2. Protein ASNS detekovany metodou Western Blot u buné¢né linie Hela. U klinickych vzorkl nebyla detekce dspésnd, P1, P2 a P3 — ozna-
Ceni pro pacientské vzorky. Bazélni hladiny genu pro ASNS stanovené pomoci qRT-PCR u linie REH a dvou klinickych vzorkd.
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Elektroporace siRNA specifické pro ASNS zpiisobila
pokles exprese ASNS na mRNA i proteinové tirovni

siRNA specifickou pro ASNS (siASNS) jsme pouZi-
li pro transfekci bunék linif REH a RS4;11, které maji
stredni a velmi nizkou bazalni expresi ASNS. Koncent-
race siRNA byla 6,25 umol na 2 x 106 bunék. Po 24ho-
dinové inkubaci jsme ovérili hladiny ASNS pomoci
qRT-PCR. Jako kontrola byly pouZzity bunky transfeko-
vané siRNA, ktera nebyla mifena proti Zaddnému lidské-
mu genu, ,,non-targeted (siNon-T). U obou linii do§lo
k signifikantnimu poklesu exprese ASNS. U linie REH
byla exprese sniZena na 18 %, u linie RS4;11 na 29 %
v porovnani s bunikami transfekovanymi siNon-T (obr.
3a, b). U bunéné linie REH jsme navic sledovali i pro-
teinovou urovent ASNS 48 h; 72 h a 96 h po transfekci.
Ve vSech trech casovych bodech byla redukce ASNS
proteinu signifikantni (obr. 3a).

Gradientové sniZeni exprese ASNS potencuje cytotoxicky
efekt L-Asp pouze u linie se stiedni bazdlni expresi
tohoto genu, a to jen do 50% poklesu ASNS

Pro objasnéni vztahu mezi mirou exprese ASNS a cit-
livosti k L-Asp jsme u linif REH a RS4;11 gradientové
snizili hladinu tohoto genu pomoci RNA interference
(RNAI) a sledovali cytotoxicky efekt L-Asp. Provedli
jsme transfekci siRNA proti ASNS genu o koncentraci
0,78 pmol; 1,56 umol; 3,13 umol; 6,25 umol; 9,38
pmol a 12,50 umol na 2 x 10¢ bunék do bunék linie
REH. Po 24hodinové inkubaci jsme ovéfili expresi
ASNS pomoci qRT-PCR. V porovnani s bunkami
s transfekci siNon-T doslo ke sniZeni exprese ASNS po-
stupné na 95 % (p = 0,6991), 74 % (p = 0,0919), 56 %
(p =0,0148), 56 % (p = 0,0149), 44 % (p = 0,0041)
a 35 % (p = 0,0020) (obr. 4a). Ndsledny MTS cytoto-
xicky test (cL-Asp = 0-1 U/ml) ukdzal, Ze senzitivita
k L-Asp negativné koreluje s expresi ASNS do 50 %

poklesu, dalSi sniZovan{ exprese jiZ senzitivitu k L-Asp
nepotencovalo (obr. 4b). Provedli jsme transfekci si-
RNA proti ASNS o koncentraci 0,78 umol; 1,56 pmol
a 3,13 umol na 2 x 10¢ bun¢k do bunék linie RS4;11.
Po 24hodinové inkubaci jsme stanovili expresi mRNA.
Doslo k jeji signifikantni gradientové redukci na hod-
noty 94 % (p=0,3),53 % (p=0,01) a45 % (p =0,001)
v porovndni s kontrolou (obr. 4c). MTS cytotoxicky test
(obr. 4d) (c;. ASP:O—O 03125 U/ml) vSak neprokazal zvy-
Senf citlivosti k L-Asp.

Vypnuti (knock-down) genu pro GDH vedlo ke zvySeni
citlivosti k L-Asp

ASNS je glutamin-dependentni enzym. Na syntéze
glutaminu se podili glutamat-dehydrogendza (GDH).
Analyzou ,,microarrayovych* dat jsme ziskali informa-
ci o niz§i expresi tohoto genu u TEL/AML1-pozitivnich
pacientti v porovnani s pacienty TEL/AML1-negativni-
mi, kterou jsme v nasi predchozi praci potvrdili pomo-
ci qRT-PCR (25). Zajimalo nds, zda u ALL buné¢né li-
nie dojde poklesem exprese GDH k ovlivnénf{ citlivosti
k L-Asp, proto jsme u bunék REH provedli specifické
vypnuti tohoto genu vyuZitim RNAi. Na obrdzku 5a jsou
vysledky qRT-PCR po 24hodinové inkubaci ,,transfeko-
vanych® bunék. Elektroporaci siRNA specifické pro
GDH o koncentraci 6,25 umol na 2 x 106 bunék doslo
ke sniZeni exprese mRNAna43 % (p=1,2x 1077). MTS
cytotoxickym testem (obr. 5b) (CL_ASP=0-0,002 U/ml)
jsme potvrdili ndrdst citlivosti téchto bunék k L-Asp
oproti bunikkdm kontrolnim, u kterych k uml¢eni genu pro
GDH nedoslo. Velmi zajimavd byla také opakované zna-
telna tendence ke zvySovani exprese GDH, kterou jsme
sledovali jak u linie REH, tak u linie RS4;11 po umlce-
ni genu pro ASNS. Tento jev potvrzuje duleZitou tlohu
GDH v odpovédi ALL bunék na terapii L-Asp (Data ne-
ukdzana).
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Obr. 3. Exprese genu pro ASNS u linie REH a RS4;11 po specifickém umléeni tohoto genu metodou RNA-interference. Western Blot potvrzujici

uspesnost umlceni genu pro ASNS na proteinové urovni u linie REH.
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stentnimu fenotypu. Pouze jedna pra-
ce potvrdila obdobné vysledky i na kli-
| nickych vzorcich. Haskell a spol. (31)
popsali u péti pacientd rezistentnich na
1 L-Asp zvySenou enzymatickou aktivi-
tu ASNS v porovndni se Ctyfmi paci-
enty senzitivnimi. Vypovédni hodno-
ta publikovanych dat je vSak nizka.
Kromé omezeného poctu vzorki neby-
1 la vysvétlena kritéria ur€enf senzitivi-
ty ¢i rezistence. Navic byla tato studie
provedena na heterogenni skupiné, za-
hrnujici i dospélé pacienty jak s akut-
ni, tak chronickou leukemii.

Dalsi analyzy klinickych vzorka pfi-
RS4;11 - MTS cytotoxicky test my vztah mezi rezistenci k L-Asp
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Obr. 4. 4a. Exprese genu pro ASNS u linie REH po gradientovém umlceni tohoto genu metodou RNA-interference po 24 hodindch.

4b. Vysledek MTS cytotoxického testu REH bunék s gradientové uml¢enym genem pro ASNS.
4c. Exprese genu pro ASNS u linie RS4;11 po gradientovém umlceni tohoto genu metodou RNA-interference po 24 hodindch.
4d. Vysledek MTS cytotoxického testu RS4;11 bunék s gradientové uml¢enym genem pro ASNS.
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Obr. 5. 5a. Exprese genu pro GDH u linie REH po gradientovém uml¢eni tohoto genu metodou RNA-interference po 24 hodinach.
5b. Vysledek MTS cytotoxického testu REH bunék s gradientové uml¢enym genem pro GDH.

a zvySenou hladinou ASNS nepotvrdily. Paralelné se
Stams a spol. (21) nase pracovni skupina publikovala ¢la-
nek o paradoxné zvySené expresi ASNS u TEL/AMLI1-
pozitivnich pacientl v porovnani s TEL/AML1-negativ-
nimi (20); pficemz pravé TEL/AMLI1-pozitivni pacienti
maji lepsi prognézu (20). Tyto vysledky byly zpocatku in-
terpretovany jako anomadlie zpuisobend pfitomnosti fizni-
ho genu (32). Z dalSich praci (22) zpochybiiujicich vliv
ASNS na vznik rezistence vSak vyplyva, ze §lo o vyvra-
ceni 35 let staré teorie o pfimém vlivu hladiny ASNS
na cytotoxicky efekt L-Asp.

My jsme se na tento vztah opét zaméfili s cilem vysvét-
lit pretrvavajici nejasnosti. Sledovali jsme zmény senzi-
tivity ALL linif k L-Asp po sniZeni exprese genu pro
ASNS. Poklesem studovaného genu doslo u linie REH ke
zvyseni citlivosti k L-Asp. U linie RS4;11, kterd ma vy-
razné nizsi bazdlni expresi ASNS nez linie REH, k ovliv-
néni odpovédi po poklesu exprese ASNS nedoslo.

Nan Su a spol. (15) ve své praci upozornili na dilezi-
tost detekce proteinu ASNS, ktery s citlivosti k L-Asp ko-
reloval u bunéénych linif 1épe nez hladina mRNA. U kli-
nickych vzorkli mizeme o stejné preferenci zatim pouze
spekulovat, protoze mnoZzstvi proteinu je tak nizké, Ze jej
nelze metodou Western Blot spolehlivé detekovat. Ve
zminéném c¢lanku Nan Su a spol. se to podafilo pouze
u jednoho pacienta z deseti, ndm se to nepodatilo u zZad-
ného. Nicméné z nasich vysledki je patrné, Ze pii tak niz-
kych expresich, které byly prokazany u linie RS4;11, nel-
ze povazovat rizné hladiny ASNS za znak rezistence ¢i
senzitivity. Tyto rozdily se nemohou projevit v biologic-
ké odpovédi na terapii L-Asp. ASNS jisté hraje dtlezi-
tou roli v mechanismu u¢inku L-Asp, ale ne jako jediny
¢initel. Pro pochopeni tohoto komplexniho déje je nutné
zaméfit se i na jiné Cleny kaskady syntézy asparaginu
a glutaminu. Fine a spol. (22) popsali, Ze exprese ASNS
v klinickych vzorcich, na rozdil od vzorkt leukemickych

lini{, nekorelovala s rozdilnou citlivosti na L-Asp. V ji-
nych znacich se v§ak oba modely shodovaly. Patel a spol.
(33) popsali inhibi¢ni pisobeni dvou lysosomalnich cys-
teinovych protedz: asparaginyl endopeptidazy a cathepsi-
nu B na t¢inek L-Asp. U T-ALL byl zase prokdzan efekt
argininosukcindt syntdzy 1 (34). Dals{ prace poukazuji na
transmembranovy protein ASCT1 (30). V nasi studii jsme
upozornili na jiny protein - GDH, ktery ma vyznamnou
roli v odpovédi leukemickych bunék na terapii L-Asp.

GDH katalyzuje oxida¢ni deaminaci kyseliny glutamo-
vé na 2-oxoglutarat za uvolnéni amonného kationtu, kte-
ry slouZi jako zdroj dusiku pro syntézu glutaminu. Glu-
tamin je jediny substrat ASNS. NaruSenim jeho syntézy
se poskodi i tvorba asparaginu. SniZend exprese genu pro
GDH u TEL/AML-1 pozitivnich pacientil a zvysena cit-
livost bun¢k k L-Asp s vypnutim tohoto genu potvrzuje
vyznam GDH v reakci na terapii L-Asp. U bun¢k s uml-
¢enym genem pro ASNS jsme navic pozorovali tendenci
ke zvySovani exprese GDH.

Domnivame se, Ze jde o kompenzaci nizké hladiny
ASNS, kvuli které ma deplece aminokyselin cytotoxicky
efekt.

L-Asp se v terapii ALL pouziva jiZ od sedmdesatych
let minulého stoleti. Stale vSak neni zndm pfesny mecha-
nismus rezistence ani i¢inku. Jeho odhaleni by vyznam-
né zlepsilo dosavadni terapeutické postupy i prognézu
leukemickych pacientd.
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