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CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe o moznosti 1écby hematologickych malignit
a mechanismu ucinku téchto 1é€iv.

2. Vypracovani literarni reSerSe o dosavadnich poznatcich o metabolickych
drahach cytidinu a jejich vliv na l1é¢bu hematologickych malignit.

3. Analyza vlivu aktivity cytidindeaminasy v nadorovych bunkach a krevni
plasmé s ohledem na prub¢h a Gcinnost 1éCby cytarabinem.

4. Piiprava vzorkli bunécnych lyzati a plasmy pro metabolomickou analyzu
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii, vyhodnoceni vysledku, statistické zpracovani

a interpretace naméfenych dat.



1 UVOD

Hematologické malignity jsou nddorova onemocnéni krve, ktera zahrnuji formy akutnich
a chronickych myeloproliferativnich a lymfoproliferativnich onemocnéni. Mezi
charakteristické znaky nadorovych bunék patii ve srovnani se zdravymi buiikami odli§ny
metabolicky fenotyp, onkogenni signalizace, bunécné regulacni defekty ¢i odolavani
bunécné smrti. Tyto metabolické rozdily mezi zdravou a nadorovou buiikou jsou pilifem
protirakovinné 1é¢by, kdy jednou z moznosti 1é€by hematologickych malignit se nabizi
1é¢ba nukleosidovymi analogy. Cytarabin je nukleosidovy analog deoxycytidinu
s antineoplastickou aktivitou vyuzivany ptedevsim pro 1écbu akutni myeloidni leukémie,
a to jak v indukéni fazi 16¢by, tak i ve fazi postremisni, a rovnéz ptispiva k vysoké miie
kompletni remise tohoto onemocnéni. Mechanismus ucinku cytarabinu spociva
v tiikrokové fosforylaci na jeho trifosfatovou cytotoxickou formu, ktera se inkorporuje
do DNA a piisobi jako inhibor DNA polymeras. Uginek cytarabinu je vsak snizen jeho
deaminaci na biologicky neaktivni metabolit uracilarabinosid enzymem
cytidindeaminasou. Podrobnym popisem procesu Géinku cytarabinu, jeho cytotoxicitou
a rezistenci na toto 1é¢ivo se zabyva teoreticka ¢ast diplomové prace. Tato ¢ast prace se
rovnéz vénuje charakteristice nukleosidovych analog a hematologickych malignit, jejich
klasifikaci a v neposledni fadé jejich 1é¢be.

Experimentalni c¢ast diplomové prace je zaméfena na stanoveni aktivity
cytidindeaminasy. Aktivita byla stanovovana Vv nadorovych bunécnych liniich, liniich
tvofenych diploidnimi buiikami a v linii imortalizovanych diploidnich bunék po inkubaci
S vybranymi substraty, véetné cytarabinu. Aktivita cytidindeaminasy byla stanovovana
kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Pro
hmotnostni spektrometrii byly optimalizoviny MRM piechody pro vSechny vybrané

standardy nukleosidovych analog.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Hematologické malignity

Hematologické malignity jsou nddorovd onemocnéni krve zahrnujici cetné formy
akutnich a chronickych myeloproliferativnich a lymfoproliferativnich onemocnéni.
Pochézeji z jedné ze dvou hlavnich krevnich linii — myeloidnich a lymfoidnich bun¢k.
Akutni a chronickd myeloidni leukémie jsou myeloidniho pivodu, zatimco lymfomy,
lymfocytarni leukémie a myelom patii do lymfoidni linie (Giordano et al, 2013).
Klasifikace téchto patologickych stavl je zalozena na kombinaci znakt, které¢ zahrnuji
morfologii nadorovych bunék, imunofenotyp (Giordano et al, 2013), ptavod tkang,
histologické charakteristiky a genetické defekty, které v podstaté mohou urcit abnormalni
chovani nadorovych bunék (Zvara et al, 2002). Tyto genetické defekty 1ze analyzovat
pomoci znalosti téméf celé sekvence lidského genomu. Metody molekulérni biologie,
napt. sekvenovéni, analyza chromosomt, metoda DNA ¢ipt nebo oligonukleotidovych
¢ipd, Northernova hybridizace apod., napomahaji ziskat vice informaci o malignich
transformacich na systémovych tGrovnich jako je genom, transkriptom a proteom (Zvara
et al, 2002).

Charakteristické znaky rakoviny jsou souborem funkénich schopnosti ziskanych
normalnimi bunkami pfi transformaci bunék do neoplastického ristu, tedy schopnosti,
které jsou kli¢ové pro tvorbu zhoubnych nadord (Hanahan, 2022). Tyto znaky zahrnuji
odlisny metabolicky fenotyp ve srovnani se zdravymi bunkami, ktery jim umoziuje
preziti, rychlejsi rust a rychlejsi proliferaci. Dale se jedna o onkogenni signalizace, diky
kterym bunika efektivnéji vykondva bioenergetické procesy a efektivnéji syntetizuje
makromolekuly dilezité pro rast bun¢k, nebo o regulacni defekty, které fidi normalni
bunécnou proliferaci a homeostazu ¢i o odolavani bunééné smrti (Hanahan & Weinberg,
2011). Na zéklad¢é téchto metabolickych rozdili mezi normalnimi a rakovinnymi
buikami se vyzkum pro lécbu s protirakovinnymi u¢inky zaméfil na metabolity
aenzymy, které hraji centrdlni roli v onkogennich signalizacich, a na blokaci
abnormalnich metabolickych cest, kterymi se rakovinné bunky vyznacuji (Parsons et al.,
2008; Stein et al., 2019). Prikladem enzymatické 1écby mize byt 2-deoxy-D-glukosa,
ktera inhibuje glykolyzu vazbou na hexokinasu a nasledné potlacuje rlst nddorovych
bunék (Dwarakanath et al., 2009). Vyzkum 1é¢by Se rovnéz zaméfil na mozné mutace
v genech a na 1é¢iva inhibujici tyto genetické zmény (Stein et al., 2019) Pro piesnou

a ucinnou protirakovinnou 1éc¢bu je tedy dualezité vyhledat metabolické rozdily mezi



zdravymi a rakovinnymi buiikami a pfi vyvoji 1éCby se zacilit na signdlni drahu
a metabolickou drahu, ktera specificky ovliviiuje nador (Shao et al., 2021).

2.1.1 Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukemie (AML) je skupina malignich onemocnéni krvetvorby, pro
kterou je charakteristicka proliferace a hromadéni nezralych hematopoetickych bun¢k
(myeloblastll) v kostni dieni s naslednym vyplavovanim téchto bunék do periferni krve.
AML je charakterizovana jako klonalni expanze myeloblasti tvoficich vice jak 20 %
vSech jadernych bun¢k v dieni (Adam et al., 2008).

Jedna se 0 onemocnéni S prudkym nastupem, a to i u osob, které netrpi zddnou jinou
krevni chorobou. Pokud nejsou tolerovany prvni pifiznaky nemoci, objevujici se jiz
nékolik tydnl pfed plnym rozvinutim nemoci, neni zav€as stanovena diagndza nebo
nemoc neni dostate¢né 1écend, choroba mize postizeného zabit béhem 2—-3 mésicti od
vzniku nemoci. AML tedy vyzaduje okamzitou a pomérné naro¢nou 1é¢bu (Mayer et al.,
2002). AML je primarné¢ onemocnéni starSich dospélych, incidence AML je tedy
vztaZzena na vek postizenych osob. Incidence onemocnéni se u osob ve veku 65 let
a starSich pohybuje kolem 20ti nemocnych na 100 000 zdravych jedincti ro¢né. V pripadé
osob mladsich 65ti let je incidence rovna 2 nemocnym na 100 000 zdravych jedinct
ro¢n€. Z toho pak muzi maji 1,2-1,6 krat vyssi pravdépodobnost rozvoje AML béhem
svého zivota (Shallis et al., 2019).
2.1.1.1 Patofyziologie nemoci
Patofyziologie AML je zakofenéna v genetické poruse hematopoetickych
progenitorovych kmenovych bunék, ktera podporuje klondlni a maligni pfeménu
a expanzi nezralych myeloblastd (Shallis et al., 2019), méné castéji erytroidnich ¢i
megakaryocytarnich blasta (Faber et al., 2012). Pro buiiky AML je tedy charakteristicka
zastava diferenciace na Urovni blastil, jejichZ proliferace se vymyka fyziologickym
autoregulacnim mechanismiim. Dusledkem je potlaceni krvetvorby, tedy pokles poctu
krvinek v periferni krvi, zapti¢inénym nardstajicim poétem leukemickych blasti v dieni
kosti (Adam et al., 2008).

Z genetického hlediska sekvenovanim celého genomu byly identifikovany mutace
v genech IDH1 (gen kddujici enzym isocitatdehydrogenasa 1 (EC 1.1.1.42) katalyzujici
oxidativni dekarboxylaci isocitratu na 2-oxoglutarat) a IDH2 (gen kodujici enzym
isocitratdehydrogenasa 2 (EC 1.1.1.42)) s Cetnosti vyskytu 12 % pro mutantni IDH1
(Parsons et al., 2008) a 8-19 % pro mutantni IDH2 (Stein et al., 2019). Dalsi mutace byly



zaznamenany v genech DNMTA3A (gen kodujici enzym DNA methyltransferasa (EC
2.1.1.72) s Cetnosti vyskytu 22,1 % (Ley et al., 2010), TET2 (jeho funkce neni stale
znama, nicméné piitomnost karboxy-terminalni domény ve faznim proteinu naznacuje
jeho potencialni vyznam v bunééné transformaci) s ¢etnosti vyskytu 22 % (Delhommeau
et al., 2009) ¢i ASXL1 (gen kodujici protein, ktery funguje jako ligand-dependentni
koaktivator pro receptor kyseliny retinové) s Cetnosti vyskytu 11 % (Gelsi-Boyer et al.,
2009).

Nadory mohou téz pochazet z deregulace epigenetického aparatu, ktery nésledné
indukuje zmény struktury chromatinu a genové exprese. Jednim z charakteristickych
epigenetickych mechanismi je methylace DNA a modifikace histona (Figueroa el al.,
2010). Typickym methylaénim typem je hypermethylace CpG ostruvki, pfi¢emz se
hypermethylované CpG nachézeji v promotorech genu. Naproti tomu hypomethylované
CpG jsou detekovany predevsim v télech genl, kdy diky nim muaze dochazet
k chromozomalnim delecim ¢i translokacim (Esteller, 2008). Naruseni normalni
distribuce methylace DNA je charakteristickym znakem nddorového bujeni, které mtze
hrat zasadni roli pfi iniciaci ¢i progresi AML (Figueroa el al., 2010).

Sekundarni AML vznikd poskozenim DNA vyvolanym piedchozi expozici
chemoterapeutiky ¢i jinymi 1éCivy, radioterapii, toxickou expozici nebo mutze vznikat
v doprovodu jinych hematologickych malignit jako napf. myelodysplastické syndromy ¢i
myeloproliferativni novotovary (Boddu et al., 2017).

2.1.1.2 Klinicky obraz
Klinicky obraz AML muize byt kombinaci pro nemoc specifickymi symptomy jako je

porucha poctu erytrocytl, leukocytll ¢i trombocytl a nespecifickymi piiznaky, napf.
slabost, inava, malatnost, nechutenstvi ¢i hubnuti (Mayer et al., 2002). Poruchy poctu
erytrocytll a trombocytd se dominantné projevuji jejich poklesem. V piipadé zavazného
poklesu se muiZe jednat o ndznak trombocytopenie ¢i koagulopatie. Koncentrace
leukocytlh mohou byt pii AML riiznorodé, mize se projevit jak nizky pocet leukocyti,
tak 1 zvySeny ¢i extrémné vysoky. ZvySené koncentrace leukocytl jsou spjaty
s hyperleukocytozou (Mayer et al., 2002).

Leukemické bunky (Obr. 1) jsou tuhé a velké, na zaklad¢ ¢ehoz mohou ucpavat
mikrocirkulaci. Rovnéz mohou infiltrovat jakykoliv organ, avSak bez vdzné poruchy
funkce daného organu, vyjma centralni nervové soustavy (Mayer et al., 2002). Buiky

maji kulaty ¢i nepravidelny tvar jadra s jednim ¢&i nékolika jadérky. Cytoplazma je



vétsSinou Sedivého zbarveni, slabé bazofilni a mize tvofit uzky lem ¢i v pfipadé
monoblastické a myelomonocytarni leukémie je v bunce pfitomna ve vyssich mnozstvich

(Faber et al., 2012).

Obr. 1: Kostni dien s leukemickymi buiikami s velkymi nepravidelnymi jadry, rozptylenym
chromatinem, variabilnimi jadérky a bazofilni cytoplazmou s mnoha cytoplazmatickymi
vakuolami, zvétSeni 600x. Pfevzato a upraveno z Chen at al., 2011.



2.1.1.3 Lécba

Lécba AML zahrnuje dvé samostatné 1é¢ebné faze — induk¢ni fazi a postremisni fazi
(Stone et al, 2004). Prvnim krokem 1é¢by je induk¢ni faze, neboli Givodni, jejimz cilem je
kompletni remise AML pomoci myelosupresivni chemoterapie. Cilem této chemoterapie
je eliminovat benigni i maligni hematopoetické elementy v kostni dfeni a nésledné
umoznit repopulaci diené fyziologicky zdravymi bunkami (Stone et al, 2004).
Standardnim rezimem této faze je intravendzni podani cytarabinu a antracyklinu, obvykle
daunoribicinu, a to v kombinaci podavani cytarabinu po dobu sedmi dnti a daunoribicinu
po dobu tfi dnti. V klinickych studiich jsou uZzivany i alternativni atracyklinova 1éciva
(napt. idarubicin), vysoké davky substituovaného cytarabinu nebo etoposid (Burnett et al,
2011).

Druhym krokem 1é¢by je postremisni faze nutna k zabranéni relapsu (Burnett at al,
2011). Pro tuto fazi muze byt vyuzito nékolik postupt, které napomahaji k udrzeni
remise. Obecné mohou byt tyto postupy nazvany jako konsolidaéni 1écba, kam se fadi
intenzivni chemoterapie, chemoradioterapie, vysokodavkovana chemoterapie s alogenni
transplantaci kostni dfené¢ ¢i kmenovych krvetvornych bunék z periferni krve
a imunoterapie (Mayer et al., 2002). Pti intenzivni chemoterapii e Standardné vyuzivaji
vysoké davky cytarabinu a to v nékolika cyklech, konkrétné se jedna o davku 3 g-m™
a celkem &tyfi cykly. Méné Castéji je pak volena davka 400 mg-m (Burnett et al, 2011).

Nové rezimy intenzivni chemoterapie induk¢ni 1 postremisni faze pro mladsi pacienty
zahrnuji kromé¢ vysokych davek cytarabinu vysoké davky i jinych nukleosidovych
analog, jako napf. fludarabin nebo kladribin, ¢i cilenych latek, jako jsou napft. inhibitory
ligand tyrosinkinasy 3 souvisejici s FMS (EC 2.7.10.1) nebo venetoklax. Rezimy s nizsi
intenzitou 1écby jsou pak doporuCovany pacientim vyssiho véku a pacientim
nezpusobilych pro intenzivni chemoterapii. Jedna se o 1é€bu hypomethyla¢nimi latkami,
napf. azacitidin, decitabin, s moznosti parenteralniho i peroralniho podavani, pfipadné
pak o 1éc¢bu nizkymi davkami kladribinu/cytarabinu Vv kombinaci s venetoklaxem ¢i
jinym cilenym inhibitorem (Kantarjian et al., 2021). Velmi G¢innou 1é¢bou se zda byt
| transplantace hematopoetickych bunék, protoze tato 1é¢ba v porovnani s jinymi neni
komplikovéana cytotoxicitou souvisejici s imunoterapii a relapsem onemocnéni. Diky
neustale se zvysujicimu poctu vhodnych darcti krvetvornych bun¢k je tato 1écba pro

pacienty ptivétivejsi (Stone et al., 2004). Proti genetickym mutacim, pfedev§im na genech



IDH1 a IDH2, byly vyvinuty G¢inné latky ivosidenib, ktery inhibuje mutantni gen IDH1
(Parsons et al., 2008), a enasidenib, ktery inhibuje mutantni gen IDH2 (Stein et al., 2019).
Demethylac¢ni 1é¢ba, hrajici dilezitou roli v 1é¢bé AML, je zaméfena na deregulaci
epigenetického aparatu (Figueroa el al., 2010). Pfi této 1é¢bé jsou pacientim bézné
podavana léciva 5-azacytidin a 5-aza-2'-deoxycytidin, ktera funguji jako inhibitory DNA
methyltransferasy. Terapie kombinujici inhibitory DNA methyltransferasy s modulatory
methylace histond, napf. 3-deazaneplanocin-A, je rovnéz béZnym reZimem [éCby
(Przybilla el al., 2017).
vyuziva T-buiiky, které exprimuji chimérické antigenni receptory (CAR), kde T buné¢na
specifita je pfesmérovana na povrchové antigeny nadmérné exprimované na rakovinné
bunice (EI Khawanky et al., 2021). Pouziti CAR T buné¢k zacilené na antigen CD123,
receptor interleukin-3, se zda nejslibngjsi strategii ze vSech zkoumanych antigent diky
jeho vSudyptitomné expresi na blastech AML (Jordan, 2010). Studie Mardiros et al., 2013
uvadi silnou antileukemickou aktivitu anti-CD123 CAR T bunék proti AML.
2.1.2 Chronicka myeloidni leukémie
Chronick4 myeloidni leukémie (CML) je myeloproproliferativni onemocnéni vznikajici
Vv kompartmentu hemopoetickych kmenovych bunék, které je -charakterizovano
reciproéni t(9;22) chromozomalni translokaci (Chereda & Melo, 2015). CML je rovnéz
charakterizovana vyraznym zvySenim poctu bilych krvinek a krevnich desti¢ek
a progredujici chronickou, akcelerovanou a blastickou fazi (Kimura et al, 2014).
CML je myeloproliferativni novotovar s incidenci 1-2 pfipady na 100 000 dospélych,
atedy tvofi piiblizné¢ 15 % nové diagnostikovanych piipadt leukémie u dospélych
(Jabbour & Kantarjian, 2020). VétSina pacientd nachazejici se v chronické fazi
onemocnéni dosahuje stejné délky zivota jako zdravi jedinci stejného véku (Hochhaus et
al., 2017). Pokud vSak neni v chronické fazi zahajena 1é¢ba, CML progreduje az do
blastické faze. Blasticka faze pak vede vzdy k mortalité pacientd (Chereda & Melo,
2015).
2.1.2.1 Patofyziologe nemoci
CML je zplsobena vyskytem chromosomu Philadelphia v disledku recipro¢ni
translokace mezi chromosomy 9 a 22, tedy fuzi genu abl na chromosomu 9 s genem bcr
na chromosomu 22 a naslednym vyvojem chimérického genu brc-abl. Tento gen

produkuje protein BRC-ABL, ktery ma silngjsi kinasovou aktivitu nez klasicky ABL



protein (Kimura et al, 2014). Zasadni roli v patogenezi CML tedy hraje exprese tohoto
BCR-ABL proteinu v hematopoetickych kmenovych bunkach (Ohmine et al., 2001).
Tyrosinkinasova signalizace tohoto proteinu pfispiva k takovému pieprogramovani
bunky, které zplisobi nekontrolovatelnou proliferaci vedouci k myeloidni hyperplasii
a indolentnim symptomtim chronické faze. Bez 1écby CML nésledné progreduje do
blastické faze, podobné jako je tomu u AML. Blasticka faze vede vzdy k umrti pacienti
na infekci, trombé6zu nebo anémii, a to vSe jako dusledek selhani kostni diené v dusledku
nedostateéné buné¢né diferenciace a infiltrace nezralymi blasty (Chereda & Melo, 2015).
Vétsina piipadid CML (90 % - 95 %) je diagnostikovana v tzv. chronické fazi, kdy jsou
hladiny vSech typt krvinek v periferni krvi zvySeny (Ohmine et al, 2001). Stav vétSiny
pacientli pfechazi do akcelerované faze, kterd je charakteristicka zhorSujici se anémii,
splenomegalii a organovou infiltraci. Termindlnim stddiem je tzv. blastickd faze
projevujici se jako akutni myeloidni leukémie. Tato faze je typickd zhorSujicimi se
konstituénimi symptomy, krvacenim, horeCkou a infekcemi. Progndza pacientl
Vv blastické fazi je jiz tak $patna, Ze median doby pieziti je pouze 3—4 mésice (Ohmine
et al, 2001; Jabbour & Kantarjian, 2018).
2.1.2.2 Klinicky obraz

Klinicky obraz je tvofen specifickymi 1 nespecifickymi symptomy tak, jako je tomu
u AML. Asi 50 % pacienti s diagnostikovanou CMLje asymtomatickych, k diagnéze
CML dochazi béhem rutinniho fyzikalniho vysetfeni nebo krevnich testd (Jabbour &
Kantarjian, 2020). Pti diagnéze CML je vétSina pacienti (90 %-95 %) pritomna
Vv chronické fazi onemocnéni (Hochhaus el al., 2017). Bézné symptomy chronické faze
jsou vysledkem anémie a splenomegalie, napf. Unava, hubnuti, malatnost ¢i snadné
spojené s nizkym poctem nebo dysfunkci krevnich desti¢ek, nebo naopak zvySeny pocet
krevnich desticek (trombocytoza). Dale se pak jedna o zvySené hladiny kyseliny mocové
spojené s artritidou, retinalni krvaceni nebo krvaceni v horni ¢asti gastrointestinalniho
traktu. V chronické fazi CML jsou rovnéz malo Casté leukostatické symptomy vzniklé
v disledku usazovani leukemickych bun€k v cévach, napft. ztrata koordinace, ospalost ¢i
dusnost (Jabbour & Kantarjian, 2020). Naopak velmi c¢astym symptomem je
splenomegalie vyskytujici se u 40 %-50 % piipadi (Hochhaus el al., 2017).



2.1.2.3 Lécba

Obecny mechanismus pisobeni 1é¢iv proti CML v chronické fazi spociva ve schopnosti
lé¢iva inhibovat ABL tyrosinkinasu (EC 2.7.10.2) kompetici s ATP potfebnym pro
aktivaci ABL tyrosinkinasy (Kimura et al, 2014). Prvni volbou pro inhibici ABL
tyrosinkinasy je 1ék imatinib. U¢innd terapie timto lékem minimalizuje dopad
prognostickych faktortt CML, jako je napi. vyssi vek, trombocytdza, splenomegalie,
bazofilie apod. (Kantarjian el at., 2012). Pfed dostupnosti imatinibu byl standardnim
rezimem lé¢by interferon v kombinaci s cytarabinem (Baccarani et al., 2002). Pti uzivani
imatinibu byla vsak u pacientli v akcelerované nebo blastické fazi CML zaznamenana
rezistence ¢i intolerance (Deininger et al., 2009), proto musi byt ¢asto volena 1é¢iva se
silngjsi afinitou k ABL, mezi ktera patii dasatinib, nilotinib, bosutinib ¢i bafetinib, ktery
je ucinny nejen pii CML, ale také u Parkinsonovy choroby (Kimura et al., 2014). Pokud
odpovéd’ na léCiva neni stale dostatecna, nabizi se transplantace krvetvornych bunék ¢i

podani interferonu alfa nebo hydroxyurey (Kimura et al, 2014).

2.1.3 Lymfoproliferativni onemocnéni

2.1.3.1 Lymfomy

Lymfomy jsou klonalni nadorova onemocnéni, ktera vznikaji maligni transformaci
lymfoidnich bunék (lymfocytd) (Obr. 2). Tato transformace muze postihnout lymfocyty
Vv jakémkoliv stadiu jejich vyvoje, a to jiz od tvorby lymfocyti v priméarnich lymfoidnich
organech - brzliku a kostni dfeni (tzv. prekurzorové lymfomy), pies vznik lymfocytl
perifernich ztc¢astiujicich se imunitnich pochodi (T-pomocny lymfocyt), cytotoxickych
reakci (NK-bunka, T-cytotoxicky lymfocyt) a tvorby imunoglobulini (plazmaticka
burika, B-lymfocy) (tzv. nodalni lymfomy) az po vznik kone¢n¢ diferenciované bunky -

plazmocytu (tzv. mnohocetny myelom) (Faber et al., 2012).

Obr. 2: Abnormalni lymfocyt (A) v porovnani se zdravym lymfocytem (B). Pfevzato a upraveno
z Roy & Ameer, 2022.



Klasifikace malignich lymfomd je uvedena v Tab. 1:

Tab. 1: Klasifikace malignich lymfoma dle Faber et al. (2012).

Nazev maligniho lymfomu Klasifikace malignich lymfomi

Hodgkintiv lymfom s pfevahou nodularnich lymfocytt
Hodgkintiv lymfom
Klasicky Hodgkintv lymfom

B-lymfoblasticka leukemie

Nehodgkinské lymfomy Nadory ze zralych B-bunék (v¢. chronické lymfocytarni
z B-bunek leukemie)

Mnohocetny myelom
B-lymfoblasticka leukemie
Nehodgkinské lymfomy . . 5
7 T-bundk Nédory ze zralych T-bunék

Nadory ze zralych NK-bunék
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Hodgkinovy lymfomy, znamé i pod nazvem Hodgkinova choroba (HD), jsou maligni
klonalni onemocnéni, které jsou odvozeny z postgermindlnich B-lymfocytt, které slouzi
jako podklad pro vznik Sternberg-Reedovy bun¢k (HRS) (Wang et al., 2019). Nalez
téchto bunék tvoii spolecné se zvySenou sedimentaci, leukocytézou, normocytarni
normochromni anémii a trombocytézou zakladni klinicky obraz. Typicka je i vysoka
aktivita laktatdehydrogenasy (EC 1.1.1.27) (Faber et al., 2012). Histologicky nalez
lymfocytarnich predominantnich bun¢k (LP bunky) je charakteristicky pro Hodgkiniv
lymfom s pfevahou nodularnich lymfocyti (NLPHL). Tyto bunky (Obr. 3) jsou
charakteristické polylobuldrnim jadrem ve tvaru ,,popcornu“ a jadérky u okraje
membrany, dale bazofilni cytoplazmou (Faber et al., 2012). Klasické Hodgkinovy
lymfomy (CHL) piedstavuji ptiblizné 85 % vsech ptipadi Hodgkinova lymfomu (Wang
et al., 2019). Charakteristické pro tyto lymfomy je pfitomnost zanétlivého pozadi (Faber
et al., 2012) a pfitomnost HRS bungk, které potlacuji funkci B-bunék a vykazuji defektni
expresi imunoglobulinu. Na zaklad¢ histologickych znakd jsou rozliSeny Ctyii podtypy
CHL, mezi které patii nodularni skler6za, CHL se smisenou buné¢nosti, CHL s depleci

lymfocyti a CHL bohata na lymfocyty (Wang et al., 2019).

Obr. 3: Mikroskopicky snimek krevnich buné€k s pfevahou LP bunék s polylobovanymi jadry,
zvétSeni 600x. Vlozka prezentuje LP buniku, zvétSeni 1000x. Pfevzato a upraveno
z Wang et al., 2019.
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Nehodgkinské lymfomy (NHL) jsou mnohem méné ptredvidatelné nez ty Hodgkinovy
a maji mnohem vétsi predpoklad k Sifeni do nodalnich lokalizaci. NejbéznéjSimi podtypy
NHL jsou diftzni velkobunéény B-lymfom (30 % cetnosti vyskytu) a folikuldrni lymfom
(20 % cetnosti vyskytu), vSechny ostatni podtypy NHL maji frekvenci nizsi nez 10 %
(Ekstrom-Smedby, 2006). Mezi hlavni patogenetické mechanismy patii chronicka
antigenni stimulace, kterd zvySuje proliferaci B-bunék, coz vede ke zvySeni
pravdépodobnosti nahodné genetické chyby souvisejici pfedevSim s preusporadanim
imunoglobulinovych gent (Fisher & Fisher, 2004). Dal$im patogenetickym stimulantem
je imunosuprese, zejména ve vztahu k disregulaci nebo supresi funkce T-bun€k (napf.
po transplantaci organti nebo pii nakazenim se virem HIV), coz umoziuje proliferaci
a transformaci B-bunék fizenou virem Epstein-Barrové, virem hepatitidy C, lidskym
T- lymfotropnim virem, lidskym herpes virem 8 ¢i bakterii Helicobacter pyroli (Fisher &
Fisher, 2004). Klinicky obraz je charakteristicky vysokou koncentraci

laktatdehydrogenasy a f2-mikroglobulinu (Adam et al., 2008).

2.1.3.2 Lymfocytarni leukémie

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je charakterizovana klonalni proliferaci
a akumulaci zralych, typicky CD5-positivnich B-bun¢k v krvi, kostni dfeni, lymfatickych
uzlinach a slezin¢ (Hallek, 2019). Onemocnéni mulze byt Ccasto iniciovano
chromozomalnimi translokacemi, jako je delece 11q (18% Cetnost vyskytu), trizomie 12
(16% cetnost vyskytu), delece chromozomalnich oblasti 17p (7% c&etnost vyskytu)
a delece 13q, ktera pfedstavuje nejbéznéjsi genomovou aberaci u CLL (55% cetnost
vyskytu) (Klein et al., 2010). Delece na dlouhém raménku chromozomu 13, konkrétné
zahrnujici pas 13ql14 (del[13ql4]), pfedstavuji jedinou nejéastéji pozorovanou
cytogenetickou aberaci u CLL, ktera se vyskytuje pfiblizné v 55 % vsech piipadi (Klein
et al., 2010). Delece dlouhého raménka chromozomu 11 (del[11q]) 1ze nalézt ptiblizné
u25 % pacienti dosud nelécenych chemoterapii s pokrocilym stadiem onemocnéni
a u 10 % pacientti s casnym stadiem onemocnéni. Pacienti s deleci raménka chromozomu
11 maji rychlej$i progresi onemocnéni a krats$i dobu preziti. Trizomie 12 pak je
pozorovana u 10 % az 20 % pacientti s CLL (Seiffert et al., 2012).

Ve vétsing pripadi je diagnéza CLL stanovena krevnim obrazem, diferencialnim poctem,
krevnim natérem a imunofenotypizaci. Diagndéza vyzaduje pfitomnost > 5000
B- lymfocyti/ul v periferni krvi po dobu alespont 3 mésicii, klonalita cirkulujicich

B- lymfocytli musi byt potvrzena priitokovou cytometrii. V ramci krevniho natéru jsou
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leukemické buiiky malé s jadrem postradajicim rozpoznatelna jadérka a majicim ¢astecné
agregovany chromatin (Hallek, 2019). V ramci 1é¢by CLL se pii pocatecni 16¢bé vyuziva
peroralné¢ podavaného cytostatika chlorambucilu, dale pak purinovych analogi
fludarabinu, pentostatinu ¢i kladaribinu (Hallek, 2019). Dalsi druh 1é¢by je zaloZen na
zavedeni anti-CD20 protilatky rituximab proti CD20 glykosylovanému fosfoproteinu,
ktery je exprimovan u vétSiny B-bunécnych malignit (Hagemeister, 2010). Rovnéz se
vyuziva latek zamétujici se na signalizaci v buitkach CLL ¢i Vv jejich prostiedi, jako napf.
idelalisibu ¢i ibrutinibu. Ddle se zda byt ucinnym typem lécby chemoimunoterapie
S pouzitim rituximabu, obinutuzumabu, ofatumumabu ¢i alemtuzumabu (Hallek, 2019).
2.1.3.3 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je charakterizovan abnormdlnimi klonalnimi plazmatickymi
buikami v kostni dfeni, s potencidlem pro nekontrolovatelny rlst zpusobujici
destruktivni kostni 1éze, akutni poskozeni ledvin, anémii a hyperkalcémii (Cowan et al.,
2020). Klonalni plasmatické builky maji plavod v postgerminalnich centrech
B- lymfocyti. Vyvoj populace klondlnich plazmatickych bunék napodobuje normalni
biologické procesy, kdy B-buiiky po expozici antigenu proliferuji a nasledné podléhaji
somatické hypermitaci IgH a IgL VDJ sekvence, avSak dochazi k nadmérné tvorbé
intaktniho imunoglobulinu (Anderson & Carrasco, 2011). U téméf vSech pacientti za¢ina
mnohocetny myelom jako monoklonalni gamapatie neuréitého vyznamu a je spojena
s progresi do aktivniho (symptomatického) mnohocetného myelomu (Kyle et al., 2018).
Klinické projevy typicky zahrnuji anémii definovanou jako hladina hemoglobinu <12
g/dl, abnormality (1éze) na konvencnich rentgenovych snimcich, zvySend hladina
sérového  kreatininu, dale pak hyperkalcémii, lymfadenopatii, leukopenii
a trombocytopenii (Kyle et al., 2003). S agresivnéj$im pribéhem onemocnéni je spojeno
extramedularni onemocnéni (Usmani et al., 2012). Piiblizné u 10 % az 15 % pacientl
s mnohoCetnym myelomem je v pribéhu onemocnéni diagnostikovana soubéZna
amyloiddza lehkého fetézce imunoglobulint, kterd je charakterizovana ukladanim Spatné
slozenych fetézct v organech (Bahlis & Lazarus, 2006). Postizeni centralniho nervového
systému se obecné projevuje jako postizeni hlavovych nervi, 1écba pak spociva v podani
cytarabinu, methotrexatu nebo kombinaci obou latek. V tomto ptfipadé je doba pieziti
kratka (pfiblizné 7 mésicti) (Jurczyszyn et al., 2016). Obecné se terapie zaméfuje na
sniZzeni mnoZstvi malignich plazmatickych bunék v kostni dieni, ¢ehoZz se dosahuje

maximalnim snizenim monoklonalniho imunoglobulinu (Lonial & Anderson, 2014).
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Prognosticky nejvyhodnéjsi je absolutni vymizeni M-Ig, avsak jeho koncentrace v Krvi
Casto klesa na urcitou hladinu, na které zustava i pti dal$ich cyklech 1é¢by (Adam et al.,
2008). Pokrokem v 1é¢bé je pak zavedeni inhibitord proteazomu (napi. bortezomib,
ixazomib a carfilzomib), imunomodula¢nich latek (napf. thalidomid, lenalidomid ¢i
pomalidomid) (Lonial & Anderson, 2014), monoklonalnich protilatek proti povrchovym
antigenim myelomu (napf. daratumumab ¢i elotuzumab) (Cowan et al., 2020) a autologni
transplantace krvetvornych bunék (Lonial & Anderson, 2014).

2.2 Nukleosidova analoga

Nukleosidové analoga jsou molekuly vyznacujici se podobnymi strukturnimi rysy, avSak
odlisnymi mechanismy ucinku (Ewald et al., 2008). Diky rozmanité $kale ¢inkl nasla
nukleosidova analoga uplatnéni pifedevS§im v mediciné jako I1é¢iva pouzivand
v chemoterapii hematologickych malignit ¢i k 1é¢bé virovych onemocnéni (Yoshio et al.,
2007), v experimentalni biologii pfi monitorovani rychlosti bunééné proliferace a detekci
buné¢né replikacni aktivity (Salic & Mitchison, 2008) ¢i ve farmacii pti vyvoji 1kt (Hao
etal., 2023).

Jedna z nejbéznéjsich modifikaci pti vyvoji nukleosidovych analog je modifikace
ribosové Casti nukleosidu, kdy je naptfiklad ribosa nahrazena acyklickymi analogy,
deoxyfluorovanymi sacharidy, analogy karbocyklickych sacharidii ¢i analogl sacharidu
s men§imi (napf. péticlennymi) nebo vétsimi (napft. Sesti¢lennymi) kruhy (Hao et al.,
2023). Obr. 4 wuvadi priklady pyrimidinovych analog odvozenych od svych

fyziologickych nukleosidovych protéjski cytidinu a uridinu.
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Obr. 4: Priklady pyrimidinovych nukleosidovych analog vzniklych modifikaci svych
fyziologickych  protéjskit  cytidinu a uridinu. Pfevzato a upraveno =z
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

Mechanismus ucinku nukleosidovych analog souvisi se zachovanim si zakladni
nukleosidové struktury, coz umoziuje zaclenéni nukleosidovych analog do nové
syntetizované DNA b&hem S faze bunééného cyklu, kdy diky jejich jiz zminénym
modifikacim je moZné nové syntetizovanou DNA odliSit od nereplikujici se DNA
(Manska et al., 2020). Pfimym zaclenénim do prodluzujicich se fetézci DNA pomoci
DNA polymeraz nukleosidova analoga uplatiiuji své cytotoxické ucinky ziskané svou
fosforylaci naruSenim syntézy DNA, tedy blokace prodluZzovani vznikajiciho fetézce
a zastaveni replikac¢nich vidlic. Totoho u¢inku se vyuziva v protinadorové 1é¢bé.
Nukleosidovéa analoga vSak nejsou nadoroveé specificka 1é€iva, jejich terapeuticky ucinek
je zaloZzen na fazich bunééného cyklu bunky, proto analoga vykazuji toxické ucinky
I v proliferativnich normalnich tkanich (Tsesmetzis et al., 2018). Naopak néktera analoga
vyuZzivajici se pti lécbe indolentnich onemocnéni, tj. onemocnéni, pii kterych se buiky
aktivné nereplikuji, mohou pfimo iniciovat apoptozu aktivaci apoptozomu (Ewald et al.,

2008).
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Diive nejbéznéji uzivanym deoxynukleosidem pro testovani replikace DNA, kinetiky
bunééného cyklu a vymeény sesterskych chromatid byl radioaktivnim tritiem znaceny
thymidin ([3H]thymidin). [3H]Thymidin inkorporovany do DNA se obvykle detekoval
pomoci autoradiografie. Nicmén¢ tato metoda je velmi pracna a pomalé (detekce miize
trvat az nékolik mésici) a neni vhodnd pro rychly a efektivni vyzkum. Préce
s [3H]thymidinem je naro¢na diky jeho radioaktivité, konecné mikroskopické snimky
DNA znacené timto analogem maji $patné rozliSeni a nizky pomér signalu ku Sumu (Salic
& Mitchison, 2008). Uzivani [3H]thymidinu bylo pro tyto divody nahrazeno 5-brom-2'-
deoxyuridinem (BrdU), vhodnym pro hodnoceni buné&tné proliferace normalnich ¢i
patologickych bun€k ¢i pro testovani kinetiky bunééného cyklu (Salic & Mitchison,
2008). BrdU je rovnéz bézné vyuzivan pro 1é¢bu hematologickych malignit. Detekce
BrdU se provadi imunologicky prostfednictvim protilatek proti BrdU (anti-BrdU). Na
rozdil od autoradiografie je imunologické barveni BrdU naptiklad propidium jodidem
rychlej$i a umoznuje lepsi mikroskopické zobrazeni zna¢ené DNA (Muramatsu at al.,
2024). Jednou z nevyhod uziti tohoto analogu je to, Ze parovani komplementarnich bazi
v DNA blokuje piistup protilatky anti-BrdU k BrdU. Po expozici epitopu BrdU jsou
buiky vystaveny silnym denaturacnim podminkdm barveni (napf. koncentrovana
kyselina chlorovodikova ¢i smés methanolu a kyseliny octové), které degraduji strukturu
vzorku (Salic & Mitchison, 2008).

BrdU byl vnovéjSich metodach nahrazen 5-ethynyl-2'-deoxycytidinem (EdC)
a 5- ethynyl-2'-deoxyuridinem (EdU), tedy analogy 2'-deoxycytidinu a 2'-deoxyuridinu,
k detekci bunééné replikacni aktivity (Ligasova et al., 2016). EAU i EdC obsahuji
koncovou ethynylovou skupinu v poloze 5, ktera se snadno za¢leni do bunécné DNA
béhem replikace DNA. Tato skupina je nasledné detekovéana prostfednictvim své reakce
s fluorescen¢nimi azidy, kterd je katalyzovand médi v oxida¢nim stupni I (Cu(I)). Jedna
se o tzv. reakci ,,click™ chemie (Salic & Mitchison, 2008). Vyhoda vyuziti EAU a EdC
oproti uziti BrdU spoc¢iva ve sniZzeni poctu specifickych krokt, které¢ vyzaduje detekce
BrdU, cili cely proces znaceni je znacné urychlen. Na druhou stranu vyuziti téchto
analogli je omezovano jejich cytotoxicitou. Cytotoxicita EdU je znacné vysSi nez
cytotoxicita EAC (Ligasova et al., 2016). Cytotoxicita EQU pak vyplyva ze dvou hlavnich
pfi¢in. Prvni pfi¢inou je inhibice thymidylatsyntasy (EC 2.1.1.45), tedy klicového
enzymu nezbytného pro katalyzu konverze dUMP (deoxyuridin monofosfat) na dTMP
(deoxythymidin  monofosfat) a  konverzi  5,10-methylentetrahydrofolatu  na

7,8- dihydrofolat. Druhou pfi¢inou je zac¢lenéni EAU do DNA, coz ma za nasledek indukci
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signalni drahy vedouci k poskozeni DNA, kdy uracil-DNA glykosylasa (EC 3.2.2.28)
zpusobi jednovldknovy zlom béhem excize uracilu. Spusténi této drahy inhibuje progresi
bunééného cyklu, mize vést az k apoptoze. Pro snizeni cytotoxicity EAU, v souvislosti
zachovani schopnosti znaceni DNA, je preferovano vyuziti EAC (Manska et al., 2020).
EdC je vSak pied zaclenénim deaminovan cytidindeaminasou (CDA,; EC 3.5.4.5) na EdU,
které je nasledné inkorporovano do DNA. Hlavni metabolickou drahou EdC v buiikach
je jeho tiikrokova fosforylace na 5-ethynyl-2'-deoxycytidintrifosfat (EACTP), ktery slouzi
ve spojeni s fluorescencnim znacenim k analyze dynamiky procesti zamétenych na DNA,
jako je oprava DNA, demethylace cytosinu a jiz zminéna replikace DNA (Ligasova et al.,
2016; Guan et al., 2011).

2.2.1 Cytarabin

Cytarabin (ara-C, 1-p-D-arabinofuranosylcytosin) (Obr. 5) je chemoterapeutikum
s antineoplastickou aktivitou vyuzivany predevs§im pro 1é¢bu akutni myeloidni leukémie,
rovnéz prispiva k vysoké mife kompletni remise tohoto onemocnéni, a jinych
hematologickych malignit (Yamauchi et al., 2009). Casto se pouzivd v kombinované
chemoterapii, napt. v kombinaci s fluorouracilem, methotrexatem a dexamethasonem
proti solidnim nadortim a leukémiim (Hamada et al, 2002).

Ara-C je nukleosidovym analogem deoxycytidinu, ve kterém byl sacharid ribosa
nahrazen arabinosou. M4 stejnou molekulovou hmotnost jako cytidin, 1i8i se vSak trans
orientaci 2 hydroxylové skupiny, diky ¢emuz ma ara-C podobny metabolismus jako
deoxycytidin (Hamada et al., 2002).

17



N N
B B
l;__:! /g 8] I%.I /L 0
h° ‘ 0 H 'D"'---f/;\ 0
0 %3——-— o 0 1%_.__ 0
H H H H
Cytidin Cytarabin

Obr. 5: Porovnani struktur cytidinu a cytarabinu li§ici se v prostorové orientaci 2 hydroxylové
skupiny (zaznacena zelené). Pfevzato a upraveno z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

2.2.1.1 Metabolismus cytarabinu

Cytarabin vyzaduje vzhledem ke svym hydrofilnim vlastnostem transport do bunck
anaslednou intracelularni aktivaci prostfednictvim sekvencni fosforylace na
cytotoxickou trifosfatovou formu (Di Francia et al., 2021). Pti 1é¢bé s ara-C (Obr. 6) tedy
dochazi k jeho transportu do leukemickych bunék specializovanymi nukleosidovymi
transportnimi proteiny rodiny SLC, lidskymi ekvilibra¢nimi nukleosidovymi transportéry
hENT1 a hENT2 (kédovanych genem SLC29A1 a SCL29A2, v tomto potadi) (Yoshio
et al., 2007) a lidskymi koncentra¢nimi transportéry hCNT3 (kddované genem SLC28A3)
(Errasti-murugarren et al., 2007). Vychytavani a akumulace ara-C jsou regulovany
transmembranovymi transportnimi proteiny rodiny ABC, konkrétné se jedna o transportni
proteiny ABCC4, ABCC5 a ABCCI11. Jedna se o proteiny asociujici s rezistenci na
1é¢iva, znamé téz jako MRP proteiny, které rovnéZz maji schopnost zvySovat eflux
cyklickych nukleotidd, které jsou dilezitymi signalnimi molekulami v regulaci bunééné
proliferace, diferenciace a apoptozy, zejména v ramci krvetvorby (Guo et al., 2009).
Vstup cytarabinu do bun¢k pak silné koreluje s mnozstvim transportért hENT1 na
bunécném povrchu (Yoshio et al, 2007). Vbuice je ara-C enzymem
deoxycytidinkinasou (cDK, EC 2.7.1.74) fosforylovan na ara-C monofosfat (ara-CMP).
Ara-C monofosfat je dale fosforylovan deoxycytidinmonofosfatkinasou (EC 2.7.4.14) na
ara-C difosfat (ara-CDP) a enzymem difosfatkinasa (EC 2.7.4.6) na ara-C trifosfat
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(ara- CTP), tedy na aktivni metabolit ara-C (Yamauchi & Ueda, 2005; Yamauchi et al.,
2009). Akumulace ara-C trifosfatu je saturovana pti plazmatickych koncentracich ara-C
presahujicich 8-10 umol/l. Ara-CTP se vyznacCuje cytotoxickymi ucinky, je téz
inhibitorem DNA polymeras. Kompetitivné se inkorporuje do DNA béhem S-faze
bunécného cyklu leukemické bunky, ¢imz dochazi k blokaci syntézy DNA na zakladé
inhibice aktivity primeru (Hamada et al., 2002). Kromé¢ aktivace na ara-C trifosfat se
ara- C intracelularn¢ pfemeénuje i na minoritni metabolity, jako je napf. cytarabin
difosfocholin. Jedna se o analog fyziologického lipidového prekurzoru cytidin
difosfocholin (Di Francia et al., 2021).

Cytarabin 100-200 mg/m? | Vysoka davka cytarabinu,
Plasma 0,1-0,5 pM 2-3 g/m?; Plasma 100 uM
CDA ° Py E
b e NENTY
. e

| S
Arabinosyluracil ’-@4------------------------: & ({ ABCC10 Al asccat
Bunééna
1 cDK 5-NT2 membrana
5-NT3
CMPD
Arabmosyluracx
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Obr. 6: Schéma metabolismu cytarabinu v leukemické bunice (cDK- deoxycytidinkinasa; dCMK-
deoxycytidinmonofosfatkinasa; NDK- difosfatkinasa; CDA- cytidindeaminasa; CMPD-
deoxycytidynmonofosfatdeaminasa; RNR- ribonukleotidreduktasa; CTPS-
cytidintrifosfatsynthetasa; CTP- cytidintrifosfat; dCTP- deoxycytidintrifosfat; CDP- ;
dCDP- ; 5-NT2 a 5-NT3- enzymy rodiny 5'-nukleotidas; hENT1- lidsky ekvilibra¢ni
nukleosidovy transportér; hCNT3- lidskymi koncentracnimi transportéry, ABCCI10 a
ABCCL11- transmembranové transportni proteiny rodiny ABC). Pievzato a upraveno z Di
Francia et al., 2021.
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Po vstupu ara-C do leukemické buiky mize vSak dojit i k jeho pfeméné na neaktivni
produkt. Aktivita ara-C je pak snizena jeho rychlou deaminaci CDA na biologicky
neaktivni metabolit uracilarabinosid (ara-U, 1-B-D-arabinofuranosyluracil, Obr. 7)
(Hamada et al., 2002). CDA se vyznacuje svou deaminasovou funkci, ktera katalyzuje
matabolickou pfeménu cytidinu a deoxycytidinu na uridin a deoxyuridin, v tomto pofadi,
hydrolyzou aminové c¢asti na keton za uvolnéni amoniaku. Ve zdravych buikach
deaminace cytidinu pfispiva k udrZeni rovnovaznych koncentraci nukleotidii pro syntézu
DNA a RNA a je rovnéz nezbytna pro katabolismus pyrimidinového cyklu. Pii 1écbe
rakovinnych bunék cytarabinem neni pro aktivaci cytarabinu aktivita tohoto enzymu
z4douci (Frances & Cordelier, 2020). Uginek ara-C muize byt téZ snizen defosforylaci
ara- CMP cytosolickou 5’-nukleotidasou Il (cN-Il, EC 3.1.3.5), coz vede k blokaci
produkce aktivni formy ara-C trifosfat (Yamauchi at al., 2009).

V systémové cirkulaci je ara-C katabolizovan ve dvou fazich — S pocatecnim
plazmatickym poloc¢asem (t'20) 7-20 minut a terminalnim poloc¢asem (t ¥2p) 2-3 hodiny,
a je nasledné eliminovan moci. Ara-C neni pacientim podavan peroralné z diivodu jeho
rychlé deaminace ptedevsim v jatrech, slezin€ a ledvindch. Relativné nizka aktivita CDA
je zaznamenana v krevni plasmé, proto je ara-C pacientim podavan intravendzné
prerusovanou injekci nebo kontinualni infuzi po dobu péti az deseti dni (Di Francia et al.,

2021; Hamada et al, 2002)

0 0
'_
| Nt ‘ N-
N /L 0 N /L“O
o ' 0. ¥\
H 0 H it o
1: *,
o % O ) T o}
! - 4 '
Uridin Uracilarabinosid

Obr. 7: Struktura uridinu a uracilarabinosidu lisici se v prostorové orientaci 2 hydroxylové
skupiny (zaznacena zelen€). Pievzato a upraveno z https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/.
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Mechanismus bioaktivace a u¢inku cytarabinu souvisi s davkovanim tohoto 1é¢iva.
Bé&zné jsou pacientim piedepsany davky 3-10 mg-m? (nizkd davka), 70-100 mg-m™
(stiedni davka) nebo 1-3 g-m™ (vysoka davka) (Yamauchi & Ueda, 2005).
2.2.1.2 Cytotoxicita cytarabinu
Nukleosidova analoga uplatiiuji své cytotoxické ucinky pripodobnénim se k endogennim
nukleosidiim, piipadné po nasledujici fosforylaci k nukleotidim. To miize byt
zprostiedkovano bud’ inhibici enzymu, nebo substituci endogennich nukleosidovych
druhii jako substratl, coz vede k poskozeni DNA a RNA a interferenci s methylaci DNA
(Tsesmetzis et al., 2018).

Pro zvySeni cytotoxicity ara-C a zesileni interakce mezi timto 1é¢ivem a leukemickymi
buitkami je Casto volena kombinace 1é€by ozafovanim a uZivanim cytarabinu. Lécba
ozafovanim muize napomahat proti tvorbé rezistence na lécivo. V zavislosti na hustoté
energie zafeni mize ozafovani narusit aktivitu enzymu proteinkinasa C (EC 2.7.11.13)
(Horvat-Karajz et al., 2009), ktery zprostiedkovava aktivaci MDRIP-glykoproteinu
Vv leukemickych buiikach a tim spousti mechanismus resistence na protirakovinnou 1écbu
(Shtil at al., 2000).

Regulace enzymu kontrolni kinasa 1 (Chkl; EC 2.7.11.1) vede rovnéz ke zvyseni
cytotoxicity ara-C, ale i jinych nukleosidovych analog. Chkl je evoluéné konzervovana
proteinkinasa, ktera reguluje progresi bunéného cyklu v reakci na aktivaci kontrolniho
bodu. Latky, které blokuji replikaci DNA, napft. cytarabin, nebo zptsobuji urc¢ité formy
poskozeni DNA, indukuji fosforylaci lidské Chkl1 serin/threonin proteinkinasou ATR
(ataxie telangiektasie a kinasa souvisejici s Rad3, EC 2.7.11.1). Aktivni Chkl nasledné
fosforyluje fosfatasu Cdc25A (EC 3.1.3.48), coz vede kjeji degradaci, a dochazi
k zastaveni bunécného cyklu (Obr. 8). Kombinace ara-C svysoce selektivnim
inhibitorem pro Chk1 SCH 900776 jesté vice zvySuje ucinky cytarabinu (Schenk et al.,
2012; Zhao & Piwnica-Worms, 2001).
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Obr. 8: Schéma drahy ATR/Chk1 (Chk1- kontrolni kinasa 1; ATR- ataxie telangiektasie a kinasa
souvisejici s Rad3; PP2A- proteinova fosfatasa 2; Ser- serotonin; Cdc25A- fosfatasa
cyklu bunééného déleni 25A ; Cdc25C- fosfatasa cyklu buné¢ného déleni 25C). Prevzato
a upraveno z Schenk et al., 2012.

Pro zvySeni cytotoxické aktivity ara-C se do terapeutickych rezimi pii lécbé AML
a CLL zaclenuji i latky fludarabin, gemcitabin a kladribin. Tyto latky zvySuji akumulaci
ara-CTP diky tomu, ze pusobi jako inhibitor ribonukleotidreduktasy (RR, EC 1.17.4.2)
(Di Francia et al., 2021). RR pfeménuje ribonukleotidy na deoxyribonukleotidy a je proto
klicovym enzymem v procesech syntézy DNA, opravy poskozeni DNA, bunééného riistu
a preziti. RR je sloZena z dimerizované velké regulaéni (RRM1) a malé katalytické
(RRM2) podjednotky. Pravé RRM1 je inhibovana nukleosidovymi analogy, jako je
napiiklad gemcitabin ¢i fludarabin, pficemz inhibice RR vycerpava intracelularni zasoby
deoxyribonukleotidu a jejich trifosforylovanych forem (ANTP) (Karp et al., 2008).
2.2.1.3 Rezistence na cytarabin
Induk¢ni terapie s cytarabinem vede ke kompletni remisi u 50-70 % dospélych lidi
trpicich akutni myeloidni leukemii a zahrnuje rovnéz i postremisni ¢ast s 1-2 cykly stfedni
nebo vysoké davky ara-C. Nicméné i ptes uziti této terapie jsou zaznamenany piipady
osob s relapsem AML. Rezistence na cytarabin je pak jednou z moznych pficin selhani
1é¢by cytarabinem (Wu et al., 2021).

Biologicky mechanismus zakladni rezistence na cytarabin neni stale objasnény. Mezi
faktory ovliviwjici citlivost na cytarabin mohou patfit napt. nedostatek membranovych
transportérit pro ara-C ¢i snizena aktivita CDK (Yin et al., 2006). Leukemické bunky,
vykazujici nedostatek tohoto enzymu, vykazuji pak mensi inhibici syntézy DNA

cytarabinem. Jednim z moznych pfistupti k prekonani tohoto problému je lécba
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3- deazauridinem (3-DU). 3-DU je kompetitivnim inhibitorem CTP synthetasy (EC
6.3.4.2), ktery snizuje hladiny cytidintrifosfatu (CTP) a deoxycytidintrifosfatu (dCTP),
ktery je silnym inhibitorem ¢DK zajist'ujici fosforylaci ara-C. Snizeni koncentrace dCTP
vede ke zvySené rychlosti fosforylace ara-C, coz vede ke zvySeni cytotoxicity ara-C
a jeho nasledné inkorporaci do DNA leukemickych bun¢k (Momparler, 2013). Dal§imi
faktory ovliviiujici rezistenci na cytarabin mohou byt zvySend exprese CDA ¢i
deoxycytidinmonofosfatdeaminasy (CMPD, EC 3.5.4.12) pfeménujici ara-C a ara-CMP
a na neaktivni metabolity uracilarabinosid a arabinosyluracilmonofosfat, které jsou
vedlejsim produktem Ié¢iva (Di Francia et al., 2021), ¢i zvySena intracelularni hladina
dCTP v leukemickych buikach, ktery je inhibuje aktivitu cDK, jak jiz bylo popsano vyse
(Yin et al., 2006). Rezistence muze byt téZ spojena s mutacemi v genech TP53, NF1 ¢i
v dalsich genech (Wu et al., 2021), kdy napiiklad mutace genu TP53 vede K horsi
progndze onemocnéni a je faktorem kratkého preziti (Yin etal., 2006). Jednim z moznych
pristupti ke studiu rezistence spojené s genovymi mutacemi je molekularné geneticka
analyza k urCeni zmén, které se objevily béhem vyvoje rezistence (Wu et al., 2021).
Rezistenci na ara-C i jina nukleosidova analoga lze z klinického hlediska interpretovat
tak, ze koncentrace pacientovy podavané latky nutné k vyléceni rakoviny nelze dosahnout
z diivodu nepfijatelnych toxicit. To tedy znamena, Ze klinicka rezistence na nukleosidova
analoga mize byt zpisobena i tim, ze terapeutické davky nelze podavat kvuli vysi
toxickym G¢inkiim. Vysledkem je, ze ackoliov je dané 1é¢ivo u¢inné proti rakovinnym
buiikdm, pacient nemiize tolerovat dostatecné vysoké davky k dosazeni terapeutického

efektu (Tsesmetzis et al., 2018).

23



2.3 Analytické metody studia vlivu metabolickych cest cytidinu
Metabolity pifitomné v biologickych vzorcich mohou mit Sirokou Skalu fyzikéalné-
chemickych vlastnosti, jako jsou polarita, rozpustnost, t€kavost, urcitd molekulova
hmotnost daného metabolitu nebo jeho koncentrace ve vzorku. Vzhledem k rozmanitosti
fyzikéalné-chemickych vlastnosti je soucasnd charakterizace vSech metabolitii obtizna
a vyzaduje kombinaci technik k rozsifeni profilu metaboliti. Pro pfesnou detekci
a charakterizaci metaboliti se vyuziva nejmodernéjSich analytickych piistroju
a technologii, mezi které patii naptiklad nukledrni magnetickd rezonance, plynova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii, kapalinova chromatografie spojena
S hmotnostni spektrometrii, ptipadné Kkapilarni elektroforéza opét kombinovana
s hmotnostni spektrometrii (Shao et al., 2021; Nath & Dias, 2023).

Mg¢fteni intracelularnich koncentraci terapeutickych nukleosidtrifosfatd je kvuli
piitomnosti vysokych hladin endogennich slou¢enin naro¢né (Crauste et al., 2009). Vyvoj
metody pro soucasné stanoveni ara-C a jeho intracelularnich metabolitd proto
predstavoval mnoho problémt. Ara-C je analog a stereoisomer cytidinu, ¢ili ara-C a jeho
fosfatové formy ara-CMP, ara-CDP a ara-CTP maji podobné struktury a molekulovou
hmotnost jako CMP, CDP a CTP. V ptipadé metody LC-MS za vyuziti trojitého
kvadrupolu to tedy znamena podobnou retenci a stejny hmotnostni ptechodovy iontovy
par (Obr. 9), jako ktery tvoti endogenni nukleosidy a nukleotidy (Huang et al., 2022).
Endogenni CTP a ara-CTP vykazuji rovnéz stejnou molekulovou hmotnost (Crauste
et al., 2009). Fofatové formy ara-C maji i podobné profily fragmentace, proto vSechny
tyto analyty spolu pfi hmotnostni detekci vzajemné interferuji. Potize vyplyvaji i ze silné
polarity téchto latek, kterd brani jejich retenci pfi chromatografii na reverzni fazi za
pouziti typickych vodné-organickych mobilnich fazi. Moznym feSenim tohoto problému
je uziti analytické metody LC-MS/MS, ktera vyuziva Cinidel iontovych part, napf.
diethanolamin, trimethylamin ¢i dimethylhexylamin (Huang et al., 2022). Téz jsou
optimalizovany parametry hmotnostni spektrometrie pro kazdy analyt. V ptipadé
ara- CMP, ara-CDP a ara-CTP jsou intenzity signalu vyssi v negativnim iontovém modu
nez v pozitivnim. Naopak odezva ara-C je vyznamné vys$i v pozitivnim médu (Liang
et al., 2014). Pro klinické sledovani koncentraci ara-C v leukemickych bunkach na tirovni
DNA je vyuzivana HPLC s eluci pomoci mobilni fdze A: mraven¢an amonny a mobilni
faze B: acetonitril a vyuzitim kolon s poréznim grafitickym uhlikem (Hypercarb kolony)
¢i katexovych kolon (Yamauchi & Ueda, 2005; Huang et al., 2022).
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Obr. 9: Chemické struktury a piiklady fragmentaci ara-C (A), ara-CMP (B), ara-CDP (C) a ara-
CTP (D). Pievzato a upraveno z Huang et al., 2022.

2.3.1 Nuklearni magneticka rezonance
Jednou z prvnich technik aplikovanou na metabolomickou analyzu byla nuklearni
magneticka rezonance (NMR, Nuclear magnetic resonance) ( Shao et al., 2021).

NMR je metoda slouZzici ke studiu magnetickych vlastnosti a souvisejicich energii
jader. Je typem spektroskopie zalozené na interakci mezi hmotou a elektromagnetickym
zatenim. Vyuziva radiofrekvenéni energie v rozsahu 10-1000 MHz, ktera je absorbovana
jadry hmoty umisténé do silného elektromagnetického pole. Toto magnetické pole vznika
pisobenim supravodivych magnetd, tzv. kryomagnett (de Graaf, 2019). NMR nasledné
vyuziva energetickych zmén atomovych jader v magnetickém poli k ziskavani informaci
0 zkoumaném bunééném jadie. BéZné jsou vyuzivany techniky s izotopovym znacenim
B3C-NMR, ©®N-NMR, 3P-NMR, nejcast&ji *H-NMR (Shao et al., 2021).

Mezi hlavni vyhody NMR patii identifikace neznamych sloucenin s objasnénim jejich
struktur, nedestruktivni analyza a vysoké rozliSeni. Nevyhodou miiZe byt nizka citlivost,
ktera v§ak muize byt vylepSena zvySenim sily magnetického pole a zavedenim kryogenné
chlazenych sond. Nevyhodou miize byt i vyssi pocet vzorkl v ramci jedné analyzy, kdy
znaéné prekryti signali v NMR by mohlo ztizit identifikaci a spravnou integraci pikd.
Nicméné vyvoj hardwaru NMR a pouziti dvourozmérné NMR mize alesponi ¢astecné
vyiesit problém piekryvani pikia (Shao et al., 2021; Nath & Dias, 2023).

V metabolomice, v souvislosti s 1ékaiskym odvétvim, nasla metoda NMR vyuziti
V monitoringu 1é¢by cilené proti rakovinnym buiikam. Pfikladem muaze byt kombinace
lé¢iv cytarabinu a methotrexatu za vyuziti liposomil k transportu téchto IéCiv

k nadorovym bunikam. NMR pak slouZi k analyze vzajemné interakce mezi obéma 1éCivy
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a zminénymi fosfolipidy (Pentak et al., 2016). Ve farmaceutické oblasti je bézné
vyuzivana kvantitativni NMR (@QNMR) pfi soucasné identifikaci a kvantifikaci 1é¢iva
a pfi stanoveni Cistoty 1é¢iva. qNMR poskytuje oproti jinym analytickym metodam, které
vyzaduji kalibraci specifickou pro analyt, kvantifikaci viceslozkového vzorku pomoci
jediného referencniho standardu, kterd vychazi z ptimé uméry mezi intenzitou signalu
a rezonancnimi protony. V ramci farmaceutického primyslu je QNMR uzivadna i pro
standardizaci rostlinnych 1€¢iv obsahujicich fytochemikalie, jako jsou terpenoidy
a flavonoidy (Khalil & Kashif, 2023).

2.3.2 Chromatografické metody ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Chromatografie je separani metoda, objevena ruskym botanikem M. S. Cvétem (Tswett,
1903), ktera umoznuje separaci, identifikaci a purifikaci slozek smési pro kvalitativni a
kvantitativni analyzu. Chromatografie je zalozena na principu separace slozek analytu
mezi dvéma fdzemi — stacionarni fazi (pevna latka ¢i vrstva adsorbované kapaliny na
povrchu pevné latky) a mobilni fazi (kapalna ¢i plynna latka) (Coskun, 2016). Po nastiiku
vzorku do systému vzorek interaguje se stacionarni fazi, transport slozek vzorku ptes
stacionarni fazi je zajistén kontinudlnim pratokem mobilni faze. Distribuce jednotlivych
slozek vzorku je zavisla na relativni afinité dané slozky k fazim, na molekularni struktufe
a mezimolekularnich silach. Slozky s vysokou afinitou ke stacionarni fazi se budou
syst¢émem pohybovat pomaleji (jednd se o tzv. retenci) nez slozky s niz§i afinitou ke
stacionarni fazi, které budou systémem migrovat naopak rychleji. V pribéhu analyzy
kolonu pozdé&ji opousti tedy ty latky, které vykazuji vySsi retenci a latka ma proto delsi
retencni Cas neZ latky sniZz8i afinitou ke stacionarni fazi. Vysledné kvalitativni a
kvantitativni informace o analyze poskytuje chromatogram — zavislost odezvy detektoru
na Case (Robards & Ryan, 2021).

2.3.2.1 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Plynova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) je analyticka
metoda, ktera kombinuje separacni schopnost plynové chromatografie s identifikaci
zalozené na presném meieni hmotnosti pomoci MS. GC-MS je metoda vhodna pro
identifikaci a objasnéni struktury nezndmych tékavych a polotékavych organickych
slouéenin (Spanik & Machyiiakova, 2018). V metabolomickych studiich je povazovana
za jednu z nejucinngjSich a reprodukovatelnych analytickych technik, pfedevSim pro

vestrannou detekci sloudenin s §irokou $kalou molekulovych hmotnosti a polarit. Rada
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sloucenin, které nemaji t€kavé vlastnosti, byvaji pred analyzou derivatizovany (Nath &
Dias, 2023).

Pii analyze pomoci GC (Obr. 10) prochazi vzorek analytu ziskany v predeslém
extrak¢énim kroku chromatografickou kolonou slozenou ze stacionarni a mobilni faze.
Mobilni fazi v ptipadé GC tvofi plyn, tzv. nosny plyn. Plyn musi mit vysoky stupen
Cistoty a nemél by obsahovat kyslik ani vodni paru, které by mohly poskodit kolonu.
Nejbéznéji vyuzivanym plynem je vodik, helium nebo dusik (Nath & Dias, 2023).
Obecn¢ se da vyuzit vice druht plynti, které vSak nesmi reagovat se slozkami vzorku ani
s materialem, ze kterého je kolona sestrojena (Waters, 2020). V GC se bézn¢ vyuzivaji
dva typy kolon — kolony plnéné a kolony kapilarni. Preferovanéjsi jsou kapilarni kolony
z davodu lepsiho separacniho rozliseni. K odd€leni dochazi na zakladé¢ bodu varu
slouceniny a jeji interakce se stacionarni fazi (Nath & Dias, 2023). Vzorek analytu je tedy
specialnim ventilem v malém mnozstvi vsttiknut do proudiciho nosného plynu v kolong,
vzorek se po vstiiknuti okamzité¢ vypafuje. Nosny plyn undsi ted’ jiz vzorek plynu
kolonou, kde se dostdva do kontaktu se stacionarni fazi, kterd zajiStuje pozadovanou
separaci (Waters, 2020).

Nejvice vyuzivané usporadani pro naslednou analyzu latek separovanych pomoci GC
je GC-MS, které je schopné detekovat vSechny ionizovatelné slouceniny a ziskat
hmotnostni spektra v kazdém casovém bod¢, coz poskytuje informace o struktuie
sloucenin (Nath & Dias, 2023). Nejbéznéji se pak uzivaji hmotnostni analyzatory typu
kvadrupdl, iontovéa past, analyzatory doby letu ¢i magneticky sektorovy hmotnostni
analyzator (Kang, 2012).

GC muze byt spojena s riznymi detektory, jako jsou detektor tepelné vodivosti (TCD,
thermal conductivity detector), plamenovy ioniza¢ni detektor (FID, flame ionization
detector), plamenovy fotometricky detektor (FPD, flame photometric detector),
fotoioniza¢ni detektor, detektor elektronového zachytu, heliovy ionoza¢ni detektor nebo

detektor s pulznim vybojem (Waters, 2020).
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Kontrola 2 | Autosampler
Regulator tlaku
1
Chromatogram
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Obr. 10: Zjednodusené schéma GC-MS znazorfiyjici nosny plyn (1), autosampler (2), ptivod (3),
analytickou kolonu (4), rozhrani (5), vakuum (6), iontovy zdroj (7), hmotnostni
analyzator (8), detektor (9) a PC (10). Pifevzato a upraveno =z
https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/gc-ms-principle-instrument-and-
analyses-and-gc-msms-362513.
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2.3.2.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) se stala dominantni
analytickou technikou v oblasti globalniho profilovani metabolitd. Jejimi vyhodami jsou
pfima injekce extraktli, snadna ptiprava vzorki a snadna extrakce, kdy na rozdil od GC-
MS neni ptedpokladem derivatizace (Nath & Dias, 2023).

V ramci metabolomickych analyz metodou LC-MS je uzivano nékolik typu
kapalinové chromatografie, mezi které patii naptiklad chromatografie s reverzni fazi (RP-
LC, reversed-phase liquid chromatographic), s normalni fazi (NP-LC, normal-phase
liquid chromatography), chromatografie s hydrofilni interakci (HILIC, hydrophilic
interaction chromatography) ¢i iontové vyménna chromatografie (IEX, ion-exchange
chromatography) (Zhou et al., 2012). RP-LC vyuziva pro Separaci semipolarnich
sloucenin, jako jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, glykosylované steroidy, alkaloidy ¢i
dalsi glykosylované latky (Zhou et al., 2012), nepolarni stacionarni faze a polarni vodné-
organické mobilni faze. Retence se pak zvySuje se zvySenim hydrofobicity rozpusténych
latek, povrchu stacionarni faze a s polaritou mobilni faze (Rafferty et al., 2007). V rezimu
NP-LC vykazuje stacionarni faze vyssi stupen polarity nez faze mobilni. V disledku toho
potfadi eluce zavisi na polarité¢ analytd, tedy nejprve probihd eluce hydrofobnich
slou¢enin, nasledné pak hydrofilnich slou¢enin (Zuvela at al., 2019). Silné hydrofilni
slouceniny, které nelze analyzovat syst¢émem NP-LC kviili jejich ireverzibilni adsorpci a
nedostateéné rozpustnosti v nepolarnich ¢i slabé polarnich mobilnich fazich, lze
analyzovat v rezimu HILIC (Jandera, 2011). Separa¢ni vlastnosti tohoto rezimu silné
zavisi jak na stacionarni fazi a sloZeni mobilni faze, tak na polarnich, hydrofobnich ¢i
iontoméni¢ovych interakei, které ptispivaji k odlisné retenci sloucenin (Jandera, 2011).
HILIC pak vyuziva polarni stacionarni faze, napt. aminopropylové kolony (Zhou et al.,
2012), a vodné-organické mobilni faze s obsahem organického rozpoustédla vyssim nez
50 % (Jandera & Janas, 2017), proto je HILIC vhodnou metodou k separaci polarnich
sloucenin jako jsou sacharidy, aminokyseliny, vitaminy, karboxylové kyseliny,
nukleotidy apod. (Zhou et al., 2012). IEX je z klinického hlediska Siroce vyuzivanou
metodou pro charakterizaci terapeutickych proteini a pro kvalitativni a kvantitativni
hodnoceni jejich naboje. Kladné nabité molekuly 1ze separovat pomoci kolon katexové
chromatografie (CEX, cation-exchange chromatography), které obsahuji zaporn¢ nabité

kyselé funkéni skupiny. Kolony anexové chromatografie (AEX, anion-exchange
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chromatography) jsou tvofeny stacionarni fazi kladné nabitych funk¢nich skupin, které
jsou schopné vazat zaporné nabité molekuly (Fekete et al., 2015).

V oblasti metabolomiky v klinickych aplikacich nasla uziti pfedevS§im kapalinova
chromatografic ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)
v rutinnich aplikacich. Metoda je rovnéz nepostradatelnou v diagnostice dédi¢nych
metabolickych poruch, jako je napiiklad galaktosémie, kdy je LC-MS/MS vyuZzivana pro
méieni aktivity enzymt metabolizujicich galaktosu, ke stanoveni monofosfatu hexosy
v zaschlych krevnich skvrnach (Jensen et al., 2001) ¢i ke stanoveni marker riznych
onemocnéni jako je napfiklad leucinosa, kdy je metoda vyuzivana pro stanoveni
koncentraci propionylkarnitinu, leucinu, isoleucinu, valinu ¢i hydroxyprolinu (Matern et
al., 2007). Ve studiich nadorovych onemocnéni nasla metoda vyuziti ke stanoveni
rakovinnych markerd (Spratlin et al., 2009), rovnéz pak pro stanoveni 1éCiv a jejich
metabolitll, naptiklad 1é¢iva cytarabinu a jeho fosfatovych metabolitl v cytosolu a jadie
leukemické bunky (Huang et al., 2022). V klinickém vyuziti nasla vyuziti rovnéz
V analyze metabolitl a biomarkertd kardiovaskuldrnich onemocnéni a diabetu 2. typu
(Newgard et al., 2009).
2.3.2.3 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika, kterou lze vyuzit pro detekci,
K ur¢eni elementarniho slozeni a molekularni struktury analytu. Ma jak kvalitativni, tak
kvantitativni vyuziti (Watson & Sparkman, 2007). Zakladnim principem MS je pievod
vzorku do plynného skupenstvi a nasledna ionizace molekul plynu pomoci iontového
zdroje za vzniku iontovych molekul. Tyto molekuly nasledné podléhaji fragmentaci na
ionty rizného poméru m/z (pomér hmotnosti iontl ku jejich naboji), které prochaze;ji
hmotnostnim analyzatorem az k detektoru. Kdyz se ionty srazi s detektorem, dojde
k tvorbé elektrického signalu, ktery je pfevadén do digitalni odpovédi, kterou muze
pocita¢ nasledné¢ ulozit. MS tedy charakterizuje zkoumané molekuly na zakladé poméru
m/z (Kang, 2012). Vyslednym zaznamem analyzy MS je hmotnostni spektrum
charakterizujici zavislost ¢etnosti iontd (tedy intenzity signalu) na poméru m/z (\Watson
& Sparkman, 2007).

Hmotnostni spektrometry se tedy skladaji ze tfi hlavnich ¢asti — iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Iontovy zdroj pfevadi vzorek v plynné fazi na

ionty, hmotnostni analyzator pak tyto ionty tfidi na zdklad€ m/z pomoci
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elektromagnetického pole, detektor poskytuje data pro zisk informaci o kazdém iontu

(Kang, 2012). Zjednodusené schéma analyzy pomoci MS je znazornéno na Obr. 11.

_ ) Tontovy
Zdroj A Analyzitor :> detektor

I pumpa |
_____ -l
@ Poditac

Za\'édl:'ni Vystupni data
vzorku V
Hmotnostni
spekirum

Obr. 11: Zéakladni schéma znazoriujici jednotlivé ¢asti hmotnostniho spektrometru. Ptevzato
a upraveno z Kang, 2012.
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Typt iontovych zdroji, respektive ioniza¢nich metod, existuje mnoho. Jedna se
predevsim o chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI, atmospheric pressure
chemical ionization), matrici asistovanou laserovou desorpci/ ionizaci (MALDI, matrix-
assisted laser desorption ionization), desorpci/ ionizaci na kiemiku (DIOS, desorption/
ionization on silicon), ionizaci rychlym bombardovanim atomd/ iontti (FAB, fast atom/
ion bormbardment), elektronovou ionizaci (El, electron ionization) ¢i chemickou ionizaci
(Cl, chemical ionization) (Kang, 2012). V oblasti metabolomiky se vSak nejvice
preferovanou ionizacni metodou stala elektrosprejova ionizace (ESI, electrospray
lonization), pfedevs§im pak ve spojeni hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou
ionizaci s kapalinovou chromatografii (LC/ESI-MS) (Tugizimana at el., 2018). ESI je typ
ionizace, pii kterém dochazi ptisobenim elektrického pole k rozpraseni eluentu z LC
kolony. Do MS je sprejovaci kapilarou ptivadén pies sondu eluent z LC v rozpoustédle.
Mezi tuto kapilaru a vstupem do komory s vakuem je vkladano vysoké napéti. Elektrické
pole polarizuje rozpoustédlo ¢imz dochazi k akumulaci iontd se stejnym nabojem ve
Spicce kapilary v tzv. menisku kapaliny. Pokud elektrické pole vykazuje urcitou intenzitu,
meniskus kapaliny se deformuje a vznika Taylortv kuzel z jehoz vrcholu vyvéra proud
kapaliny. Proud se ihned rozpada za vzniku nabitych kapek. Tyto kapky jsou stejné
nabité, proto se vzajemné odpuzuji, coz vede k tvorbé spreje. Rozpoustédlo se poté
odpaii pomoci desolvatacniho ohfivace. lonty analytu jsou nasledné pievedeny
extrak¢nim kuzelem do analyzatoru (Lemr & Borovcova, 2020; Tugizimana at el., 2018).

Tak, jako se pfi hmotnostni detekci vyuziva vicero typl iontovych zdrojl, existuje
rovnéz i mnoho typli hmotnostnich analyzatorii. Predev$im se jedna o sektorovy
analyzator, analyzator doby letu (TOF, time-of-flight), kvadrupdlovy analyzator,
kvadrupo6lova iontova past ¢i linearni kvadrupolova iontova past (LIT, linear quadrupole
ion trap), orbitrap nebo analyzator vyuzivajici cyklotronové iontové rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-MS, Fourier transform mass spectrometry) (Kang, 2012).
V oblasti metabolomiky jsou preferovany piedevsim analyzatory TOF, kvadrupdlovy
analyzator a orbitrap (Liu et al., 2019). Princip TOF analyzatoru spociva v tom, ze ionty
se stejnou energii ale s riznymi poméry m/z se analyzatorem pohybuji riznou rychlosti,
a proto jim trva riznou dobu, nez projdou drahou v analyzéatoru. Aplikaci periodicky se
meéniciho nebo pulzniho elektrického pole v urcitych castech drdhy lze iontim udélit
riznou energii a rychlost, ¢imZ je umoZznéno jejich odd€leni a postupna interakce

s detektorem (Mamyrin, 2001).
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Kvadrupdlovy analyzator je slozen ze Ctyf paralelnich pola, které jsou tvoreny
kovovymi tyCemi, umisténych v rozich ¢tverce. Na ty€e je aplikovano napéti, dvojice
protilehlych ty¢i maji pak stejnou polaritu. Podstatou analyzatoru je oscilujici elektrické
pole, které plsobi na trajektorii pohybujicich se iontu, které timto polem prochazeji
(Havlicek & Turecek, 2020). Orbitrap funguje na principu orbitalniho zachycovani iontd
kolem axialni centralni elektrody s elektrostatickym polem. Zachycené ionty podléhaji
rotaci kolem centralni elektrody a harmonickym oscilacim podél jeji délky. Pomér m/z
zachycenych iontl je vztaZen k frekvencim jejich harmonickych kmiti (Dass, 2007).

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) mize vyuzivat spojeni dvou ¢i vice
analyzatoru. MS/MS lze pak popsat dvéma zpusoby. V prvnim ptipadé MS/MS vyuziva
dvou hmotnostnich analyzatori za sebou, tzv. MS/MS v prostoru, kdy k izolaci
prekurzorového iontu a ovéteni jeho molekulové hmotnosti je vyuzivan prvni analyzator.
Prekurzorovy ion nésledné podléha fragmentaci srdzkou s inertnim plynem. lonty vzniklé
touto fragmentaci jsou nasledné¢ analyzovany druhym hmotnostnim analyzatorem.
Druhym ptipadem je tzv. MS/MS v ¢ase vyuZivajici analyzatory typu iontové pasti, FT-
MS ¢&i orbitrap, kdy analyzator zachyti jiz specificky ion (Madeira & Floréncio, 2012).
MS/MS v prostoru naopak vyuziva kvadrupdlovych analyzatort, napt. trojity kvadrupdl,
TOF ¢i trojita kvadrupdlova linearni iontova past (QTRAP, triple-quadrupole-linear ion
trap). V ptipadé trojitého kvadrupdlu je vyuzivano spojeni tfech kvadrupoélovych
analyzatort.. Prvni kvadrupolovy analyzator provadi scan prekurzorového iontu a ovéri
jeho molekulovou hmotnost. Prekurzorovy ion je nasledné¢ podroben ve druhém
kvadrupolovém analyzatoru, ktery funguje jako kolizni cela, fragmentaci na ionty s nizsi
molekulovou hmotnosti. Do analyzatoru je zavadén kolizni plyn, ktery se stfetne
s prekurzotovym iontem, ¢imz dochazi k naruSeni vazeb, tedy ke zminéné fragmentaci.
Z druhého analyzatoru piechazi ionty do tietiho kvadrupolového analyzatoru, kde jsou
ionty vzniklé fragmentaci selektovany dle m/z (Xie et al., 2021). Pro MS/MS v prostoru
se nabizi Siroké spektrum metod analyzy (Obr. 12) — sken v celém hmotnostnim rozsahu,
sken produktii, sken prekurzoru, sken neutralni ztraty, sledovani vybranych reakci
(MRM, multiple reaction monitoring) (Grebe & Singh, 2011). V oblasti cilené
metabolomiky je preferovdna anylzyza MRM, pro kterou je dualeZita znalost
a optimalizace ptfechodu iontovych part a jejich odpovidajici hmotnostni parametry.
Prvni analyzator je zaméfen na m/z prekurzorového iontu, druhy pak na m/z vSech
moznych produktovych iontovych ptechodl, které jsou soucasné analyzovany ve

vysokém rozliSeni a s vysokou piesnosti (Liu et al., 2019).
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Obr. 12: Metody analyzy MS/MS v prostoru. Q1 — prvni kvadrupdlovy analyzator pro scan
prekurzorového iontu, Q2 — kolizni cela s pfivodem kolizniho plynu, Q3 — tfeti
kvadrupodlovy analyzazor skenujici ionty dle m/z. Pfevzato a upraveno z Grebe & Singh,

2011.
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2.3.3 Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii
Dalsi separacni metodou Vv metabolomice, avSak dnes jiz ne tak uzivanou, je kapilarni
elektroforéza (CE, capillary electrophoresis) (Nath & Dias, 2023).

Zatimco GC je omezena na t€kavé a termostabilni slouceniny, LC se vyznacuje
schopnosti separovat semipolarni slouceniny. Protoze spousta metaboliti je silné
polarnich na to, aby byly zadrzeny na kolonach reverznich fazi, je vhodné uziti kapilarni
elektroforézy ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (CE-MS). Obecné vyhody CE jsou
nizka spotieba vzorku, rychléd a nizkonakladova analyza, i¢inna separace a neni potieba
narocné predupravy vzorku pro analyzu. Nevyhodou muze byt nizka citlivost ke
koncentracim, kterou lze zmirnit spojenim s tandemovou hmotnostni detekci (Nath &
Dias, 2023).

CE-MS je vhodna napiiklad pro identifikaci a kvantifikaci glykoalkaloidi (Nath
& Dias, 2023). Pii spojeni téchto dvou technik konec¢ny vysledek silné zavisi na
charakteristikach rozhrani a typu hmotnostniho spektrometru (Barbas et al., 2011), kdy
vramci biomolekularnich analyz se nejéastéji vyuziva ionizace ESI a MALDI.
V metabolomice je vSak vice preferovano ESI (Monton & Soga, 2007). MALDI neni
vV metabolomice Siroce uzivana kvuli silné interferenci matricovych iont pfi detekci
slou¢enin s nizkou molekulovou hmotnosti, své uplatnéni vSak naSla v proteomice
(Edwards & Kennedy, 2005). V ptipadé ESI je pak vyuzivano dvou typl rozhrani, které
slouzi jako propojeni technik CE a MS. Prvnim typem rozhranim je plast-tok (sheath-
flow). Toto rozhrani vyuziva ptidavny tok kapaliny, ktera se misi S analytem eluovanym
z kapilary CE. Tento tok slouzi k vytvofeni elektrického kontaktu mezi elektrodou
a elektrolytem pozadi uvnitt kapilary, dale slouzi k tipravé CE elektrolytu tak, aby byl co
nejvice kompatibilni s ESI a naslednou MS detekci (Maxwell & Chen, 2008). Druhym
typem rozhrani je bezplaStové rozhrani, které vyuziva elektrosprejovy zafi€. Zafic je
umistén na vystupu kapilary CE a je potazen vodivym materidlem pro zajiSténi
elektrického kontaktu pro CE 1 ESI. Napéti ESI-MS je poté aplikovano na vodivy povlak
naneseny na vn&jSim povrchu hrotu zatice (Sanz-Nebot et al., 2005). Zati¢e maji vSak
omezenou zivotnost kvili mechanickému poskozeni povlaku, proto mohou byt
nahrazovany bezelektrodovym nanosprejovym rozhranim. Pokud je emitor umistén velmi
blizko hmotnostnimu analyzatou, je napéti pfivadéné do oddéleni s pufrem schopno fidit
CE, iniciovat a udrzovat nanosprej, ackoliv neni na emitor spreje ptivadéno zadné napéti

(Gysler et al., 2000).
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V metabolomice nasla metoda CE-MS vyuZiti jako citliva analyza nederivatizovanych
aminokyselin v lidském séru (Jeong et al., 2012), jako soucasnd analyza deviti
endogennich nukleotidi v plazm¢ potkant (Bhowmik & Jung, 2012). V ramci
biomedicinské a klinické aplikace nasla metoda uplatnéni pii komplexnim profilovani
volnych estrogenii a jejich intaktnich glukuronidovych a sulfatovych konjugatt
(Kuehnbaum & Britz-Mckibbin, 2011), pfi purifikaci metaboliti pro necilené
metabolické profilovani lidskych bun¢k rakoviny tlustého stteva (Simo et al., 2011) ¢i pii

detekci vrozenych poruch metabolismu purint a pyrimidint (Friedecky et al., 2007).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje
3.1.1 Chemikalie

Acetonitril LC-MS ¢istota (VWR Chemicals BDH, Cina)

Kyselina octova (CentralChem, Slovensko)

Methanol LC-MS ¢istota (Biosolve, Francie)

Voda LC-MS ¢istota (Honeywell Riedel-de Haén, Némecko)

3.1.2 Roztoky

20 mmol-1" octan amonny (pH 9,75)

20-22% vodny roztok amoniaku (VWR Chemicals BDH, UK)

80% ledovy methanol

CDA (Sigma-Aldrich, USA)

Kalibra¢ni roztok pH 10,01 (Hamilton Company, USA)

Standard 5-brom-2'-deoxycytidinu (BrdC) o koncentraci 100 umol-1*
Standard 5-fluorocytidin (FC) o koncentraci 100 mmol-1™

Standard 5-fluorouridin (FU) o koncentraci 100 mmol-1*?

Standard 5-chlor-2'-deoxycytidinu (CIdC) o koncentraci 100 umol-1*
Standard 5-chlor-2'-deoxyuridinu (CldU) o koncentraci 100 umol-1™
Standard 5-iod-2'-deoxycytidinu (IdC) o koncentraci 100 pmol-17
Standard 5-iod-2'-deoxyuridinu (IdU) o koncentraci 100 pmol-1*
Standard ara-C o koncentraci 100 umol-1?

Standard ara-U o koncentracil00 umol-1*

Standard BrdU o koncentraci 100 umol-1?

Standard cytidinu (Cr) o koncentraci 100 pmol-17

Standard EdC o koncentraci 10 mmol-1?

Standard EdU o koncentraci 10 mmol-1*

Standard uridinu (Ur) o koncentraci 100 pmol-1™

Tris pufr o koncentraci 10 mmol-1"t s KC1 o koncentraci 10 mmol-1" (pH 7,5)
3.1.3 Pristroje a pomiicky

Automatické pipety v rozmezi objemt 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl (Eppendorf
Research Plus, Némecko)

Digestoi (Flores Valles, Spanélsko)

Hmotnostni spektrometr QTRAP 65007 (Sciex, USA)
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Chladici box PHChbi VIP ECO (PHC Group)

Kapalinovy chromatograf ExionLC Controller (Sciex, USA)

Kolona pro kapalinovou chromatografii NHz Luna, 3um, 100mm x 2 mm (Phenomenex,
USA)

Laboratorni sklo (kadinky, odmérny vélec, nalevky)

Mikrocentrifuga Z 216 MK Hermle (Hermle Labortechnik, Némecko)

pH metr Orion Star A111 (Thermo Scientific, USA)

Plynotésna stiikacka 1 ml (Hamilton, USA)

Pipetovaci Spicky (Eppendorf, Némecko)

Plastové mikrozkumavky 0,5 ml se Sroubovacimi vicky (SSIbio, USA)

Polypropylenové mikrozkumavky 15 ml (Syntesys, Italie)

Total recovery vialky 1,5 ml (MACHEREY-NAGEL, Némecko)

Vialky s integrovanym insertem

Ttepacka micro-Plate Incubator (MIULAB, Cina)

Vortex MIX AGROIlab (AGROlab, Italie)

3.1.4 Biologicky material

Pro ucely experimentalni ¢asti diplomové prace byly vyuzity nadorové bunécné linie
HeLa lidskych epitelidlnich bun¢k z karcinomu délozniho hrdla, HepG2 z rakovinné
tkan¢ jater, NCI-H2009 z rakovinné tkan& plic, A549 lidskych epitelidlnich bun&k
z adenokarcinomu alveol a 143B PML BK TK slozena z fibroblastli z kostni tkané
postizené osteosarkomem. Dale byly vyuzity bunééné linie tvofené diploidnimi burikami,
IMR-90 z plicni tkané 16 tydnii staré Zeny kavkazkého plodu, WI-38 sloZena z fibroblastt
z plicni tkané plodu zenského pohlavi, MRC-5 sloZena z fibroblastl z plicni tkan€ plodu
muzského pohlavi a imortalizované diploidni buitky hTERT PRE-1 lidskych epiteliarnich
bungk sitnice. Rovnéz byly vyuzity mysi vzorky tumoru a krevni plasmy PDX (patient-
derived murine xenografts) modelu. Vsechny typy bunéénych lyzati byly pfipraveny na

Ustavu molekularni a translaéni mediciny, LF UPOL.
3.2 Metody

3.2.1 Priprava standardu

Standardy EdC, EdU, FdC a FdU dodané o koncentraci 100 mmol-1? byly piipraveny
fedénim vodou LC-MS ¢istoty na koncentraci 100 pmol-17, pfipadné 10 pmol-17. Zbylé
standardy byly v pozadované koncentraci 100 pmol-1? jiz dodany. P¥ipravené standardy

byly uchovavany v chladicim boxu pii -20° C pted jejich ndslednym vyuzitim.
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3.2.2 Optimalizace LC-MS parametri standarda

Pro optimalizaci MS parametrii zamétenou na optimalizaci MRM piechodt bylo potieba
pfipravit roztoky standardéi nukleosidovych analog o koncentraci 1 pumol-1t. Tyto
standardy byly piipraveny fedénim zasobnich standardii o koncentraci 100 umol-1? ve
smési mobilni faze A a mobilni faze B v poméru 1:1. Pro ptipravu kazdého standardu
bylo tedy pipetovano 10 pl zasobniho standardu do 990 ul smési mobilnich fazi, ktera
byla pfipravena smichdnim 495 ul mobilni faze A a 495 ul mobilni faze B. Mobilni fazi
A predstavuje mraven¢an amonny o koncentraci 20 mmol-1? (pH 9,75), mobilni fazi B
100% acetonitril LC-MS ¢istoty.

Optimalizace MS parametri byla provedena pro vSechny standardy zvlast pomoci
hmotnostniho spektrometru QTRAP 6500" (SCIEX). Nejprve bylo potfeba 3x promyt
injekéni stiikacku LC-MS MeOH, nasledné stejnym postupem kapilaru hmotnostniho
spektrometru. Do stiikacky bylo nabrano 0,5 ml standardu o koncentraci 1 pumol-1?,
Kk pumpé byla pfipevnéna kapilara. Standard byl do spektrometru davkovan injekéni
pumpou po 7 ul'min™t. Optimalizace byla dale provadéna za vyuziti softwaru Analyst
(1.7) (SCIEX), ktery automaticky selektuje 10 pikt s nejvyssi intenzitou. Optimalizace
byla provedena v pozitivnim MRM médu (+MRM) i v negativnim MRM médu (-MRM).

Pro kazdé takto optimalizované parametry MS pro dany standard byla ve vysledku
ziskana data o ptechodech v +MRM a v -MRM médu, tdaje o vstupnim potencialu (EP),
kolizni energii (CE) druhého kvadrupdlu, o potencialu kolizni cely (CXP)
a 0 deklastera¢nim potencialu (DP) pti vystupu z kolizni cely v pozitivnim 1 negativnim
moédu. Tyto Gdaje byly nasledné vyuzity pro vytvoreni findlni metody pro analyzu
LS- MS/MS.

Nasledné byly roztoky standardd o koncentraci 10 pmol-1"? nejprve separovany
kapalinovym chromatografem ExionLC Controller (SCIEX) za vyuziti aminoprolylové
kolony NH2 Luna (Phenomenex), 3um, 100 mm x 2 mm jiz zavedenou
chromatografickou metodou pro optimalizaci separace (Ligasova et al., 2023). Byla
vyuzita mobilni fize A: mravenéan amonny o koncentraci 20 mmol-1? (pH 9,75)
a mobilni faze B: 100% LC-MS acetonitril, pritok kolonou byl nastaven na 0,3 ml-min”
! Separace byla provedena pomoci gradientové eluce se zvysujicim se podilem mobilni
faze A po dobu 17 min nasledovné: 0 min=5% A, 7-13 min 90% A, 14-17 min=5% A
(Obr. 13). Nasledné byla realizovana hmotnostni detekce na zakladé udaja ziskanych

v ptedchozim kroku optimalizace MRM piechodi, kdy byl vybran pfechod s nejvétsSim
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pomérem S/N. Izomerni slouceniny byly analyzovany jak samostatng, tak ve smési
ptibuznych izomeri pro zjisténi moznosti jejich ptipadného rozliSeni.

Na zavér byly parametry ziskané optimalizaci doplnény do findlni metody.
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Obr. 13: Graf popisujici binarni gradient vyuzitého pii separaci standardt pomoci kapalinového
chromatografu.
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3.2.3 Priprava vzorki

Byla provedena fada experimentt, pro které¢ bylo vzdy potteba poskytnutou bunécnou
linii ve formé& cytoplazmatického lyzatu vhodné nafedit Tris pufrem o koncentraci
10 mmol-1"ts KCI o koncentraci 10 mmol-1? (pH 7,5) a substratem o vhodné koncentraci
dle pozadavku pro dany experiment na pozadovanou vyslednou koncentraci proteinu ve
vzorku.

Obecny postup piipravy vzorkl platny pro vSechny typy experimenta je néasledujici.
Jaderné a cytoplazmatické lyzaty uchovavané pii teploté -80°C byly rozmrazeny na ledu.
Z kazdého vzorku lyzatu bylo odpipetovano do mikrozkumavky s Tris pufrem
0 koncentraci 10 mmol-1"t' s KCI o koncentraci 10 mmol-1? (pH 7,5) pfedem vypocitané
mnozstvi tak, aby findlni koncentrace proteinti ve vzorku odpovidala parametrim pro
dany experiment. K této smési byl pfidan substrat pro naslednou inkubaci. Parametry

ptipravy vzorkl pro jednotlivé experimenty jsou shrnuty v nasledujicich podkapitolach.
3.2.1.1 Optimalizace parametri a podminek pro inkubaci lyzati

sara-C
V tomto experimentu byla provedena optimalizace inkubacnich podminek bunéénych
lyzata se substratem ara-C, ktera byla potfebna pro provedeni nasledujicich experimentt.
Pro experiment byly zvoleny bunécné linie HeLa a HepG2. Vysledna koncentrace
proteinti ve vzorku ¢inila 500 pg-ml™ a 200 ug-ml?, kazda smés lyzatu s Tris pufrem byla
inkubovana se 7 pll pmol-1%/10 pmol-1? ara-C. Celkovy objem kazdého takto
pripraveného vzorku ¢inil 70 pl. Nasledné byly z této smési odebirany v riznych
Casovych intervalech alikvoty, parametry pro tento postup shrnuje Tab. 2.
3.2.1.2 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy v deviti vybranych
bunécénych linii
Pro experiment byly zvoleny nasledujici bunééné linie — NCI-H2009, A549, Hela,
HepG2, hTERT PRE-1, IMR-90, WI-38, MRC-5 a 143B PML BK TK. Vysledna
koncentrace proteini ve vzorku &inila 200 pg-ml?, kazda smés lyzatu s Tris pufrem byla
inkubovéna se 7 pl ara-C o vysledné koncentraci 10 umol-I*. Celkovy objem kazdého
takto pfipraveného vzorku c¢inil 70 pl. Vzorky byly ptipraveny v triplikatech. Nasledné
byly z kazdého vzorku odebirany v riznych ¢asovych intervalech alikvoty, parametry pro

tento postup shrnuje Tab. 2.
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3.2.1.3 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy v synchronnich

bunéénych liniich HeLa a HepG2
V tomto experimentu byly inkubovany lyzaty bunéénych linii HeLa a HepG2, vzdy
0 vysledné koncentraci proteintl ve vzorku 50 pg-ml™?. Kazda smés lyzatu s Tris pufrem
byla inkubovana s 8 pl Cr o koncentraci 10 umol-1". Celkovy objem kazdého takto
ptipraveného vzorku ¢inil 80 pl, kazdy vzorek byl pfipraven ve tfech replikatech.
Z kazdého vzorku byly nasledné odebirany v riznych Casovych intervalech alikvoty,

parametry pro tento postup shrnuje Tab. 2.

3.2.1.4 Sledovani aktivity cytidindeaminasy HeLa lyzatu a lidského

rekombinantniho enzymu
Pro stanoveni aktivity CDA v lyzatech bunéc¢né linie HeLa bylo zvoleno sedm substratt
—ara-C, EdC, Cr, CIdC, BrdC a FC. Pro srovnani aktivity byl vyuzit lidsky rekombinantni
enzym hCDA o koncentraci 2 pg-ml™?, coz odpovidalo 1000x fedéni zasobniho roztoku
CDA. Vysledné koncentrace proteinli ve vzorku V pfipad¢ lyzatu bunééné linie HeLa
¢inila 200 pg-ml?, smés lyzatu ¢&i roztoku CDA s Tris pufrem byla inkubovana s 10 ul
zminénych substratl, vzdy o koncentraci 10 pmol-1. Vysledna koncentrace proteinu ve
srovnavacim vzorku s hCDA byla rovna 2 pg-ml?a inkubovéna rovn&Z se zminénymi
substraty o koncentraci 10 umol 1. Celkovy objem kazdého takto pfipraveného vzorku

¢inil 100 pl, ze kterého byl odebran v rozdilnych ¢asovych intervalech alikvot (Tab. 2).
3.2.1.5 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy ve vzorcich mysiho

tumoru a plasmy
Pro ucely tohoto experimentu byly vyuzity vzorky mysich PDX modelt, které byly
rozdéleny dle typu tumoru, ktery byl do nich inkorporovan. V piipadé modeld M11,
MS5R1 a M1 se jedna o inkorporovany lymfom plaStovych bunék, v ptipadé modelu B2
o Burkittiv lymfom. Pro stanoveni aktivity CDA byly v tomto experimentu vyuzity lyzaty
tumort a vzorky plasmy téchto mySich modela.

V ptipadé stanoveni aktivity CDA byly vzorky lyzati tumorG (n=58) nafedény na
finalni koncentraci proteinii ve vzorku 200 pg-ml™. Tato smés lyzatu s Tris pufrem byla
inkubovana s 1 ul ara-C 0 vysledné koncentraci 10 pmol-1"%, finalni objem smési ¢inil 100
ul. Kazdy vzorek tumoru byl pfipraven v jednom replikatu.

Pro stanoveni aktivity CDA ve vzorcich mysi plasmy (n=69) platil pon¢kud odlisny

postup ptipravy vzorkl. Pro tyto vzorky byl v pfipravé vynechan Tris pufr, tedy kazdy
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vzorek plasmy o objemu 22,5 ul byl inkubovan s 2,5 ul ara-C o finalni koncentraci 10
umol-1"t. Kazdy vzorek plasmy byl piipraven v jednom replikatu.
Z kazdého ptipraveného vzorku tumoru a plasmy byl odebran alikvot v rozdilnych

Casovych intervalech. Mnostvi odebran¢ho alikvotu a Casové intervaly jsou popsany

v Tab. 2.
3.2.4 Inkubace vzorku

Ptipravené vzorky byly nésledné promichany na vortexu a zahiaty na 37°C pomoci
trepacky s nastavitelnou teplotou. Doba inkubace lyzatu se substratem byla stanovena
zvlast pro kazdy experiment. Pro dobu inkubace 0 min bylo do nové mikrozkumavky
odebrdno mnozstvi piipravené smési. Tuto smés bylo potfeba ihned pievrstvit 80%
ledovym methanolem v poméru 1:4 z diivodu zastaveni enzymatické aktivity. Zbyla smés
byla déle inkubovéna na tfepacce (37°C, 300 rpm) po dobu stanovenou experimentem.
Po uplynuti této doby bylo do nové zkumavky opét odpipetovano mnozstvi smési, ktera
byla opét smichdna s 80% ledovym methanolem. Zbylad smés byla dale inkubovéana na
ttepacce za stejnych podminek. Tento postup byl opakovan pro vzorky vSech zvolenych
inkubacnich dob. Specifikace pro inkubace v jednotlivych experimentech zaznamenéava
Tab. 2. Po inkubaci byly vzorky nasledné umistény do chladiciho boxu pti -80°C a pfi

této teplote byly ponechdny ptes noc z ditvodu efektivnéjsi deproteinace vzorki.
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Tab. 2: Mnozstvi odebrané smési po inkubaci do nové mikrozkumavky (pl), mnozstvi 80% ledového MeOH (ul) potiebného k pievrstveni odebrané smési a
doba inkubace (min) pro jednotlivé experimenty.

Néz woeriment Mnozstvi odebrané Mnozstvi 80% ledového Doba inkubace (min) Finalni koncentrace Finalni koncentrace
azev expermentu smési (ul) MeOH (ul) proteini (ug-ml™) substratu (umol-17)
Optimalizace podminek pro inkubaci
lyzéth s ara-C 15 60 0, 10, 30, 60 500, 200 1,10
Stanoveni aktivity CDA v deviti
vybranych bunécnych linii 30 120 0,10 200 10
Stanoveni aktivity CDA v synchronnich
bunécnych liniich HeLa a HepG2 30 120 0,10 50 10
Stanoveni aktivity CDA HelLa lyzatu a
lidského rekombinantniho enzymu 30 120 0,30 200, 2 10
Stanoveni aktivity CDA ve vzorcich
mysiho tumoru 30 120 0, 10 200 10
Stanoveni aktivity CDA ve vzorcich mysi
plasmy 10 80 0,10 - 10
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3.2.5 Priprava kalibracni rady
Pro kazdy experiment byla pfipravena zvlast’ desetibodova kalibrace substrat a produkti
CDA pomoci dvojkové fedici fady ve vodé a to dle ocekavaného mnozstvi produkti ve
vzorcich. Kalibracni fady pro kazdy experiment shrnuje Tab. 3.

V piipadé stanoveni aktivity CDA HeLa lyzatu a lidského rekombinantniho enzymu
byla vzhledem k interferenci ara-C s Cr a ara-U s Ur jedna sm¢s kalibratora piipravena

bez Cr a Ur a pro tyto analyty byla kalibrace sestrojena zvlast.
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Tab. 3: Desetibodové kalibracni fady sestrojené pro kazdy experiment.

Nézev experimentu

Nazev analytu

Koncentrace [pumol-17]

Optimalizace podminek pro inkubaci
lyzath s ara-C
Stanoveni aktivity CDA v deviti
vybranych bunécnych linii

Stanoveni aktivity CDA v synchronnich
bunéénych liniich HelLa a HepG2

Stanoveni aktivity CDA HeLa lyzatu a
lidského rekombinantniho enzymu

Stanoveni aktivity CDA ve vzorcich
mysiho tumoru

Stanoveni aktivity CDA ve vzorcich mysi
plasmy

ara-C, Ur
ara-C, ara-U

Cr, Ur
Cr, Ur, ara-U, ara-C, EdC, EdU,
BrdC 79Br, BrdU 79Br, 1dC, 1dU,
CldC, CldU, FC a FU

ara-C, Ur

ara-C, Ur

2;1;5-10% 2,5-10%; 1,25:10°"; 6,25-10%; 3,13-102; 1,56-10%;
7,81-10%;3,91-10°

2;1;5-10% 2,5-10%; 1,25-10°"; 6,25-10%; 3,13-102; 1,56-107%;
7,81-10%;3,91-10°

2;1;5-10% 2,5-10%; 1,25-10°"; 6,25-10%; 3,13-102; 1,56-10%;
7,81-10%; 3,91-10°

2;1;5-10% 2,5-10%; 1,25:10°; 6,25-10%; 3,13-102; 1,56-10%;
7,81-10%;3,91-10°

2;1;5-10% 2,5-10"; 1,25-10°"; 6,25-10%; 3,13-102; 1,56-10%;
7,81-10%; 3,91-10°

2;1;5-101% 2,5-10%; 1,25:10°"; 6,25-10%; 3,13-102; 1,56-10%;
7,81-10%; 3,91-10°
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3.2.6 Analyza vzorki kapalinovou chromatografii s hmotnostni

spektrometrii

Pro analyzu byly vzorky uchované pies noc v chladicim boxu pii -80°C. Vzorky byly
promichany na tfepacce a odstifedény pomoci centrifugy po dobu 20 min (15 000 rpm,
0°C). Podle mnozstvi vzorky bylo pievedeno 100 ul vzorku do sklenéné vialky
S integrovanym insertem, V ptipad¢ vzorkt mysi plasmy 70 pl do total recovery vialky.
Vialky se vzorky a vialky s pfipravenou kalibraci byly nasledné vlozeny do autosampleru
chromatografu. Vzorky byly analyzovany modifikovanou in-house cilenou
metabolomickou LC-MS metodou (Ligasova et al., 2023).

Pro analyzu byla zvolena kolona NH> Luna (Phenomenex), 3um, 100mm x 2 mm.
Vsechny analyzy probihaly pii teploté¢ 35°C, objem davkovani vzorku do kolony byl
nastaven na 1 pl, pritok kolonou byl pak nastaven na 0,3 ml-min™. Analyty byly na
kolon¢ separovany pomoci greadientové eluce za vyuziti mobilni fize A mravencanu
amonného o koncentraci 20 mmol-17 (pH 9,75) a mobilni faze B 100% acetonitrilu LC-
MS C(istoty. Gradient byl nastaven nasledovné: 0 min=5% A, 7 min=90% A, 7-13 min
90% A, 14 min=5% A, 14-17 min=5% A.

Hmotnostni spektrometire byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
QTRAP 6500" (SCIEX) v rezimu MRM moédu pii piepinani polarity (analyza provedena
soucasn¢ v kladné 1 zaporné polarité¢). Nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo
nasledujici: napéti iontového spreje +4 500V, teplota 450°C, tlak iontového zdroje plynu
1 a 2 40 psi za vyuziti dusiku jako srazkového plynu, tlak clonového plynu 40 psi.

3.2.7 Zpracovani vysledkii
Pro zpracovani ziskanych dat byl vyuzit software Sciex OS (2.0.0). V tomto softwaru
byla provedena integrace pikii a na zakladé koncentraci kalibra¢ni fady vytvotreny
kalibra¢ni ptimky pro kazdou analyzu. Pomoci kalibrace byly vypocteny koncentrace
substratd a produkti nukleosidovych analog, cytidinu a uridinu ve vzorcich. Ziskana data
o plochéch pik1, jejich vysce, a o koncentracich nukleosidl byla pfevedena ve formé
tabulky do tabulkového procesoru Microsoft Excel, kde byla vypoctena aktivita CDA,
vzdy v jednotce pmol min, Aktivita CDA byla ziskana z pfirtistku produktu za jednotku

¢asu. Vypocet byl proveden dle nasledujici rovnice:

Ce—

tco [umol-min]

CDAGktivita =
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kde ce je vypoCtena koncentrace pro experimentem stanovenou dobu inkubace v
minutach, co je vypoc¢tena koncentrace v ¢ase 0 minut a t je inkubac¢ni doba. Pro aktivitu
CDA byl nasledné sestrojen graf zavislosti aktivity CDA na typu zvoleného substratu
v softwaru GraphPad Prism (10.2.0). Vysledky méfeni aktivity jsou v grafech vyobrazeny
jako median a rozptyl, pro porovnani vysledkt v krabicovych grafech byly vysledky mezi
sebou srovnavany pomoci jednosmérné analyzy rozptylu (ANOVA) a Tukeyho post-hoc

testu na hladin€ vyznamnosti a=0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Finalni metoda pro analyzu pomoci LC-MS/MS

Pro doplnéni findlni metody pro stanoveni aktivity CDA metodou LC-MS/MS bylo
potieba provést optimalizaci MRM piechodl pro substraty EAC, EAU a pro substraty
obsahujici ve své molekule atom halogenu, tedy substraty IdC a IdU, C1dC a CldU, BrdC
a BrdU, FC a FU. V piipadé substrati obsahujici atom bromu ¢i chloru bylo potieba brat
v potaz existenci Vv pfirodé bézné se vyskytujicich izotopd téchto halogent a jejich
molekulovych hmotnosti. V pfipadé bromu se jedna o izotopy °Br a &'Br, v piipadé
chloru *Cl a ¥Cl. P#i optimalizaci MRM ptechodii pro CIdC a CldU byla optimalizace

provadéna pomoci hmotnosti izotopu 3°Cl. Tab. 4 shrnuje molekulové hmotnosti

substratti, procentudlni zastoupeni izotopli a monoizotopovou hmotnost.

Tab. 4: Molekulova hmotnost, monoizotopova hmotnost a procentualni zastoupeni izotopt

V ptirode.
Nézevanalvty ~ Molekulova hmotnost Monoizotopova Iz0to
y [g - mol?] hmotnost [g - mol?] Py
1dC 353,11 352,987 127 0
IdU 354,10 353,971 ! (100 %)
CldC 261,66 261,052 35C| (75 %)
CldU 262,65 262,036 *ICI (25 %)
BrdC 306,11 305,001 9B (50 %)
BrdU 307,10 305,985 *'Br (50 %)
FC 261,21 261,08 Stabilni pouze
FU 262,19 262,06 °F
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Po nésledné separaci standardii pomoci LC-MS/MS provedené na zéklad€ predchozi
optimalizace MRM ptechodl byly vybrany vhodné ptechody S nejvétsim podilem signalu
ku Sumu (S/N) pro dané standardy, pro které byla finalni metoda doplnéna o udaje 0
prekurzorovém iontu (Q1), produktovém iontu (Q3), DP, EP, CE a CXP. Tab. 5 shrnuje

tyto udaje pro standardy separované v rezimu -MRM a +MRM.
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Tab. 5: Udaje doplnéné do finalni metody zahrnujici data o prekurzorovém iontu (Q1), o produktrovém iontu (Q3), retenénim &ase (RT), deklasteraénich
potencidlech (DP), vstupnich potencidlech (EP), kolizni energii (CE) a potencialech kolizni cely (CXP) pro standardy separované v rezimu -MRM

a +MRM.

Q1 [Da] Q3 [Da] Nazev MR[IZL(;knO Polarita ~ RT [min] DP [V] EP [V] CE [V] CXP [V]
249,9 116,9 EdC 180 - 2,5 -55 -10 -20 13
250,9 134,8 EdU 180 - 2,8 -50 -10 -16 -9
352,0 218,7 ldC 180 - 2,4 -40 -10 -22 -17
353,0 41,9 ldU 180 - 3,1 -50 -10 -64 -19
259,8 126,8 CldC 180 - 2,4 -35 -10 -18 -15
260,9 170,6 Cldu 180 - 3,6 -5 -10 -20 -27
303,9 170,7 BrdC_79Br 180 - 2,3 -35 -10 -20 -19
306,9 41,9 BrdU_81Br 180 - 3,5 -5 -10 -60 -19
304,8 42,1 BrdU_79Br 180 - 3,5 -20 -10 -82 -3
259,9 106,8 FC 180 - 2,9 -40 -10 -20 -11
260,9 170,8 FU 180 - 4,4 -35 -10 -20 -15
262,1 129,9 FC 180 + 2,9 6 10 15 16
2441 112,1 Ara-C/Cr 180 + 3,2 40 10 19 10
245,0 113,0 Ara-U/Ur 180 + 2,8 4 10 10 10

51



4.2 Optimalizace podminek pro inkubaci lyzata s ara-C

Byla provedena optimalizace inkuba¢nich podminek se substratem ara-C. Pro
optimalizaci bylo vyuzito bunécnych linii HeLa a HepG2 o findlni koncenraci proteinu
ve vzorku 500 a 200 pg-ml™. Pro inkubaci byly zvoleny nésledujici koncentrace ara-C:
1 umol-1* a 10 pmol-172.

V ramci optimalizace inkubace bylo potieba stanovit takovy ¢as inkubace, pti kterém
je reakce v linearni fazi. To tedy znamena dobu, kdy dochazi k poc¢atku deaminace
substratu enzymem CDA, v tomto piipad¢ ara-C, na jeho uridinovy produkt, ara-U.
Podminkou pro tento inkubacni Cas je viditelnd zména koncentrace substratu a jeho
produktu, tedy pokles koncentrace ara-C a vzrustajici koncentrace ara-U. Delsi doba
inkubace vSak nebyla Zadouci z diivodu mozné degradace metabolitii v butikdch. Rovnéz
byl pak v ramci LC-MS/MS separace kladen duraz na tvar piki a jeho intenzitu, kdy bylo
potieba analyzovat piky vyrazné nad trovni Sumu.

Pro optimalizaci byla sestrojena kalibracni fada pro ara-C a Ur. Tab. 6 shrnuje

parametry kalibracnich ptimek pro oba standardy.

Tab. 6: Vazeni, rovnice a hodnota r? popisujici kalibraci ara-C a Ur.

Nézev analytu Vazeni Rovnice r?
Ur 1/x y=3,23e5x+896,39 0,976
ara-C 1/x y=9,10e6x+5107,43 0,999
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Obr. 14 znazoriuje vysledek optimalizace inkubace ara-C o koncentraci 1 pmol-1™
a 10 pmol-1" s HeLa bun&énymi lyzaty. Patrny nartist koncentrace ara-U a naopak pokles
koncentrace ara-C je jiz pti inkuba¢nim ¢ase 10 min. Tento trend je patrny pak pro obé
zvolené finalni koncentrace proteinu ve vzorku. V pitipadé¢ finalni koncentrace proteinu
ve vzorku 500 pg-ml? je patrny exponencialni nartist koncentrace ara-U i pii 60 min
inkubaci. Stejny trend je patrny v pfipad¢ finalni koncentrace proteinu ve vzorku
200 pg-ml? pii inkubaci s 10 umol 17t ara-C. V ptipadé finalni koncentrace proteinu ve
vzorku 200 pg-ml? je patrny pravy opak v pfipadé inkubace s 1 pmol-1? ara-C.
Koncentrace ara-C je velmi nizka, coz odrazi i klesajici aktivita CDA po inkubaci delsi
30 minut. Pti inkubaci po dobu 60 minut je jiz patrny zna¢ny pokles aktivity CDA a tedy

i koncentrace ara-C i ara-U.
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Obr. 14: Graf vyobrazujici vysledek optimalizace inkubace ara-C o koncentraci 1 umol-17* a 10

umol 1" s HeLa bufikami o findlni koncenraci proteinu ve vzorku 500 a 200 ug-ml™ ve

zvolenych ¢asovych intervalech.

53



Obr. 15 reprezentuje vysledné grafy optimalizace inkubace ara-C s HepG2 bunéénymi
lyzaty. Je zcela patrné, ze jako v piipad€ bunéénych linii HeLa, i zde je optimalni dobou
inkubace 10 min, coZ plati pro obé zvolené finalni koncentrace proteinu ve vzorku i pro

ob¢ zvolené koncentrace ara-C, nebot’ se poté dostava reakce do exponencialni zavislosti.
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Obr. 15: Graf vyobrazujici vysledek optimalizace inkubace ara-C o koncentraci 1 pmol-1?
a 10 pmol-1* s HepG2 buitkami o findlni koncenraci proteinu ve vzorku 500 a 200
ug-ml ! ve zvolenych ¢asovych intervalech.
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Ze ziskanych dat optimalizace v pfipad¢ obou bunécnych linii vyplyva, ze vhodnou
findlni koncentraci proteinu ve vzorku pro nasledujici experimenty je koncentrace
200 pug-ml™?. V tomto piipadé je pro inkubaci vyhovujici koncentrace substratu ara-C
10 pmol 1. Cas inkubace buné&éného lyzatu s ara-C byl snanoven na 10 minut. Pro
nasledujici experimenty je vhodné fedit vzorky lyzati na finalni koncentraci proteinu
200 pug-ml?. Protein v zasobnich bun&nych lyzatech nedosahuje vzdy tak vysokych
koncentraci jako je koncentrace 500 pug-ml™? & vyssich, proto by nebylo vzdy mozné
pracovat v nasledujicich experimentech s fedénim na 500 pg-ml™ proteinti. Z vyslednych
grafii vyplyvé, Ze pro finalni koncentraci proteinu ve vzorku 200 pg-ml? je vhodngjsi

inkubace se substratem o koncentraci 10 pmol-1" nez o koncentraci 1 umol-172.
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4.3 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy v deviti vybranych bunéénych
linii

Byla porovnavana aktivita CDA v deviti vybranych bunécnych liniich. Pro tento
experiment byly vybrany nadorové bunky linii HeLa, HepG2, NCI1-H2009, A549 a 143B
PML BK TK, diploidni buriky linii IMR-90, WI-38 a MRC-5 a imortalizované diploidni
buniky linie hTERT PRE-1. Buniky ve formé lyzatu o finalni koncentraci proteinu ve
vzorku 200 pug-ml? byly inkubovany s ara-C o vysledné koncentraci 10 umol-1?, posléze
byla stanovena aktivita CDA v jednotlivych buné¢nych liniich.

Pro stanoveni zmény koncentrace ara-C a ara-U byla sestrojena desetibodova

kalibra¢ni kalibra¢ni fada. Parametry kalibra¢nich ptimek pro ara-C a Ur shrnuje Tab. 7.

Tab. 7: Vazent, rovnice a hodnota r? popisujici kalibraci ara-C a Ur.

Nézev analytu Vézeni Rovnice r?
Ara-C 1/x y=1,52e7x+(-8904,43) 0,999
Ara-U 1/x y=3,04e5x+781,85 0,998
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Me¢teni bylo provedeno v triplikatech pro kazdy vzorek. Pro kazdy triplikat byl méfen
i blank pro ovéréni, zda nedoslo k interferenci ara-C s Cr. Aktivita CDA byla vypocitana
z koncentrace ara-U vzniklého pfeménou substratu ara-C enzymem CDA pro kazdou
bunéénou linii. Na zakladé vypoctené aktivity CDA byl sestrojen vysledny graf (Obr. 16)

pro porovnani aktivit CDA mezi kazdou bunéénou linii.
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Obr. 16: Graf reprezentujici porovnani aktivity CDA mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi.
Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci p-hodnot metodou jednosmémé ANOVA
a Tukeyho post-hoc testovani. p < 0,0001 aZ na srovnani linii A549, hTERT PRE-1,
IMR-90, WI-38 a MRC-5 mezi sebou. Hodnoty u linie hTERT RPE1 nejsou uvedeny
z dGivodu velmi nizké az neméfitelné aktivity enzymu CDA.
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Z vypoctenych hodnot aktivit vyplyva, ze k deaminaci ara-C na uridinovy produkt ara-
U doslo pouze v piipadé nadorovych bunécénych linii NCI-H2009, HelLa a HepG2.
Nejvyssi aktivita CDA byla pfitom zaznamenana v piipadé buné¢né linie HepG2. Naopak
buné¢né linie hTERT-PRE1, IMR-90, WI-38, MRC-5 a 143B PML BK TK nevykazovaly
zadnou aktivitu CDA, proto tedy nedoslo k premén¢ ara-C na ara-U. V téchto ptipadech

byla tedy zaznamenana nulové koncentrace ara-U.

4.4 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy v bunéénych lyzatech HeLa a

HepG2

Byla stanovena aktivita CDA ve dvou typech bunéénych linii — HeLa a HepG2. V ramci
kazdé bunécné linie byl experiment proveden s deviti vzorky. Prvnim vzorkem byl vzorek
kontrolni (CTRL), ktery pfedstavoval nesynchronni buiky v riznych fazich bunécného
cyklu. Nasledujici vzorky synchronich bunék se mezi sebou lisily riznou dobou kultivace
bez faktori omezujici rastu bunék, jako jsou faktory Cerpani zivin, limity pH, indukce
starnuti apod., a které by se mély nachazet jiz v urCité fazi buééného cyklu. Kultivace
byla provadéna po dobu 2h, 4h, 8h, 12h, 16h, 20h, 24h a 28h. Pro experiment byl kazdy
vzorek inkubovan s Cr o koncentraci 10 pmol-1" a nasledné byla stanovena aktivita CDA
Vv buiikach jednotlivych bunéénych linii.

Pro optimalizaci byla sestrojena kalibracni fada pro ara-C a Ur. Tab. 6 shrnuje
parametry kalibracnich pfimek pro oba standardy.

Pro stanoveni aktivity CDA byla sestrojena kalibraéni fada, Tab. 8 pak shrnuje

parametry kalibracnich ptimek pro Cr a Ur.

Tab. 8: Véazeni, rovnice a hodnota r? popisujici kalibraci ara-C a Ur.

Nézev analytu Vézeni Rovnice r?
Ur 1/x y=6,29e5x+455,27 0,997
Cr 1/x y=4,46e6x+1,19e5 0,999
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Pomoci kalibrace byly vypocteny koncentrace substratu a koncentrace Ur, tedy
kone¢ného produktu vzniklého enzymatickou preménou Cr enzymem CDA.

Na zaklad¢ vypoctu aktivity CDA byl sestrojen graf zavislosti aktivity CDA na
zvolenych dobach kultivace jednotlivych vzorka (Obr. 17).
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Obr. 17: Aktivita CDA v HeLa a HepG2 bun&énych linii. Cervené je zaznamenan median v ramci
rozpéti hodnot pro tii replikaty daného ¢asového intervalu.
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Je patrné, ze v ptipad¢ bunck HepG2 linie byla zaznamenéna vyssi aktivita CDA
Vv porovnani s aktivitou CDA v HeLa bunéénych liniich. V ptipadé bunééné linie HepG2
byla nejvyssi aktivita CDA zaznamenana u bunék s 12ti hodinovou kultivaci v médiu,
kdy primérna aktivita CDA v ramci triplikat je rovna 0,0875 pmol-min™t.V p¥ipads
HeLa bunék byla nejvyssi aktivita CDA stanovena pro ¢as kultivace 8h, kdy primérna
aktivita CDA v ramci triplikati je rovna 0,0469 pmol-min™. V piipadé obou bunéénych
dlouh¢ kultivaci mohlo u bunék dojit k metabolomickému rozkladu dalSich bunécnych
slozek, proto byl patrny narust koncentraci bazi uracilu, uridinu, xanthinu a cytidinu. Obr.
18 zaznamenava priklad narastu hladiny uridinu (Ur) a xanthinu (X) po zminénych 28 h

kultivace bunék.
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Obr. 18: Schéma vyobrazujici narust koncentrace uridinu (A) a plochu piku xanthinu (B) po 28 h
kultivaci bun¢k v médiu a nasledné inkubaci s Cr.
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4.5 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy Hela lyzatu a lidského

rekombinantniho enzymu

Byla stanovena aktivita CDA v bunééné linii HeLa ve formé bunécnych lyzati o finalni
koncentraci proteinu 200 pg-ml™ po inkubaci se substraty Cr, ara-C, EdC, CIdC, BrdC,
FC a ldC, vzdy o koncentraci 10 umol-1"t. Dale byl pro srovnani aktivity CDA inkubovan
se substraty hCDA, ktery byl 1 000x nafedén, jeho finalni koncentrace v inkuba¢ni smési
byla 2 ug/ml.

Pro stanoveni aktivity CDA, a tedy sledovani zmén koncentraci substratti a produkti,
byla sestrojena pro kazdy substrat desetibodova kalibrace. Tab. 9 shrnuje parametry

kalibracnich ptimek pro vSechny vyuzité substraty.

Tab. 9: Vazeni, rovnice a hodnota r?> popisujici kalibraci Cr, Ur, ara-U, ara-C, EdC, EdU,
BrdC _79Br, BrdU_79Br, I1dC, IdU, CIdC, CldU, FC a FU.

Nézev analytu Vazeni Rovnice r2
Cr 1/x y=4,58e6x+8510,67 0,999
uUr 1/x y=5,03e5x+197,18 0,999
ara- U 1/x y=4,39e5x+46,95 0,999
ara-C 1/x y=6,90e6x+2587,91 0,999
EdC 1/x y=2,10e6x+1392,45 0,999
EdU 1/x y=2,18e5x+570,89 0,999
BrdC_79Br 1/x y=7,02e5x+751,28 0,999
BrdU_79Br 1/x y=4,64931e5x 0,989
IdC 1/x y=1,40e6x+486,43 0,999
[o]V) 1/x y=1,40e6x+4634,70 0,999
CldC 1/x y=4,03e5x+778,89 0,999
Cldu 1/x y=2,62e5x+116,32 0,999
FC 1/x y=3,32e5x+164,74 0,999
FU 1/x y=8,24e5x+309,74 0,999
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Analyzou vzorki bunéénych lyzath a s pomoci kalibrace byly vypocteny koncentrace
substrati a koncentrace Ur, ara-U, EdU, CldU, BrdU, FU a IdU jakozto konec¢nych
produktii vzniklych enzymatickou pfeménou vyuzitych substrati enzymem CDA. Na
zakladé ziskanych koncentraci byla vypocitana aktivita CDA z naristu produktu, kdy
snizeni koncentraci substratu a naopak zvyseni koncentraci produktu pro dany substrat
charakterizovalo zdarnou enzymatickou pfeménu.

Na Obr. 19 je vyjadiena aktivita v HelLa lyzatech za inkubace s riznymi substraty
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Obr. 19: Aktivita CDA v HeLa bun&éné linii. Cervené je zaznamenan median v rimci rozptylu
hodnot pro tfi replikaty daného substratu. Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci
p-hodnot metodou jednosmérné ANOV A a Tukeyho post-hoc testovani. p < 0,0001 aZ na
srovnani substrati ara-C s CldC, BrdC s 1dC a Cr s BrdC a I1dC mezi sebou, pro které
statistickd vyznamnost nebyla signifikantni.
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Ze ziskanych hodnot je patrné, Ze bunécénd linie HeLa obsahuje dostate¢né mnozstvi
CDA k pfeméné vétsiny typt substratl na jejich uridinové formy. K tomu rovnéz piispiva
1 délka inkubace, kdy s rostouci délkou inkubace se zvySuje koncentrace uridinovych
produktii. Enzym CDA v HeLa buiikach vykazoval vysokou afinitu k substratim FC, Cr
a BrdC, proto je v pfipad¢ téchto substrati patrna i vysoka aktivita CDA, nejvyssi
v ptipadé FC. Nizsi aktivita CDA byla pak zaznamenana v piipad¢ 1dC a C1dC. Naopak
nejniz8i afinita substratu k CDA byla patrna v piipadé EAC. Nizka aktivita CDA v ptipadé
ara-C by mohla byt zptisobena zna¢né pomalej$i deaminaci tohoto substratu na ara-U,
moznym feSenim by byla delsi inkuba¢ni doba. Deaminace substratu EdC enzymem CDA
by rovnéz vyzadovala del§i inkubacni dobu. Pro pfeménu EdC na jeho uridinovy
protéjsek byla nedostatecna koncentrace CDA v HeLa buikach. Vysledné hodnoty
aktivity CDA v pfipad€ inkubace HeLa buné€k se vSemi typy substratli byly porovnény se
srovnavacim experimentem s hCDA a nebyly zaznamenany signifikantni rozdily

v aktivit¢ CDA mezi jednotlivymi experimenty (Obr. 20).
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Obr. 20: Graf prezentujici aktivitu ktivita hCDA po inkubaci se sedmi substraty. Cervené je
zaznamendn median Vramci rozptylu hodnot pro tfi replikaty daného substratu.
Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci p-hodnot metodou jednosmérné ANOVA
a Tukeyho post-hoc testovani. p < 0,0001 az na srovnani substratii ara-C s CldC, BrdC
s 1dCa Cr s BrdC a IdC mezi sebou, pro kter¢ statisticka vyznamnost nebyla signifikantni.
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4.6 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy ve vzorcich mySiho tumoru a

plasmy

Byla stanovena aktivita CDA v PDX (patient-derived murine xenografts) modelech
vzorkt mySiho tumoru a plasmy: M11 (n=14 pro tumor; n=13 pro plasmu), M5R1 (n=14
pro tumor; n=13 pro plasmu), M1 (n=9 pro tumor; n=14 pro plasmu), B2 (n=6 pro tumor;
n=13 pro plasmu). Oba typy vzorki byly inkubovany s ara-C o koncentraci 10 umol-1*
po dobu 10 minut.

Pro stanoveni aktivity CDA byly sestrojeny dvé kalibrace, pro kazdy typ vzorku
zvlast. Tab. 10 shrnuje parametry kalibra¢ni pfimky sestrojené pro vzorky tumoru, Tab.

11 pak pro vzorky plasmy.

Tab. 10: Vazent, rovnice a hodnota I? popisujici kalibraci ara-C a Ur pro vzorky mysiho tumoru.

Nazev analytu Vazeni Rovnice r?
Ara-C 1/x y=1,19e7x+6884,85 0,998
Ara-U 1/x y=4,32e5y+81,76 0,996

Tab. 11: Vazeni, rovnice a hodnota r? popisujici kalibraci ara-C a Ur pro vzorky mysi plasmy.

Nazev analytu Véazeni Rovnice r?
Ara-C 1/x y=9,44e6x+5332,05 0,997
Ara-U 1/x y=4,23e5x+521,50 0,998
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Mg¢feni bylo provedeno na jednom replikatu pro kazdy vzorek, aktivita CDA je v obou
ptipadech pocitana z pfirtstlu koncentrace ara-U. Pro kazdy typ mysiho modelu byl
rovnéz zaveden kontrolni vzorek (Ctrl).

Na Obr. 21 je vyjadiena ativita CDA ve vzorcich tumoru mySich PDX modela M11,
M5R1, M1 a B2.
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Obr. 21: Aktivita CDA v buiikach mysiho tumoru. Cervené je zaznamenan pramér + SD. Nékteré
hodnoty nejsou uvedeny z dtivodu velmi nizké az neméfitelné aktivity enzymu CDA.
Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci p-hodnot metodou jednosmérné ANOVA
a Tukeyho post-hoc testovani. P¥i srovnani vSech linii mezi sebou nebyla statisticka
vyznamnost signifikantni.
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Na Obr. 22 je vyjadiena aktivita CDA ve vzorcich plasmy mysich PDX modelit M11,
M5R1, M1 a B2 v podob¢ grafu.
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Obr. 22: Aktivita CDA v buiikach mysi plasmy. Cervené je zaznamenan primér + SD. Nékteré
hodnoty nejsou uvedeny z divodu velmi nizké az neméfitelné aktivity enzymu CDA.
Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci p-hodnot metodou jednosmérné ANOVA
a Tukeyho post-hoc testovani. P¥i srovnani vSech linii mezi sebou nebyla statisticka
vyznamnost signifikantni.
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Zvysledkti je patrné, Ze PDX modely vykazuji velice nizkou aktivitu CDA.
Molekularné biologickymi metodami bylo potvrzeno, ze modely neexprimuji CDA
Vv dostate¢né mite. V grafech prezentujici aktivitu CDA v jednotlivych mySich modelech
vzorkll tumoru a plasmy nejsou vsSak patrné vSechny body prezentujici aktivitu CDA pro
jednotlivé modely. Aktivita v téchto ptipadech dosahovala zapornych hodnot, proto

nebyla graficky zaznamenana.
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5 DISKUSE

Tato prace byla zamétena na metabolické pfemény nukleosidovych analog v modelovych
bunéénych lyzatech a mySich PDX modelech. Ara-C je bézné intraven6zné poddvanym
chemoterapeutikem pii 1écbé AML, a to jak v indukéni fazi 1écby v kombinaci
s antracykliny, tak i ve fazi postremisni (Burnett el al., 2011). Experimentalni ¢ast prace
je pak konkrétné zamétfena na stanoveni aktivity enzymu CDA, diky némuz je aktivita
cytarabinu sniZena, a to jeho deaminaci na neaktivni formu uracilarabinosid (Hamada
etal., 2002).

Pro stanoveni aktivity enzymu CDA byla z pocatku experimentdlni ¢asti stézejni
optimalizace LC-MS parametri pro nukleosidova analoga, se kterymi se pozdéji
pracovalo v dalsi ¢asti. Tato optimalizace byla konkrétné zamétena na MS optimalizaci
MRM piechodii vSech v experimentalni ¢asti vyuzivanych standardi — EAC, EdU, 1dC,
IdU, CIdC, CldU, BrdC, BrdU, FC, FU, ara-C a ara-U. Optimalizaci byly zikany
parametry Q1, Q3, DP, EP, CE a CXP pro kazdy standard zvlast. Naslednou
chromatografickou separaci na koloné byl ziskan zaznam o reten¢nim ¢ase a nakonec byl
vybran pik o nejvyssi hodnoté S/N. Parametry byly doplnény do vysledné LC-MS/MS
metody, ktera byla aplikovana na vSechny analyzy experimentalni ¢asti. Tato metoda byla
jiz vyuzita pro nasledujici krok optimalizace, kterd predev§im spocivala ve stanoveni
optimalni doby inkubace bunéénych lyzatl, v tomto piipadé prezentovanych rakovinnou
linii HeLa a HepG2, s ara-C. Tato doba ptedstavovala signifikantni nartist koncentrace
uridinového produktu vzniklého aktivitou CDA, v tomto piipadé ara-U, a naopak pokles
koncentrace substratu, v tomto pifipadé ara-C. Na zdklad¢ ziskanych dat bylo usouzeno,
ze je potieba alespoit 10 minutové inkubace lyzatu s ara-C, ne vSak del§i 30 minut
z dtvodu vznikajici exponencialni zavislosti mezi koncentracemi ara-U a ara-C. Rovnéz
bylo potieba stanovit vhodnou finalni koncentraci celkovych proteint ve vzorku, z toho
ditvodu byly zvoleny dvé& koncentrace s vysokym rozestupem: 500 ug-ml*a 200 pg-ml
! Vysledné grafy optimalizace prokézaly, 7e pro praci s lyzaty jsou vhodné obé
koncentrace. Nicméné reakce vzorkil o koncentraci 500 pg-ml™? je piilis rychl, coz neni
zadouci pifi praci s vy$S§im poctem vzorkil vV ramci experimentu. Z toho divodu pro
200 pg-ml?. Dalsim diivodem je, Ze koncentrace zasobnich bunéénych lyzath nedosahuje
vzdy tak vysokych koncentraci jako je 500 ug-ml™?, proto by v ptipadé téchto lyzatd bylo

mozné fedéni pouze na koncentrace niz§i nez 500 pg-mi™.
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V nasledujici ¢asti experimentalni ¢asti prace byla provedena fada experimentt s cilem
stanoveni aktivity CDA. Postup piipravy vzorkt a standardi byl pro kazdy experiment
totozny, experimenty se pak liSily v typu zkoumaného bunécného lyzatu, mysiho PDX
modelu bunééné linie a typu vyuzitého substratu. Po¢ate¢ni vyvoj metody pro stanoveni
aktivity CDA vychazel z Huang et al. (2022). M¢teni koncentrace nukleosidi
a nukleosidtrifosfati je obecné pomérné ndrocné kvili vysokym hladindm jejich
fyziologickych protéjskt a kvili jejich polarnimu charakteru, ktery brani jejich retenci
pomoci klasické RP-LC (Crauste et al.,, 2009). Ztohoto divodu byla pro
chromatografickou separaci zvolena dle Zhou et al. (2012) aminopropylova HILIC
kolona, vhodna pro separaci polarnich slouc¢enin. Chromatograficka separace byla
provedena metabolomickou metodou dle Ligasova et al. (2023b), MS detekce probéhla
dle optimalizovanych podminek.

S ohledem na experiment porovnavajici miru aktivity CDA mezi rakovinnymi
bunéénymi liniemi, liniemi diploidnich bungk a linii imortalizovanych diploidnich bunék
je ze ziskanych dat zietelné, Ze pouze bunécéné linie obsahujici vyznamné mnozstvi CDA,
tedy linie NCI-H2009, HeLa a HepG2, pfeménily testovany substrat ara-C na ara-U.
Vysledek tohoto experimentu podpofil experiment provedeny na pracovisti Ustavu
molekularni a transla¢ni mediciny Lékaiské fakulty Univerzity palackého, kde bylo
provedeno stanoveni koncentrace CDA pomoci Western blotu ve vSech zkoumanych
buné¢nych linii v této praci. Vysledna koncentrace CDA v téchto liniich (Obr. 23) byla
umeérnd aktivité¢ CDA, kterd byla métend v této praci. Doposud vSak nebyla v literatute

porovnana mira aktivity CDA mezi t€émito bunéénymi liniemi.

NCI-H2009 A549 Hela HepG2 hTERT RPE-1 IMR-90 Wi-38 MRC-5 143BTK

Obr. 23: Vysledek Western blot analyzy pro stanoveni koncentrace CDA v jednotlivych
bunécnych liniich.
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Substratova specifita CDA HelLa bunécné linie byla vsak odlisna. CDA vykazovala
nejvyssi afinitu k FC, dale pak k BrdC, Cr a IdC. Ligasova et al. (2023b) se mimo jiné
zabyvali aktivitou CDA ve vybranych bunécénych liniich. Byla zaznamenéana vyssi
substratova afinita CDA k cytidinu nez k ara-C a EdC. Vysledky experimentu v této praci
koresponduji s vysledky této studie. EAC naopak neni deaminovan na EdU takovou
rychlosti jako zminéné substraty na své uridinové protéjsky, proto byla zvolena doba
inkubace 30 minut. Pro kompletni pfeménu EAC na EdU jsou dle Ligasova et al. (2016)
4 hodiny dostateCnou dobou. V piipadé nekterych vzork v experimentu dosahovala
koncentrace EAU zapornych hodnot, k ¢emuz mohlo dojit chybou v méfeni, nebo pokud
chromatografické piky byly chybné zintegrovany. Studium deaminace nukleosidovych
analog enzymem CDA ma potencial v souvislosti s jejich vyuzitim pii 1é¢bé
hematologickych malignit (Yoshio el al., 2007). Napiiklad deaminace ara-C vede ke
snizeni terapeutickych u¢inkl tohoto analogu (Hamada et al., 2002). Naopak deaminace
EdC vede ke vzniku EdU svysokou toxicitou pro bunéény rist, coz je v pripadé
protinadorové 1é€be zadouci (Ligasova et al., 2015).

Aktivita CDA je do jisté miry li§i v riznych fazich buné¢ného cyklu, jak dokazuje
vysledek experimentu popsaného v podkapitole 3.2.1.3. Ara-C je do rakovinnych bunék
transportovan nukleosidovymi transportéry rodiny SLC (Yoshio el al., 2007), kde je
Vv cytoplazmé tfadou enzymu podroben tiikrokové fosforylaci na aktivni formu ara-CTP
(Yamauchi & Ueda, 2005). Rovnéz v cytoplazmé se vyskytujici CDA muze vSak této
tiikrokové fosforylaci zabranit pfeménou ara-C na neaktivni metabolit ara-U (Hamada
etal, 2002). Dle Wang et al. (2017) vykazuje CDA v cytoplasmé rakovinnych bunék
v G1-fazi bunééného cyklu nevyssi aktivitu, coZz dokazuje zvySujici se koncentrace
uracilu. Na zaklad¢ vysledki je mozné tedy soudit, ze kultivované bunky linii HeLa a
HepG2 dosahly v dobé kultivace 8-12h v piipadé HepG2 a 4-8h v ptipadé HeLa nejvyssi
aktivity CDA, ktera zabranila jiz zminéné fosforylaci ara-C na ara-CTP a tedy jeho
inkorporaci do molekuly DNA béhem nasledujici S-faze buné¢ného cyklu. V porovnani
s metodami analyzy bunééného cyklu popsanymi Ligasova et al. (2023a) nemusi byt
uréeni faze bunécného cyklu na zaklad¢ aktivity CDA metodou LS-MS/MS piesné.
V tomto piipadé by bylo vhodnéjsi nejprve piesné¢ definovat faze bunécného cyklu
metodami Ligasova et al. (2023a), nasledné pak provést stanoveni aktivity CDA
V jednotlivych fazich bunééného cyklu metodou LC-MS/MS.

Byla rovnéz porovnavana aktivita CDA v PDX modelech mys$iho tumoru a plasmy.

PDX modely jsou Siroce pouzivany ve farmaceutickém prumyslu pro testovani vlivu
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1é¢iv. Odkazuji na implantaci bioptického vzorku nebo chirurgicky resektovaného vzorku
nadoru do imunodeficientnich mysi (Miserocchi et al., 2017). Dle experimentu popsanym
v podkapitole 3.2.1.5 zkoumané PDX modely mysSiho tumoru a plasmy neexprimuji
takové mnozstvi CDA jako bunécné linie zkoumané Vv predchozich experimentech této
préace. Z tohoto ditvodu jiz nebudou tyto mysi PDX modely vyuzivany pro experimenty
zabyvajici se aktivitou CDA. Mohly by vsak najit potencial v budoucich experimentech
pro stanoveni aktivity deoxycytidindeaminasy (ACDA; EC 3.5.4.5), enzym deaminujici
deoxycytosin na produkt deoxyuridin (Kang et al., 2014).
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6  ZAVER

Teoretickd cast diplomové prace charakterizuje hematologické malignity, jejich
klasifikaci a moznosti 1é¢by, predevsim pak popis mechanismu ucinku, cytotoxicity
a rezistence cytarabinu, v 1ékatstvi bézné uzivaného chemoterapeutika pro 1écbu AML.
Tato ¢ast se dale zabyvala obecnym popisem nukleosidovych analog.

Experimentalni ¢ast byla vénovana stanoveni aktivity CDA pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Byly optimalizovany
MRM ptechody pro vSechny vybrané substraty a vysledné parametry byly doplnény do
finalni metody LC-MS/MS, kterou byly provedeny vSechny analyzy v ramci
experimentalni ¢asti prace. Rovnéz byla provedena optimalizace inkubace buné¢nych
lyzati s ara-C, kdy byla stanovena nejvhodnéjsi délka inkubace, a to 30 minut, a vysledna
koncentrace proteinu ve vzorku, tedy 200 pug-ml™?, pro kterou je nejvhodnéjsi inkubace
s ara-C o koncentraci 10 umol-1™.

Na zaklad¢ provedenych optimalizaci byla provedena série experimentl pro stanoveni
aktivity CDA. Analyza aktivity CDA byla provedena v ramci nadorovych bunéénych
linii, liniich tvofenymi diploidnimi buiikami a linii imortalizovanych diploidnich bunégk,
pficemz nejvyssi aktivita CDA byla zaznamendna v rakovinnych liniich. Byla také
zkoumana substratova specifita, kdy byla zaznamenana vysoka afinita CDA bunééné linie
HeLa k ara-C, v porovnani s ostatnimi vybranymi substraty vykazovala nejvyssi afinitu
jednoznacné k substratu FC. V porovnani se zkoumanymi bunéénymi liniemi vykazovaly

modely PDX vzorkd mySiho tumoru a plasmy nizkou aktivitu CDA.

72



7 LITERATURA

Adam, Z., Krej¢i, M., Vorlicek, J., a kol. (2008). Hematologie: Prehled malignich
hematologickych nemoci (2. vydani). Grada.

Anderson, K. C., & Carrasco, R. D. (2011). Pathogenesis of myeloma. Annual Review of
Pathology: Mechanisms of Disease, 6, 249-274. https://doi.org/10.1146/annurev-pathol-
011110-130249

Baccarani, M., Rosti, G., De Vivo, A., Bonifazi, F., Russo, D., Martinelli, G., Testoni, N.,
Amabile, M., Fiacchini, M., Montefusco, E., et al. (2002). A randomized study of interferon-
o versus interferon-a and low-dose arabinosyl cytosine in chronic myeloid leukemia. Blood,
99(5), 1527-1535. https://doi.org/10.1182/blood.\VV99.5.1527

Bahlis, N. J., & Lazarus, H. M. (2006). Multiple myeloma-associated AL amyloidosis: Is a
distinctive therapeutic approach warranted? Bone Marrow Transplantation, 38, 7-15.
https://doi.org/10.1038/sj.bmt.1705395

Barbas, C., Moraes, E. P., & Villasefior, A. (2011). Capillary electrophoresis as a metabolomics
tool for non-targeted fingerprinting of biological samples. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 55, 823-831. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2011.02.001

Bhowmik, S. K., & Jung, B. H. (2012). Analysis of plasma nucleotides in rat by micellar
electrokinetic capillary chromatography/electrospray ionization mass spectrometry. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, 26(12), 1426-1436. https://doi.org/10.1002/rcm.6245

Boddu, P., Kantarjian, H. M., Garcia-Manero, G., Ravandi, F., Verstovsek, S., Jabbour, E.,
Borthakur, G., Konopleva, M., Bhalla, K. N., Daver, N., et al. (2017). Treated secondary acute
myeloid leukemia: A distinct high-risk subset of AML with adverse prognosis. Blood
Advances, 1(17), 1312-1323. https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2017008227

Burnett, A., Wetzler, M., & Lowenberg, B. (2011). Therapeutic advances in acute myeloid
leukemia. Journal of Clinical Oncology, 29, 487-494.
https://doi.org/10.1200/JC0.2010.30.1820

Coskun, O. (2016). Separation techniques: Chromatography. North Clin Istanbul, 3(2), 156-160.
d0i:10.14744/nci.2016.32757

Cowan, A. J., Baldomero, H., Atsuta, Y., Mikhael, J., Aljurf, M., Seber, A., Greinix, H., Koh, M.,
Worel, N., Libby, E. N., et al. (2020). The Global State of Hematopoietic Cell Transplantation
for Multiple Myeloma: An Analysis of the Worldwide Network of Blood and Marrow
Transplantation Database and the Global Burden of Disease Study. Biology of Blood and
Marrow Transplantation, 26(12), 2372—-2377. https://doi.org/10.1016/j.bbmt.2020.08.018

Crauste, C., Lefebvre, 1., Hovaneissian, M., Puy, J. Y., Roy, B., Peyrottes, S., Cohen, S., Guitton,
J., Dumontet, C., & Perigaud, C. (2009). Development of a sensitive and selective LC/MS/MS
method for the simultaneous determination of intracellular 1-beta-d-arabinofuranosylcytosine
triphosphate (araCTP), cytidine triphosphate (CTP) and deoxycytidine triphosphate (ACTP) in
a human follicular lymphoma cell line. Journal of Chromatography B: Analytical
Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 877(14-15), 1417-1425.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2009.02.071

Dass, Ch. (2007). Fundamentals of Contemporary Mass Spectrometry (First edition). John Wiley
& Sons Ltd.

de Graaf, R. A. (2019). In Vivo NMR Spectroscopy: Principles and Techniques (third edition).
John Wiley & Sons Ltd.

Deininger, M., O’Brien, S. G., Guilhot, F., Goldman, J. M., Hochhaus, A., Hughes, T. P., Radich,
J. P., Hatfield, A. K., Mone, M., Filian, J., et al. (2009). International Randomized Study of
Interferon Vs STI571 (IRIS) 8-Year Follow up: Sustained Survival and Low Risk for
Progression or Events in Patients with Newly Diagnosed Chronic Myeloid Leukemia in
Chronic Phase (CML-CP) Treated with Imatinib. Blood, 114(22), 1126-1126.
https://doi.org/10.1182/blood.v114.22.1126.1126

Delhommeau, F., Dupont, S., Valle, V. D., James, C., Trannoy, S., Massé, A., Kosmider, O., Le
Couedic, J.-P., Robert, F., Alberdi, A., et al. (2009). Mutation in TET2 in Myeloid Cancers.

73


https://doi.org/10.1146/annurev-pathol-011110-130249
https://doi.org/10.1146/annurev-pathol-011110-130249
https://doi.org/10.1182/blood.V99.5.1527
https://doi.org/10.1038/sj.bmt.1705395
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2011.02.001
https://doi.org/10.1002/rcm.6245
https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2017008227
https://doi.org/10.1200/JCO.2010.30.1820
https://doi.org/10.1016/j.bbmt.2020.08.018
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2009.02.071
https://doi.org/10.1182/blood.v114.22.1126.1126

New England Journal of Medicine, 360(22), 2289-2301.
https://doi.org/10.1056/nejmoa0810069

Di Francia, R., Crisci, S., De Monaco, A., Cafiero, C., Re, A., laccarino, G., De Filippi R., Frigeri
F., Corazzelli G., Micera A., & Pinto, A. (2021). Response and toxicity to cytarabine therapy
in leukemia and lymphoma: From dose puzzle to pharmacogenomic biomarkers. Cancers, 13,
1-36. doi:10.3390/cancers13050966

Edwards, J. L., & Kennedy, R. T. (2005). Metabolomic Analysis of Eukaryotic Tissue and
Prokaryotes Using Negative Mode MALDI Time-of-Flight Mass Spectrometry. Analytichal
chemistry, 77(7), 2201-2209. https://doi.org/10.1021/ac048323r

Ekstrom-Smedby, K. (2006). Epidemiology and etiology of non-Hodgkin lymphoma - A
review. Acta Oncologica, 45, 258-271. https://doi.org/10.1080/02841860500531682

El Khawanky, N., Hughes, A., Yu, W., Myburgh, R., Matschulla, T., Taromi, S., Aumann, K.,
Clarson, J., Vinnakota, J. M., Shoumariyeh, K., et al. (2021). Demethylating therapy increases
anti-CD123 CAR T cell cytotoxicity against acute myeloid leukemia. Nature
Communications, 12(1). https://doi.org/10.1038/s41467-021-26683-0

Errasti-murugarren, E., Pastor-Anglada, M., & Casado, F. J. (2007). Role of CNT3 in the
transepithelial  flux of nucleosides and nucleoside-derived drugs. Journal  of
Physiology, 582(3), 1249-1260. https://doi.org/10.1113/jphysiol.2007.130138

Esteller, M. M. D. (2008). Epigenetics in CancerMolecular origins of cancer. The New England
Journal of Medicine, 358(11), 1148-1159. https://doi.org/10.1056/NEJMra072067

Ewald, B., Sampath, D., & Plunkett, W. (2008). Nucleoside analogs: Molecular mechanisms
signaling cell death. Oncogene, 27, 6522-6537. https://doi.org/10.1038/0nc.2008.316

Faber, E. a kol. (2012). Zdklady hematologické diagnostiky (1. vydani). Univerzita Palackého
v Olomouci.

Fekete, S., Beck, A., Veuthey, J. L., & Guillarme, D. (2015). lon-exchange chromatography for
the characterization of biopharmaceuticals. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 113, 43-55 . https://doi.org/10.1016/].jpba.2015.02.037

Figueroa, M. E., Lugthart, S., Li, Y., Erpelinck-Verschueren, C., Deng, X., Christos, P. J.,
Schifano, E., Booth, J., van Putten, W., Skrabanek, L., et al. (2010). DNA Methylation
Signatures Identify Biologically Distinct Subtypes in Acute Myeloid Leukemia. Cancer Cell,
17(1), 13-27. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2009.11.020

Fisher, S. G., & Fisher, R. 1. (2004). The epidemiology of non-Hodgkin’s lymphoma. Oncogene,
23, 6524-6534. https://doi.org/10.1038/sj.0nc.1207843

Frances, A., & Cordelier, P. (2020). The Emerging Role of Cytidine Deaminase in Human
Diseases: A New Opportunity for Therapy? Molecular Therapy, 28, 357-366.
https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2019.11.026

Friedecky, D., Tomkova, J., Maier, V., Jano§t’kova, A., Prochazka, M., & Adam, T. (2007).
Capillary electrophoretic method for nucleotide analysis in cells: Application on inherited
metabolic disorders. Electrophoresis, 28(3), 373-380.
https://doi.org/10.1002/elps.200600262

Gelsi-Boyer, V., Trouplin, V., Adélaide, J., Bonansea, J., Cervera, N., Carbuccia, N., Lagarde,
A., Prebet, T., Nezri, M., Sainty, D., et al. (2009). Mutations of polycomb-associated gene
ASXL1 in myelodysplastic syndromes and chronic myelomonocytic leukaemia. British
Journal of Haematology, 145(6), 788-800. https://doi.org/10.1111/].1365-2141.2009.07697 .x

Giordano, M., Croci, D. O., & Rabinovich, G. A. (2013). Galectins in hematological
malignancies. Current Opinion in Hematology, 20, 327-335.
https://doi.org/10.1097/MOH.0b013e328362370f

Grebe, S. K. G., & Singh, R. J. (2011). LC-MS/MS in the clinical laboratory - Where to from
here? Clinical Biochemist Reviews, 32(1), 5-31.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3052391/

Guan, L., van der Heijden, G. W., Bortvin, A., & Greenberg, M. M. (2011). Intracellular detection
of  cytosine incorporation in  genomic DNA by using 5-ethynyl-2’-
deoxycytidine. ChemBioChem, 12(14), 2184-2190. https://doi.org/10.1002/cbic.201100353

Guo, Y., Kock, K., Ritter, C. A, Chen, Z. S., Grube, M., Jedlitschky, G., llimer, T., Ayres, M.,
Beck, J., Siegmund, W., et al (2009). Expression of ABCC-type nucleotide exporters in blasts

74


https://doi.org/10.1056/nejmoa0810069
https://doi.org/10.1021/ac048323r
https://doi.org/10.1080/02841860500531682
https://doi.org/10.1038/s41467-021-26683-0
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2007.130138
https://doi.org/10.1056/NEJMra072067
https://doi.org/10.1038/onc.2008.316
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2015.02.037
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2009.11.020
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1207843
https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2019.11.026
https://doi.org/10.1002/elps.200600262
https://doi.org/10.1111/j.1365-2141.2009.07697.x
https://doi.org/10.1097/MOH.0b013e328362370f
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3052391/
https://doi.org/10.1002/cbic.201100353

of adult acute myeloid leukemia: Relation to long-term survival. Clinical Cancer
Research, 15(5), 1762-1769. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-0442

Gysler, J., Tjaden, U. R., & Van Greef, J. D. (2000). Chip-based capillary electrophoresis with an
electrodeless nanospray interface. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 14(18),
1682-1688. https://doi.org/10.1002/1097-0231(20000930)14:18<1682::AlD-
RCM78>3.0.CO;2-E

Hagemeister, F. (2010). Rituximab for the Treatment of Non-Hodgkin’s Lymphoma and Chronic
Lymphocytic  Leukaemia. Drugs, 70, 261-272. https://doi.org/10.2165/11532180-
000000000-00000

Hallek, M. (2019). Chronic lymphocytic leukemia: 2020 update on diagnosis, risk stratification
and treatment. American Journal of Hematology, 94(11), 1266-1287.
https://doi.org/10.1002/ajh.25595

Hamada, A., Kawaguchi, T., & Nakano, M. (2002). Clinical pharmacokinetics of cytarabine
formulations. Clinical Pharmacokinetics, 41, 705-718. https://doi.org/10.2165/00003088-
200241100-00002

Hanahan, D. (2022). Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discovery. American
Association for Cancer Research Inc, 12(1), 31-46. https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-
21-1059

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of cancer: The next generation. Cell, 144(5),
646-674. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013

Hao, W., Wu, M., Tian, X., Hu, Z., Zhang, H., Huang, F., Li, S., & Chen, Y. L. (2023). Preparation
of bicyclo[1.1.1]pentane-derived nucleoside analogues. Nucleosides, Nucleotides and Nucleic
Acids, 42(12), 959-966. https://doi.org/10.1080/15257770.2023.2218446

Havli¢ek, V., & Turecek, F. (2020). Kvadrupdlovy analyzator a iontové pasti. Chemické listy,
114(2), 106-112. http://www.chemicke-listy.cz/ojs3/index.php/chemicke-
listy/article/view/3537

Hochhaus, A., Saussele, S., Rosti, G., Mahon, F. X., Janssen, J. J. W. M., Hjorth-Hansen, H.,
Richter, J., & Buske, C. (2017). Chronic myeloid leukaemia: ESMO Clinical Practice
Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. Annals of Oncology, 28, iv41-iv51.
https://doi.org/10.1093/annonc/mdx219

Horvat-Karajz, K., Balogh, Z., Kovacs, V., Hamori, A., Sréter, L., & Uher, F. (2009). In vitro
effect of carboplatin, cytarabine, paclitaxel, vincristine, and low-power laser irradiation on
murine mesenchymal stem cells. Lasers in Surgery and Medicine, 41, 463-4609.
doi:10.1002/1sm.20791

Huang, S., Liu, L., Liu, X., Song, L., Huang, C., & Miao, L. (2022). Development and application
of a rapid and sensitive liquid chromatography-mass spectrometry method for simultaneous
analysis of cytarabine, cytarabine monophosphate, cytarabine diphosphate and cytarabine
triphosphate in the cytosol and nucleus. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 211. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2022.114582

Chen, M., Kim, Y., Huang, Q., Chang, K., Gaal, K. K., & Weiss, L. M. (2011). Acute myeloid
leukemia with an unusual histologic pattern mimicking metastatic carcinoma in bone marrow:
A diagnostic pitfall. Journal of Hematopathology, 4(2), 117-122.
https://doi.org/10.1007/s12308-011-0090-z

Chereda, B., & Melo, J. V. (2015). Natural course and biology of CML. Annals of Hematology,
94, 107-121. https://doi.org/10.1007/s00277-015-2325-z

Jabbour, E., & Kantarjian, H. (2018). Chronic myeloid leukemia: 2018 update on diagnosis,
therapy and monitoring. American  Journal of Hematology, 93(3), 442-459.
https://doi.org/10.1002/ajh.25011

Jabbour, E., & Kantarjian, H. (2020). Chronic myeloid leukemia: 2020 update on diagnosis,
therapy and monitoring. American  Journal of Hematology, 95(6), 691-709.
https://doi.org/10.1002/ajh.25792

Jandera, P. (2011). Stationary and mobile phases in hydrophilic interaction chromatography: A
review. Analytica Chimica Acta, 692, 1-25. https://doi.org/10.1016/j.aca.2011.02.047

75


https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-0442
https://doi.org/10.1002/1097-0231(20000930)14:18%3c1682::AID-RCM78%3e3.0.CO;2-E
https://doi.org/10.1002/1097-0231(20000930)14:18%3c1682::AID-RCM78%3e3.0.CO;2-E
https://doi.org/10.2165/11532180-000000000-00000
https://doi.org/10.2165/11532180-000000000-00000
https://doi.org/10.1002/ajh.25595
https://doi.org/10.2165/00003088-200241100-00002
https://doi.org/10.2165/00003088-200241100-00002
https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059
https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013
https://doi.org/10.1080/15257770.2023.2218446
http://www.chemicke-listy.cz/ojs3/index.php/chemicke-listy/article/view/3537
http://www.chemicke-listy.cz/ojs3/index.php/chemicke-listy/article/view/3537
https://doi.org/10.1093/annonc/mdx219
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2022.114582
https://doi.org/10.1007/s12308-011-0090-z
https://doi.org/10.1007/s00277-015-2325-z
https://doi.org/10.1002/ajh.25011
https://doi.org/10.1002/ajh.25792
https://doi.org/10.1016/j.aca.2011.02.047

Jandera, P., & Janas, P. (2017). Recent advances in stationary phases and understanding of
retention in hydrophilic interaction chromatography. A review. Analytica Chimica Acta, 967,
12-32. https://doi.org/10.1016/j.aca.2017.01.060

Jensen, U. G., Brandt, N. J., Christensen, E., Skovby, F., Nergaard-Pedersen, B., & Simonsen, H.
(2001). Neonatal screening for galactosemia by quantitative analysis of hexose
monophosphates using tandem mass spectrometry: A retrospective study. Clinical
Chemistry, 47(8), 1364-1372. https://doi.org/10.1093/clinchem/47.8.1364

Jeong, J. S., Kim, S. K., & Park, S. R. (2012). Capillary electrophoresis mass spectrometry with
sheathless electrospray ionization for high sensitivity analysis of underivatized amino
acids. Electrophoresis, 33(14), 2112-2121. https://doi.org/10.1002/elps.201200005

Jordan, C. T. (2010). Targeting Myeloid Leukemia Stem Cells. Science Translational Medicine,
2(31). DOI:10.1126/scitranslmed.3000914

Jurczyszyn, A., Grzasko, N., Gozzetti, A., Czepiel, J., Cerase, A., Hungria, V., Crusoe, E., Silva
Dias, A. L. M., Vij, R, Fiala, M. A, et al. (2016). Central nervous system involvement by
multiple myeloma: A multi-institutional retrospective study of 172 patients in daily clinical
practice. American Journal of Hematology, 91(6), 575-580. https://doi.org/10.1002/ajh.24351

Kang, J. S. (2012). Principles and Applications of LC-MS/MS for the Quantitative Bioanalysis of
Analytes in Various Biological Samples. In J. K. Prasain, Tandem Mass Spectrometry —
Applications and Principles (459-510). InTech.

Kang, T. M., Yuan, J., Zhou, A., Beppler, C., & Miller, J. H. (2014). Deoxycytidine deaminase-
deficient Escherichia coli strains display acute sensitivity to cytidine, adenosine, and
guanosine and increased sensitivity to a range of antibiotics, including vancomycin. Journal
of Bacteriology, 196(11), 1950-1957. https://doi.org/10.1128/JB.01383-13

Kantarjian, H., O’Brien, S., Jabbour, E., Garcia-Manero, G., Quintas-Cardama, A., Shan, J., Rios,
M. B., Ravandi, F., Faderl, S., Kadia, T., et al. (2012). Improved survival in chronic myeloid
leukemia since the introduction of imatinib therapy: A single-institution historical experience.
Blood, 119(9), 1981-1987. https://doi.org/10.1182/blood-2011-08-358135

Kantarjian, H. M., Kadia, T. M., DiNardo, C. D., Welch, M. A., & Ravandi, F. (2021). Acute
myeloid leukemia: Treatment and research outlook for 2021 and the MD Anderson
approach. Cancer, 127, 1186-1207. https://doi.org/10.1002/cncr.33477

Karp, J. E., Giles, F. J., Gojo, I., Morris, L., Greer, J., Johnson, B., Thein, M., Sznol, M., & Low,
J. (2008). A Phase | study of the novel ribonucleotide reductase inhibitor 3-aminopyridine-2-
carboxaldehyde thiosemicarbazone (3-AP, Triapine®) in combination with the nucleoside
analog fludarabine for patients with refractory acute leukemias and aggressive
myeloproliferative disorders. Leukemia Research, 32(1), 71-77.
https://doi.org/10.1016/j.leukres.2007.05.003

Khalil, A., & Kashif, M. (2023). Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy for Quantitative
Analysis: A Review for Its Application in the Chemical, Pharmaceutical and Medicinal
Domains. Critical Reviews in Analytical Chemistry, 53, 997-1011.
https://doi.org/10.1080/10408347.2021.2000359

Kimura, S., Ando, T., & Kojima, K. (2014). Ever-advancing chronic myeloid leukemia
treatment. International Journal of Clinical Oncology, 19, 3-9.
https://doi.org/10.1007/s10147-013-0641-7

Klein, U., Lia, M., Crespo, M., Siegel, R., Shen, Q., Mo, T., Ambesi-Impiombato, A., Califano,
A., Migliazza, A., Bhagat, G., et al. (2010). The DLEU2/miR-15a/16-1 Cluster Controls B
Cell Proliferation and Its Deletion Leads to Chronic Lymphocytic Leukemia. Cancer
Cell, 17(1), 28-40. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2009.11.019

Kuehnbaum, N. L., & Britz-Mckibbin, P. (2011). Comprehensive profiling of free and conjugated
estrogens by capillary electrophoresis-time of flight/mass spectrometry. Analytical
Chemistry, 83(21), 8063-8068. https://doi.org/10.1021/ac201980w

Kyle, R. A, Gertz, M. A., Witzig, T. E., Lust, J. A., Lacy, M. Q., Dispenzieri, A., Fonseca, R.,
Rajkumar, S. V., Offord, J. R., Larson, D.R., et al. (2003). Review of 1027 patients with newly
diagnosed multiple  myeloma. Mayo  Clinic  Proceedings, 78(1), 21-33.
https://doi.org/10.4065/78.1.21

76


https://doi.org/10.1016/j.aca.2017.01.060
https://doi.org/10.1093/clinchem/47.8.1364
https://doi.org/10.1002/elps.201200005
https://doi.org/10.1126/scitranslmed.3000914
https://doi.org/10.1002/ajh.24351
https://doi.org/10.1128/JB.01383-13
https://doi.org/10.1182/blood-2011-08-358135
https://doi.org/10.1002/cncr.33477
https://doi.org/10.1016/j.leukres.2007.05.003
https://doi.org/10.1080/10408347.2021.2000359
https://doi.org/10.1007/s10147-013-0641-7
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2009.11.019
https://doi.org/10.1021/ac201980w
https://doi.org/10.4065/78.1.21

Kyle, R. A, Larson, D. R., Therneau, T. M., Dispenzieri, A., Kumar, S., Cerhan, J. R., &
Rajkumar, S. V. (2018). Long-Term Follow-up of Monoclonal Gammopathy of Undetermined
Significance. New England Journal of Medicine, 378(3), 241-249.
https://doi.org/10.1056/nejmoal709974

Lemr, K., & Borovcova, L. (2020). Elektronova ionizace. Chemické listy, 114(2), 101-105.
http://www.chemicke-listy.cz/ojs3/index.php/chemicke-listy/article/view/3536

Lemr, K., & Borovcova, L. (2020). Tonizace elektrosprejem. Chemické listy, 114(3), 169-178.
http://www.chemicke-listy.cz/o0js3/index.php/chemicke-listy/article/view/3559

Ley, T.J, Ding, L., Walter, M. J., McLellan, M. D., Lamprecht, T., Larson, D. E., Kandoth, C.,
Payton, J. E., Baty, J., Welch, J., et al. (2010). DNMT3A mutations in acute myeloid leukemia
Supplementary Appendix. New England Journal of Medicine, 363(25), 2424-2433. DOI:
10.1056/NEJM0a1005143

Liang, D., Wang, W., Jiang, X., & Yin, S. (2014). Simultaneous determination of 1-p-d-
Arabinofuranosylcytosine and two metabolites, 1-B-d-Arabinofuranosyluracil and 1-p-d-
Arabinofuranosylcytosine triphosphate in leukemic cell by HPLC-MS/MS and the application
to cell pharmacokinetics. Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the
Biomedical and Life Sciences, 962, 14-19. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2014.05.003

Ligasova, A., Strunin, D., Friedecky, D., Adam, T., & Koberna, K. (2015). A fatal combination:
A thymidylate synthase inhibitor with DNA damaging activity. PLoS ONE, 10(2).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0117459

Ligasova, A., Liboska, R., Friedecky, D., Micova, K., Adam, T., Ozdian, T., Rosenberg, 1., &
Koberna, K. (2016). Dr Jekyll and Mr Hyde: A strange case of 5-ethynyl-2'-deoxyuridine and
5-ethynyl-2'-deoxycytidine. Open Biology, 6(1). https://doi.org/10.1098/rsob.150172

Ligasova, A., Frydrych, I, & Koberna, K. (2023a). Basic Methods of Cell Cycle
Analysis. International Journal of Molecular Sciences, 24,
https://doi.org/10.3390/ijms24043674

Ligasova, A., Pisklakova, B., Friedecky, D., & Koberna, K. (2023b). A new technique for the
analysis of metabolic pathways of cytidine analogues and cytidine deaminase activities in
cells. Scientific Reports, 13(1). https://doi.org/10.1038/s41598-023-47792-4

Liu, X., Zhou, L., Shi, X., & Xu, G. (2019). New advances in analytical methods for mass
spectrometry-based large-scale metabolomics study. TrAC - Trends in Analytical Chemistry,
121. https://doi.org/10.1016/j.trac.2019.115665

Madeira, P. J. A., & Floréncio, M. H. (2012). Applications of Tandem Mass Spectrometry: From
Structural Analysis to Fundamental Studies. In J. K. Prasain, Tandem Mass Spectrometry —
Applications and Principles (459-510). InTech.

Mamyrin, B. A. (2001). Time-of-flight mass spectrometry (concepts, achievements, and
prospects). International Journal of  Mass  Spectrometry, 206(3), 251-266.
https://doi.org/10.1016/S1387-3806(00)00392-4

Manska, S., Octaviano, R., & Rossetto, C. C. (2020). 5-Ethynyl-2-deoxycytidine and 5-ethynyl-
2-deoxyuridine are differentially incorporated in cells infected with hsv-1, hcmv, and kshv
viruses. Journal of Biological Chemistry, 295(18), 5871-5890.
https://doi.org/10.1074/jbc.RA119.012378

Mardiros, A., Dos Santos, C., McDonald, T., Brown, C. E., Wang, X., Budde, L. E., Hoffman,
L., Aguilar, B., Chang, W. C., Bretzlaff, W., et al. (2013). T cells expressing CD123-specific
chimeric antigen receptors exhibit specific cytolytic effector functions and antitumor effects
against human acute myeloid leukemia. Blood, 122(18), 3138-3148.
https://doi.org/10.1182/blood-2012-12-474056

Matern, D., Tortorelli, S., Oglesbee, D., Gavrilov, D., & Rinaldo, P. (2007). Reduction of the
false-positive rate in newborn screening by implementation of MS/MS-based second-tier tests:
The Mayo Clinic experience (2004-2007). In Journal of Inherited Metabolic Disease, 30, 585—
592. https://doi.org/10.1007/s10545-007-0691-y

Maxwell, E. J., & Chen, D. D. Y. (2008). Twenty years of interface development for capillary
electrophoresis-electrospray ionization-mass spectrometry. Analytica Chimica Acta, 627, 25—
33. https://doi.org/10.1016/j.aca.2008.06.034

Mayer, J., Stary, J., a kol. (2002). Leukemie (1. vydani). Grada.

77


https://doi.org/10.1056/nejmoa1709974
http://www.chemicke-listy.cz/ojs3/index.php/chemicke-listy/article/view/3536
http://www.chemicke-listy.cz/ojs3/index.php/chemicke-listy/article/view/3559
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2014.05.003
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0117459
https://doi.org/10.1098/rsob.150172
https://doi.org/10.3390/ijms24043674
https://doi.org/10.1038/s41598-023-47792-4
https://doi.org/10.1016/j.trac.2019.115665
https://doi.org/10.1016/S1387-3806(00)00392-4
https://doi.org/10.1074/jbc.RA119.012378
https://doi.org/10.1182/blood-2012-12-474056
https://doi.org/10.1007/s10545-007-0691-y
https://doi.org/10.1016/j.aca.2008.06.034

Miserocchi, G., Mercatali, L., Liverani, C., De Vita, A., Spadazzi, C., Pieri, F., Bongiovanni, A.,
Recine, F., Amadori, D., & lbrahim, T. (2017). Management and potentialities of primary
cancer cultures in preclinical and translational studies. Journal of Translational Medicine, 15.
https://doi.org/10.1186/s12967-017-1328-z

Momparler, R. L. (2013). Optimization of cytarabine (ARA-C) therapy for acute myeloid
leukemia. Experimental  Hematology and  Oncology. BioMed Central  Ltd.
https://doi.org/10.1186/2162-3619-2-20

Monton, M. R. N., & Soga, T. (2007). Metabolome analysis by capillary electrophoresis-mass
spectrometry. Journal of Chromatography A 1168, 237-246.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2007.02.065

Muramatsu, N., Ichikawa, M., Katagiri, T., Taguchi, Y., Hatanaka, T., Okuda., T., & Okamoto,
H. (2024). p53 dry gene powder enhances anti-cancer effects of chemotherapy against
malignant pleural mesothelioma. Gene Therapy, 31, 119-127.
https://doi.org/10.1038/s41434-023-00424-y

Nath, S., & Dias, L. G. (2023). Metabolomics in Natural Product Discovery and Their
Applications. In V. Soni, & T. E. Hartman, Metabolomics: Recent Advances and Future
Applications (First edition, 269-286). Springer. https://doi.org/10.1007/978-3-031-39094-4

Newgard, C. B., An, J., Bain, J. R., Muehlbauer, M. J., Stevens, R. D., Lien, L. F., L.F., Haqq,
A.M., Shah, S.H., Arlotto, M., Slentz, C.A., et al. (2009). A Branched-Chain Amino Acid-
Related Metabolic Signature that Differentiates Obese and Lean Humans and Contributes to
Insulin Resistance. Cell Metabolism, 9(4), 311-326.
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2009.02.002

Ohmine, K., Ota, J., Ueda, M., Ueno, S. I., Yoshida, K., Yamashita, Y., Kirito, K., Imagawa, S.,
Nakamura, Y., Saito, K., et al (2001). Characterization of stage progression in chronic myeloid
leukemia by DNA microarray with purified hematopoietic stem cells. Oncogene, 20(57),
8249-8257. https://doi.org/10.1038/sj.0nc.1205029

Parsons, D. W., Jones, S., Zhang, X., Lin, J. C. H., Leary, R. J., Angenendt, P., Mankoo, P.,
Carter, H., Siu, I. M., Gallia, G. L., et al. (2008). An integrated genomic analysis of human
glioblastoma multiforme. Science, 321(5897), 1807-1812.
https://doi.org/10.1126/science.1164382

Pentak, D., Kozik, V., Bak, A., Dybat, P., Sochanik, A., & Jampilek, J. (2016). Methotrexate and
cytarabine - Loaded nanocarriers for multidrug cancer therapy. Spectroscopic
study. Molecules, 21(12). https://doi.org/10.3390/molecules21121689

PubChem. https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ (4. 4. 2024)

Rafferty, J. L., Zhang, L., Siepmann, J. I., & Schure, M. R. (2007). Retention mechanism in
reversed-phase  liquid  chromatography: A molecular  perspective. Analytical
Chemistry, 79(17), 6551-6558. https://doi.org/10.1021/ac0705115

Robards., K., & Ryan., D. (2021). Principles and Practice of Modern Chromatographic Methods
(Second edition). Academic Press.

Roy, R. M., & Ameer, P. M. (2022). Identification of white blood cells for the diagnosis of acute
myeloid leukemia. International Journal of Imaging Systems and Technology, 32(4), 1307—
1317. https://doi.org/10.1002/ima.22702

Przybilla, J., Hopp, L., Liibbert, M., Loeffler, M., & Galle, J. (2017). Targeting DNA
hypermethylation: Computational modeling of DNA demethylation treatment of acute
myeloid leukemia. Epigenetics, 12(10), 886-896.
https://doi.org/10.1080/15592294.2017.1361090

Salic, A., & Mitchison, T. J. (2008). A chemical method for fast and sensitive detection of DNA
synthesis in vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 105(7), 2415-2420. https://doi.org/10.1073/pnas.0712168105

Sanz-Nebot, V., Balaguer, E., Benavente, F., & Barbosa, J. (2005). Comparison of sheathless and
sheath-flow electrospray interfaces for the capillary electrophoresis-electrospray ionization-
mass  spectrometry  analysis of  peptides. Electrophoresis, 26(7-8),  1457-1465.
https://doi.org/10.1002/elps.200410087

78


https://doi.org/10.1186/s12967-017-1328-z
https://doi.org/10.1186/2162-3619-2-20
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2007.02.065
https://doi.org/10.1038/s41434-023-00424-y
https://doi.org/10.1007/978-3-031-39094-4
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2009.02.002
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1205029
https://doi.org/10.1126/science.1164382
https://doi.org/10.3390/molecules21121689
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://doi.org/10.1021/ac0705115
https://doi.org/10.1002/ima.22702
https://doi.org/10.1080/15592294.2017.1361090
https://doi.org/10.1073/pnas.0712168105
https://doi.org/10.1002/elps.200410087

Seiffert, M., Dietrich, S., Jethwa, A., Glimm, H., Lichter, P., & Zenz, T. (2012). Exploiting
biological diversity and genomic aberrations in chronic lymphocytic leukemia. Leukemia and
Lymphoma, 53, 1023-1031. https://doi.org/10.3109/10428194.2011.631638

Shallis, R. M., Wang, R., Davidoff, A., Ma, X., & Zeidan, A. M. (2019). Epidemiology of acute
myeloid leukemia: Recent progress and enduring challenges. Blood Reviews, 36, 70-87.
https://doi.org/10.1016/j.blre.2019.04.005

Shao, Ch., Lu, W., Hao, H., & Ye, H. (2021). Functional Metabolomics and Chemoproteomics
Approaches Reveal Novel Metabolic Targets for Anticancer Therapy. In S. Hu, Cancer
Metabolomics: Methods and Applications (First edition, 131-147). Springer.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-51652-9

Shtil, A. A., Ktitorova, O. V., Kakpakova, E. S., & Holian, O. (2000). Differential Effects of the
MDRI (Multidrug Resistance) Gene-Activating Agents on Protein Kinase C: Evidence for
Redundancy of Mechanisms of Acquired MDR in Leukemia Cells. Leukemia and Lymphoma,
40(1-2), 191-195. https://doi.org/10.3109/10428190009054896

Schenk, E. L., Koh, B. D., Flatten, K. S., Peterson, K. L., Parry, D., Hess, A. D., Smith, B. D.,
Karp, J. E., Karnitz, L. M., & Kaufmann, S. H. (2012). Effects of selective checkpoint kinase
1 inhibition on cytarabine cytotoxicity in acute myelogenous leukemia cells in vitro. Clinical
Cancer Research, 18(19), 5364-5373. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-12-0961

Simé, C., Ibafez, C., Goémez-Martinez, A., Ferragut, J. A., & Cifuentes, A. (2011). Is
metabolomics reachable? Different purification strategies of human colon cancer cells provide
different CE-MS metabolite profiles. Electrophoresis, 32(13), 1765-1777.
https://doi.org/10.1002/elps.201100019

Spratlin, J. L., Serkova, N. J., & Eckhardt, S. G. (2009). Clinical applications of metabolomics in
oncology: A review. Clinical Cancer Research, 15, 431-440. https://doi.org/10.1158/1078-
0432.CCR-08-1059

Stein, E. M., DiNardo, C. D., Fathi, A. T., Pollyea, D. A,, Stone, R. M., Altman, J. K., Roboz, G.
J., Patel, M. R., Collins, R., Flinn, I. W., et al. (2019). Molecular remission and response
patterns in patients with mutant-IDH2 acute myeloid leukemia treated with enasidenib.
Blood, 133(7), 676-687. https://doi.org/10.1182/blood-2018-08-869008

Stone, R. M., O’Donnell, M. R., & Sekeres, M. A. (2004). Acute myeloid leukemia. Hematology
/ the Education Program of the American Society of Hematology. American Society of
Hematology. Education Program, 98-117. https://doi.org/10.1182/asheducation-2004.1.98

Spanik, 1., & Machyhiakova, A. (2018). Recent applications of gas chromatography with high-
resolution mass spectrometry. Journal of Separation Science, 41, 163-179.
https://doi.org/10.1002/jssc.201701016

TechnologyNetworks. https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/gc-ms-principle-
instrument-and-analyses-and-gc-msms-362513 (29. 2. 2024).

Tsesmetzis, N., Paulin, C. B. J., Rudd, S. G., & Herold, N. (2018). Nucleobase and nucleoside
analogues: Resistance and re-sensitisation at the level of pharmacokinetics,
pharmacodynamics and metabolism. Cancers, 10. https://doi.org/10.3390/cancers10070240

Tswett, M. (1903). On a new category of adsorption phenomena and their application to
biochemical analysis. Tr. Varshavskogo obschestva estestvoispytatelei. Otd. Biolol, 14, 1-20.

Tugizimana, F., Steenkamp, P. A., Piater, L. A., & Dubery, I. A. (2018). Mass spectrometry in
untargeted liquid chromatography/mass spectrometry metabolomics: Electrospray ionisation
parameters and global coverage of the metabolome. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, 32(2), 121-132. https://doi.org/10.1002/rcm.8010

Usmani, S. Z., Heuck, C., Mitchell, A., Szymonifka, J., Nair, B., Hoering, A., Alsayed, Y.,
Waheed, S., Haider, S., Restrepo, A., et al. (2012). Extramedullary disease portends poor
prognosis in multiple myeloma and is over-represented in high-risk disease even in the era of
novel agents. Haematologica, 97(11), 1761-1767.
https://doi.org/10.3324/haematol.2012.065698

Wang, H. W., Balakrishna, J. P., Pittaluga, S., & Jaffe, E. S. (2019). Diagnosis of Hodgkin
lymphoma in the modern era. British Journal of Haematology, 184, 45-59.
https://doi.org/10.1111/bjh.15614

79


https://doi.org/10.3109/10428194.2011.631638
https://doi.org/10.1016/j.blre.2019.04.005
https://doi.org/10.1007/978-3-030-51652-9
https://doi.org/10.3109/10428190009054896
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-12-0961
https://doi.org/10.1002/elps.201100019
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-1059
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-1059
https://doi.org/10.1182/blood-2018-08-869008
https://doi.org/10.1182/asheducation-2004.1.98
https://doi.org/10.1002/jssc.201701016
https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/gc-ms-principle-instrument-and-analyses-and-gc-msms-362513
https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/gc-ms-principle-instrument-and-analyses-and-gc-msms-362513
https://doi.org/10.3390/cancers10070240
https://doi.org/10.1002/rcm.8010
https://doi.org/10.3324/haematol.2012.065698
https://doi.org/10.1111/bjh.15614

Wang, Q., Kieffer-Kwon, K. R., Oliveira, T. Y., Mayer, C. T., Yao, K., Pai, J., Cao, Z., Dose, M.,
Casellas, R., Jankovic, M., et al. (2017). The cell cycle restricts activation-induced cytidine
deaminase activity to early G1. Journal of Experimental Medicine, 214(1), 49-58.
https://doi.org/10.1084/jem.20161649

Waters, T. (2020). Process Gas Chromatograph: Fundamentals, Design and Implementation
(First edition). John Wiley & Sons Ltd.

Watson, J. T., & Sparkman, O. D. (2007). Introduction to Mass Spectrometry: Instrumentation,
Applications and Strategies for Data Interpretation (Fourth edition). John Wiley & Sons Ltd.

Wu, B., Mao, Z. J., Wang, Z., Wu, P., Huang, H., Zhao, W., Zhang, L., Zhang, Z., Yin, H., Gale,
R. P., et al. (2021). Deoxycytidine Kinase (DCK) Mutations in Human Acute Myeloid
Leukemia  Resistant to  Cytarabine. Acta  Haematologica, 144(5),  534-541.
https://doi.org/10.1159/000513696

Xie, Y., Wu, Z., Qin, Z., Wu, B., Lv, X., Wei, F., & Chen, H. (2021). Methods of Lipidomic
Analysis: Extraction, Derivatization, Separation, and Identifcation of Lipids. In S. Hu, Cancer
Metabolomics: Methods and Applications (First edition, 173-187). Springer.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-51652-9

Yamauchi, T., & Ueda, T. (2005). A sensitive new method for clinically monitoring cytarabine
concentrations at the DNA level in leukemic cells. Biochemical Pharmacology, 69, 1795—
1803. d0i:10.1016/j.bcp.2005.03.013

Yamauchi, T., Negoro, E., Kishi, S., Takagi, K., Yoshida, A., Urasaki, Y., Iwasaki, H., & Ueda,
T. (2009). Intracellular cytarabine triphosphate production correlates to deoxycytidine
kinase/cytosolic 5'- nucleotidase Il expression ratio in primary acute myeloid leukemia cells.
Biochemical Pharmacology, 77 (12), 1780-1786. doi:10.1016/j.bcp.2009.03.011

Yin, B., Kogan, S. C., Dickins, R. A., Lowe, S. W., & Largaespada, D. A. (2006). Trp53 loss
during in vitro selection contributes to acquired Ara-C resistance in acute myeloid
leukemia. Experimental Hematology, 34(5), 631-641.
https://doi.org/10.1016/j.exphem.2006.01.015

Yoshio, E., Obata, T., Murata, D., Ito, M., Sakamoto, K., Fukushima, M., Yamasaki, Y., Yamada,
Y., Natsume, N., & Sasaki, T. (2007). Cellular localization and functional characterization of
the equilibrative nucleoside transporters of antitumor nucleosides. Cancer Science, 98(10),
1633-1637. https://doi.org/10.1111/j.1349-7006.2007.00581.x

Zeng, C., Pan, F.,, Jones, L. A.,, Lim, M. M., Griffin, E. A., Sheline, Y. ., Mintun, M. A,
Holtzman, D. M., & Mach, R. H. (2010). Evaluation of 5-ethynyl-2'-deoxyuridine staining as
a sensitive and reliable method for studying cell proliferation in the adult nervous system.
Brain Research, 1319, 21-32. https://doi.org/10.1016/j.brainres.2009.12.092

Zhao, H., & Piwnica-Worms, H. (2001). ATR-Mediated Checkpoint Pathways Regulate
Phosphorylation and Activation of Human Chk1. Molecular and Cellular Biology, 21(13),
4129-4139. https://doi.org/10.1128/mcb.21.13.4129-4139.2001

Zhou, B., Xiao, J. F., Tuli, L., & Ressom, H. W. (2012). LC-MS-based metabolomics. Molecular
BioSystems, 8, 470-481. https://doi.org/10.1039/C1MB05350G

Zvara, A., Hackler, L., Nagy, B. Z., Micsik, T., & Puskas, L. G. (2002). New molecular methods
for classification, diagnosis and therapy prediction of hematological malignancies. Pathology
and Oncology Research, 8(4), 231-240. https://doi.org/10.1007/BF03036737

Zuvela, P., Skoczylas, M., Jay Liu, J., Baczek, T., Kaliszan, R., Wong, M. W., & Buszewski, B.
(2019). Column Characterization and Selection Systems in Reversed-Phase High-Performance
Liquid Chromatography. Chemical Reviews. American Chemical Society, 119, 3674-3729.
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.8b00246

80


https://doi.org/10.1084/jem.20161649
https://doi.org/10.1159/000513696
https://doi.org/10.1007/978-3-030-51652-9
https://doi.org/10.1016/j.exphem.2006.01.015
https://doi.org/10.1111/j.1349-7006.2007.00581.x
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2009.12.092
https://doi.org/10.1128/mcb.21.13.4129-4139.2001
https://doi.org/10.1039/C1MB05350G
https://doi.org/10.1007/BF03036737
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.8b00246

8

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

3-DU
AEX
AML
APCI
ara- CTP
ara-C
ara-CDP
ara-CMP
ara-U
BrdC
BrdU
CDA
CE
CE-MS
CEX
Cl
CldC
Cldu
CLL
CML
CN-II
Cr
dCTP
DIOS
dNTP
dTMP
dUuMP
EdC
EdU

El

ESI
FAB

3-deazauridin

Anion-exchange chromatography
akutni myeloidni leukemie
Atmospheric pressure chemical ionization
cytarabin trifosfat

cytarabin

cytarabin difosfat

cytarabin monofosfat
uracilarabinosid
5-brom-2'-deoxycytidin
5-brom-2'-deoxyuridin
cytidindeaminasa

Capillary electrophoresis
Capillary electrophoresis-mass spektrometry
Cation-exchange chromatography
Chemical ionization
5-chlor-2'-deoxycytidin
5-chlor-2'-deoxyuridin

chronicka lymfocytarni leukemie
chronick4 myeloidni leukemie
cytosolicka 5'-nukleotidasa Il
cytidin

deoxycytidin trifosfat
Desorption/ionization on silicon
deoxyribonukleosidtrifosfat
deoxythymidin monofosfat
deoxyuridin monofosfat
5-ethynyl-2'-deoxycytidin
5-ethynyl-2'-deoxyuridin

Electron ionization

Electrospray lonization

Fast atom/ion bormbardment
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FdC 5-fluor-2'-deoxycytidin

FdU 5-fluor-2'-deoxyuridin

FT-MS Fourier transform mass spectrometry

GS-MS Gas chromatography-mass spektrometry

HILIC Hydrophilic interaction chromatography

Chkl kontrolni kinasa 1

IdC 5-iod-2'-deoxycytidin

ldU 5-iod-2'-deoxyuridin

IEX lon-exchange chromatography

LC/ESI MS Liquid chromatography- electrospray ionization
-mass spectrometry

LC-MS Liquid chromatography-mass spectrometry

LIT Linear quadrupole ion trap

MALDI Matrix-assisted laser deesorption ionization

MeOH methanol

MRM Multiple reaction monitoring

MS/MS Tandem mass spectrometry

NMR Nuclear magnetic resonance

NP-LC Normal-phase liquid chromatography

gNMR Quantitative nuclear magnetic resonance

QTRAP Triple-quadrupole-linear ion trap

RP-LC Reversed-phase liquid chromatographic

RR ribonukleotidreduktasa

RRM1 velka regula¢ni podjednotka ribonukleotidreduktasy

RRM?2 mal4 katalyticka podjednotka ribonukleotidreduktasy

TOF Time-of-flight

Ur uridin

X xanthin
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