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CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe o moznosti 1é¢by hematologickych malignit
a mechanismu ucinku téchto 1éCiv.

2. Vypracovani literarni reSerSe o dosavadnich poznatcich o metabolickych
drahéch cytidinu a jejich vliv na 1é¢bu hematologickych malignit.

3. Analyza vlivu aktivity cytidindeaminasy v nadorovych burikach a krevni
plasmé s ohledem na prabéh a ucinnost 1écby cytarabinem.

4. Priprava vzorkd bunécnych lyzati a plasmy pro metabolomickou analyzu
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii, vyhodnoceni vysledkd, statistické zpracovani

a interpretace naméfenych dat.



1 UVOD

Hematologické malignity jsou nadorova 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
bunééné smrti. Tyto metabolické rozdily mezi zdravou a nadorovou burikou jsou pilifem
protirakovinné 1écby, kdy jednou z moznosti 1écby hematologickych malignit se nabizi
1écba nukleosidovymi analogy. Cytarabin je nukleosidovy analog deoxycytidinu
s antineoplastickou aktivitou vyuzivany predevsim pro 1écbu akutni myeloidni leukémie,
a to jak v indukeni fazi 1é€by, tak 1 ve fazi postremisni, a rovnéz prispiva k vysoké mire
kompletni remise tohoto onemocnéni. Mechanismus ucinku cytarabinu spociva
v tiikrokové fosforylaci na jeho trifosfatovou cytotoxickou formu, ktera se inkorporuje
do DNA a puisobi jako inhibor DNA polymeras. Uginek cytarabinu je viak sniZen jeho
deaminaci na biologicky neaktivni metabolit uracilarabinosid enzymem
cytidindeaminasou. Podrobnym popisem procesu u¢inku cytarabinu, jeho cytotoxicitou
a rezistenci na toto 1éCivo se zabyva teoreticka cast diplomové prace. Tato ¢ast prace se
rovné€z vénuje charakteristice nukleosidovych analog a hematologickych malignit, jejich
klasifikaci a v neposledni fadé jejich 1écbé.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfena na stanoveni aktivity
cytidindeaminasy. Aktivita byla stanovovana v nadorovych bunécnych liniich, liniich
tvorenych diploidnimi burikami a v linii imortalizovanych diploidnich bunék po inkubaci
s vybranymi substraty, véetné cytarabinu. Aktivita cytidindeaminasy byla stanovovana
kapalinovou chromatografii ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii. Pro
hmotnostni spektrometrii byly optimalizovany MRM piechody pro vSechny vybrané
standardy nukleosidovych analog.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Hematologické malignity

Hematologické malignity jsou nadorova onemocnéni krve zahrnujici Cetné formy
akutnich a chronickych myeloproliferativnich a lymfoproliferativnich onemocnéni.
Pochazeji z jedné ze dvou hlavnich krevnich linii — myeloidnich a lymfoidnich bunék.
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 stavi je zaloZena na kombinaci znakd, které zahrnuji
morfologii nadorovych bunék, imunofenotyp (Giordano et al, 2013), pavod tkané,
histologické charakteristiky a genetické defekty, které v podstaté mohou urcit abnormalni
chovani nadorovych bunék (Zvara et al, 2002). Tyto genetické defekty lze analyzovat
pomoci znalosti téméf celé sekvence lidského genomu. Metody molekularni biologie,
napf. sekvenovani, analyza chromosomt, metoda DNA Cipt nebo oligonukleotidovych
¢ipt, Northernova hybridizace apod., napomahaji ziskat vice informaci o malignich
transformacich na systémovych urovnich jako je genom, transkriptom a proteom (Zvara
et al, 2002).

Charakteristické znaky rakoviny jsou souborem funk¢nich schopnosti ziskanych
normalnimi bunkami pfi transformaci bun€k do neoplastického riistu, tedy schopnosti,
které jsou klicové pro tvorbu zhoubnych nadorti (Hanahan, 2022). Tyto znaky zahrnuji
odlisny metabolicky fenotyp ve srovnani se zdravymi buinkami, ktery jim umoziuje
preziti, rychlejsi rast a rychlejsi proliferaci. Dale se jedna o onkogenni signalizace, diky
kterym burika efektivnéji vykonava bioenergetické procesy a efektivnéji syntetizuje
makromolekuly dulezité pro rist bun€k, nebo o regulacni defekty, které fidi normalni
bunécnou proliferaci a homeostazu ¢i o odolavani bunééné smrti (Hanahan & Weinberg,
2011). Na zakladé téchto metabolickych rozdili mezi normalnimi a rakovinnymi
burtkami se vyzkum pro lé€bu s protirakovinnymi ucinky zameéfil na metabolity
aenzymy, které hraji centralni roli v onkogennich signalizacich, a na blokaci
abnormalnich metabolickych cest, kterymi se rakovinné bunky vyznacuji (Parsons et al.,
2008; Stein et al., 2019). Piikladem enzymatické 1écby muze byt 2-deoxy-D-glukosa,
ktera inhibuje glykolyzu vazbou na hexokinasu a nasledné potlacuje rist nadorovych
bunék (Dwarakanath et al., 2009). Vyzkum 1écby se rovnéz zaméfil na mozné mutace
v genech a na léCiva inhibujici tyto genetické zmény (Stein et al., 2019) Pro pfesnou

a ucinnou protirakovinnou 1écbu je tedy dulezité vyhledat metabolické rozdily mezi



zdravymi a rakovinnymi butikami a pii vyvoji 1écby se zacilit na signalni 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 bunék
(myeloblastl) v kostni dfeni s naslednym vyplavovanim téchto bunék do periferni krve.
AML je charakterizovana jako klonalni expanze myeloblasta tvoficich vice jak 20 %
vSech jadernych bunék v dfeni (Adam et al., 2008).

Jedna se o onemocnéni s prudkym nastupem, a to i u osob, které netrpi zadnou jinou
krevni chorobou. Pokud nejsou tolerovany prvni pfiznaky nemoci, objevujici se jiz
nékolik tydna pfed plnym rozvinutim nemoci, neni zavéas stanovena diagnéza nebo
nemoc neni dostatecné 1éCena, choroba muZze postizeného zabit béhem 2-3 mésict od
vzniku nemoci. AML tedy vyzaduje okamzitou a pomérné naro¢nou 1écbu (Mayer et al.,
2002). AML je primarné onemocnéni starSich dospélych, incidence AML je tedy
vztazena na vek postizenych osob. Incidence onemocnéni se u osob ve veéku 65 let
a starsich pohybuje kolem 20ti nemocnych na 100 000 zdravych jedinct ro¢né. V pripadé
osob mladsich 65ti let je incidence rovna 2 nemocnym na 100 000 zdravych jedinca
rocné. Z toho pak muzi maji 1,2-1,6 krat vyssi pravdépodobnost rozvoje AML b&hem
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 klonalni a maligni pfeménu
a expanzi nezralych myeloblastd (Shallis et al., 2019), méné Castéji erytroidnich ¢i
megakaryocytarnich blasti (Faber et al., 2012). Pro buitky AML je tedy charakteristicka
zastava diferenciace na urovni blasti, jejichz proliferace se vymyka fyziologickym
autoregulacnim mechanismim. Dusledkem je potlaceni krvetvorby, tedy pokles poctu
krvinek v periferni krvi, zapfi¢inénym nartstajicim poctem leukemickych blasti v dieni
kosti (Adam et al., 2008).

Z genetického hlediska sekvenovanim celého genomu byly identifikovany mutace
v genech IDHI (gen kodujici 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 /IDHI
(Parsons et al., 2008) a 8-19 % pro mutantni /DH?2 (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 pritomnost karboxy-terminalni domény ve fiznim proteinu naznacuje
jeho potencialni vyznam v buné&né transformaci) s Cetnosti vyskytu 22 % (Delhommeau
et al., 2009) ¢i ASXLI (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 nasledné
indukuje zmény struktury chromatinu a genové exprese. Jednim z charakteristickych
epigenetickych mechanisml je methylace DNA a modifikace histond (Figueroa el al.,
2010). Typickym methyla¢nim typem je hypermethylace CpG ostruvkd, pficemz se
hypermethylované CpG nachazeji v promotorech genu. Naproti tomu hypomethylované
CpG jsou detekovany predevsim v télech gend, kdy diky nim mize dochazet
k chromozomalnim delecim ¢i translokacim (Esteller, 2008). NaruSeni normalni
distribuce methylace DNA je charakteristickym znakem nadorového bujeni, které muaze
hrét zasadni roli pfi iniciaci ¢i progresi AML (Figueroa el al., 2010).

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

2.1.1.2 Klinicky obraz

Klinicky obraz AML muze byt kombinaci pro nemoc specifickymi symptomy jako je
porucha poctu erytrocytd, leukocyti ¢i trombocyti a nespecifickymi piiznaky, napf.
slabost, Unava, malatnost, nechutenstvi ¢i hubnuti (Mayer et al., 2002). Poruchy poctu
erytrocytl a trombocytt se dominantné projevuji jejich poklesem. V ptipadé zavazného
poklesu se muze jednat o naznak trombocytopenie ¢i koagulopatie. Koncentrace
leukocyti mohou byt pfi AML raznorodé, muze se projevit jak nizky pocet leukocytl,
tak 1 zvySeny Ci extrémné vysoky. ZvySené koncentrace leukocytd jsou spjaty
s hyperleukocytozou (Mayer et al., 2002).

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

maji kulaty ¢i nepravidelny tvar jadra sjednim ¢i nékolika jadérky. Cytoplazma je



vét§inou Sedivého zbarveni, slabé bazofilni a muze tvofit uzky lem ¢i v piipadé
monoblastické a myelomonocytarni leukémie je v butice pfitomna ve vyssich mnoZzstvich

(Faber et al., 2012).

Obr. 1: Kostni dferi s leukemickymi bufikami 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 lécebné faze — indukeni fazi a postremisni fazi
(Stone et al, 2004). Prvnim krokem lécby je indukéni faze, neboli ivodni, jejimz cilem je
kompletni remise AML pomoci myelosupresivni chemoterapie. Cilem této chemoterapie
je eliminovat benigni i maligni hematopoetické elementy v kostni dfeni a nasledné
umoznit repopulaci difené fyziologicky zdravymi buiikami (Stone et al, 2004).
Standardnim rezimem této faze je intraven6zni podani cytarabinu a antracyklinu, obvykle
daunoribicinu, a to v kombinaci podavani cytarabinu po dobu sedmi dnti a daunoribicinu
po dobu tii dnt. V klinickych studiich jsou uzivany i alternativni atracyklinova lé¢iva
(napf. idarubicin), vysoké davky substituovaného cytarabinu nebo etoposid (Burnett et al,
2011).

Druhym krokem lécby je postremisni faze nutna k zabranéni relapsu (Burnett at al,
2011). Pro tuto fazi muze byt vyuzito né€kolik postupt, které napomahaji k udrzeni
remise. Obecné mohou byt tyto postupy nazvany jako konsolida¢ni 1écba, kam se tadi
intenzivni chemoterapie, chemoradioterapie, vysokodavkovana chemoterapie s alogenni
transplantaci kostni dfené¢ ¢ kmenovych krvetvornych bunék z periferni krve
a imunoterapie (Mayer et al., 2002). Pti intenzivni chemoterapii se standardné vyuzivaji
vysoké davky cytarabinu a to v nékolika cyklech, konkrétné se jedna o davku 3 g-m?
a celkem &tyii cykly. Méné Gastdji je pak volena davka 400 mg-m2 (Burnett et al, 2011).

Nové rezimy intenzivni chemoterapie indukéni 1 postremisni faze pro mladsi pacienty
zahrnuji kromé vysokych davek cytarabinu vysoké davky i1 jinych nukleosidovych
analog, jako napf. fludarabin nebo kladribin, ¢i cilenych latek, jako jsou napf. inhibitory
ligand tyrosinkinasy 3 souvisejici s FMS (EC 2.7.10.1) nebo venetoklax. Rezimy s nizsi
intenzitou 1écby jsou pak doporuCovany pacientim vys§iho véku a pacientim
nezpusobilych pro intenzivni chemoterapii. Jedna se o 1écbu hypomethyla¢nimi latkami,
napf. azacitidin, decitabin, s moznosti parenteralniho 1 peroralniho podavani, piipadné
pak o lécbu nizkymi davkami kladribinu/cytarabinu v kombinaci s venetoklaxem ¢i
jinym cilenym inhibitorem (Kantarjian et al., 2021). Velmi ucinnou lé¢bou se zda byt
i transplantace hematopoetickych bunék, protoze tato 1éba v porovnani s jinymi neni
komplikovéana cytotoxicitou souvisejici s imunoterapii a relapsem onemocnéni. Diky
neustale se zvySujicimu poctu vhodnych darci krvetvornych bunék je tato 1écba pro

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



IDHI a IDH2, byly vyvinuty G¢inné latky ivosidenib, ktery inhibuje mutantni gen /DH1
(Parsons et al., 2008), a enasidenib, ktery inhibuje mutantni gen IDH?2 (Stein et al., 2019).
Demethylacni 1écba, hrajici dulezitou roli v 1écbé AML, je zaméfena na deregulaci
epigenetického aparatu (Figueroa el al., 2010). Pii této 1écbé jsou pacientim bézné
podéavana léCiva S-azacytidin a 5-aza-2'-deoxycytidin, ktera funguji jako inhibitory DNA
methyltransferasy. Terapie kombinujici inhibitory DNA methyltransferasy s modulatory
methylace histont, napf. 3-deazaneplanocin-A, je rovnéz béznym rezimem I[éCby
(Przybilla el al., 2017).
vyuziva T-buriky, které exprimuji chimérické antigenni receptory (CAR), kde T bunécna
specifita je pfesmérovana na povrchové antigeny nadmémé exprimované na rakovinné
bunce (El Khawanky et al., 2021). Pouziti CAR T bunék zacilené na antigen CD123,
receptor interleukin-3, se zda nejslibnéjsi strategii ze vSech zkoumanych antigent diky
jeho vSudypfritomné 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
v kompartmentu hemopoetickych kmenovych bunék, které je -charakterizovano
reciprocni t(9;22) chromozomalni translokaci (Chereda & Melo, 2015). CML je rovnéz
charakterizovana vyraznym zvySenim poctu bilych krvinek a krevnich desticek
a progredujici chronickou, akcelerovanou a blastickou fazi (Kimura et al, 2014).
CML je myeloproliferativni novotovar s incidenci 1-2 piipady na 100 000 dospélych,
atedy tvoii piiblizné 15 % nové diagnostikovanych pfipada leukémie u dospélych
(Jabbour & Kantarjian, 2020). VétSina pacienti 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 1écba, CML progreduje az do
blastické faze. Blasticka faze pak vede vzdy k mortalité¢ pacienti (Chereda & Melo,
2015).
2.1.2.1 Patofyziologe nemoci
CML je zpusobena vyskytem chromosomu Philadelphia v disledku reciprocni
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 silnéj§i 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 buiikach (Ohmine et al., 2001).
Tyrosinkinasova signalizace tohoto proteinu pfispiva k takovému preprogramovani
buriky, které zplisobi nekontrolovatelnou proliferaci vedouci k myeloidni hyperplasii
a indolentnim symptomum chronické faze. Bez 1écby CML nasledné progreduje do
blastické faze, podobné jako je tomu u AML. Blasticka faze vede vzdy k tmrti pacientt
na infekci, trombdzu nebo anémii, a to vse jako dasledek selhani kostni diené v dasledku
nedostateCné bunécné diferenciace a infiltrace nezralymi blasty (Chereda & Melo, 2015).
Vétsina piipadi 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
pacientt prechazi do akcelerované faze, ktera je charakteristicka zhorsujici se anémii,
splenomegalii a organovou infiltraci. Termindlnim stddiem je tzv. blasticka faze
projevujici se jako akutni myeloidni leukémie. Tato faze je typicka zhorSujicimi se
konstitucnimi symptomy, krvacenim, horeCkou a infekcemi. Prognoza pacientt
v blastické fazi je jiz tak Spatna, ze median doby preziti je pouze 3—4 meésice (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 % pacientu s diagnostikovanou CMLje asymtomatickych, k diagnoze
CML dochazi béhem rutinniho fyzikalniho vysetfeni nebo krevnich testi (Jabbour &
Kantarjian, 2020). Pii diagnoze CML je vétSina pacientd (90 %-95 %) pfitomna
v chronické fazi onemocnéni (Hochhaus el al., 2017). Bézné symptomy chronické faze
jsou vysledkem anémie a splenomegalie, napf. unava, hubnuti, malatnost ¢i snadné
zasyceni (Hochhaus el al., 2017). Vzacné&jsi jsou pak symptomy zahrnujici krvéaceni
spojené s nizkym poctem nebo dysfunkci krevnich desti¢ek, nebo naopak zvyseny pocet
krevnich desti¢ek (trombocytoza). Déle se pak jedna o zvySené hladiny kyseliny mocové
spojené s artritidou, retinalni krvaceni nebo krvaceni v horni Casti gastrointestinalniho
traktu. V chronické fazi CML jsou rovnéz malo Casté leukostatické symptomy vzniklé
v dasledku usazovani leukemickych bunék v cévach, napft. ztrata koordinace, ospalost ¢i
dusSnost (Jabbour & Kantarjian, 2020). Naopak velmi c¢astym symptomem je

splenomegalie vyskytujici se u 40 %-50 % piipad( (Hochhaus el al., 2017).



2.1.2.3 Lécba

Obecny mechanismus pusobeni 1€¢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 lék imatinib. Uginna terapie timto Iékem minimalizuje dopad
prognostickych faktori CML, jako je napt. vys$si vék, trombocytoza, splenomegalie,
bazofilie apod. (Kantarjian el at., 2012). Pfed dostupnosti imatinibu byl standardnim
rezimem lécby interferon v kombinaci s cytarabinem (Baccarani et al., 2002). Pti uzivani
imatinibu byla vSak u pacienti v akcelerované nebo blastické fazi CML zaznamenana
rezistence Ci intolerance (Deininger et al., 2009), proto musi byt Casto volena léCiva 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
odpoveéd’ na 1éCiva neni stale dostateCnd, nabizi se transplantace krvetvornych buné¢k ¢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, kterd vznikaji maligni transformaci
lymfoidnich bunék (lymfocyti) (Obr. 2). Tato transformace mutize postihnout lymfocyty
v jakémkoliv stadiu jejich vyvoje, a to jiz od tvorby lymfocytt v primarnich lymfoidnich
organech - brzliku a kostni dfeni (tzv. prekurzorové lymfomy), pies vznik lymfocyta
perifernich za¢astriujicich se imunitnich pochodu (T-pomocny lymfocyt), cytotoxickych
reakci (NK-burika, T-cytotoxicky lymfocyt) a tvorby imunoglobulini (plazmaticka
burika, B-lymfocy) (tzv. nodalni lymfomy) az po vznik kone¢né diferenciované buriky -

plazmocytu (tzv. mnohocetny myelom) (Faber et al., 2012).
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Obr. 2: Abnormalni lymfocyt (A) v porovnani se zdravym lymfocytem (B). Pfevzato a upraveno
z Roy & Ameer, 2022.



Klasifikace malignich lymfomu je uvedena v Tab. 1:

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

Nazev maligniho lymfomu Klasifikace malignich lymfomu

Hodgkintiv lymfom s pfevahou nodulamich lymfocytu
Hodgkintiv lymfom
Klasicky Hodgkintv lymfom

B-lymfoblasticka leukemie

Nehodgkinské lymfomy Nadory ze zralych B-bunck (v€. chronické lymfocytami
z B-bunck leukemie)

Mnohocetny myelom
B-lymfoblasticka leukemie
Nehodgkinské lymfomy ) ) .
2 T-bunck Nadory ze zralych T-bunck

Nadory ze zralych NK-bunck
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Hodgkinovy lymfomy, zndmé i pod nazvem Hodgkinova choroba (HD), jsou maligni
klonalni onemocnéni, které jsou odvozeny z postgerminalnich B-lymfocyta, které slouzi
jako podklad pro vznik Sternberg-Reedovy bunék (HRS) (Wang et al., 2019). Nalez
téchto bun€k tvoii spoleéné 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 bunék (LP buriky) je charakteristicky pro Hodgkintv
lymfom s pfevahou nodularnich lymfocytd (NLPHL). Tyto buiiky (Obr. 3) jsou
charakteristické polylobularnim jadrem ve tvaru ,popcornu“ a jadérky u okraje
membrany, dale bazofilni cytoplazmou (Faber et al., 2012). Klasické Hodgkinovy
lymfomy (CHL) ptedstavuji ptiblizné 85 % vsech pfipadit Hodgkinova lymfomu (Wang
et al., 2019). Charakteristické pro tyto lymfomy je pfitomnost zanétlivého pozadi (Faber
et al., 2012) a pfitomnost HRS bunék, které potlacuji funkci B-bunék a vykazuji defektni
expresi imunoglobulinu. Na zakladé histologickych znaka jsou rozliSeny Ctyfi podtypy
CHL, mezi které patfi nodularni skler6za, CHL se smiSenou bunécnosti, CHL s depleci

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

Obr. 3: Mikroskopicky snimek krevnich bun¢k s pfevahou LP bun¢k s polylobovanymi jadry,
zvétSeni 600x. Vlozka prezentuje LP buiku, zvétSeni 1000x. Prevzato a upraveno
z Wang et al., 2019.
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Nehodgkinské lymfomy (NHL) jsou mnohem méné predvidatelné nez ty Hodgkinovy
a maji mnohem vétsi pfedpoklad k Sifeni do nodalnich lokalizaci. Nejbéznéj§imi podtypy
NHL jsou difuzni velkobunécny B-lymfom (30 % Cetnosti vyskytu) a folikularni lymfom
(20 % cetnosti vyskytu), vSechny ostatni podtypy NHL maji frekvenci nizsi nez 10 %
(Ekstrom-Smedby, 2006). Mezi hlavni patogenetické mechanismy patfi chronicka
antigenni stimulace, kterd zvySuje proliferaci B-bunék, coz vede ke zvySeni
pravdépodobnosti nahodné genetické chyby souvisejici predevsim s preusporadanim
imunoglobulinovych gent (Fisher & Fisher, 2004). Dalsim patogenetickym stimulantem
je imunosuprese, zejména ve vztahu k disregulaci nebo supresi funkce T-bunék (napft.
po transplantaci organd nebo pii nakazenim se virem HIV), coz umoziuje proliferaci
a transformaci B-buné€k 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 2-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-bunék v krvi, kostni dfeni, lymfatickych
uzlinach a sleziné (Hallek, 2019). Onemocnéni mize byt c¢asto iniciovano
chromozomalnimi translokacemi, jako je delece 11q (18% cetnost vyskytu), trizomie 12
(16% cetnost vyskytu), delece chromozomalnich oblasti 17p (7% cCetnost vyskytu)
a delece 13q, ktera predstavuje nejb€znéj§i genomovou aberaci u CLL (55% Ccetnost
vyskytu) (Klein et al., 2010). Delece na dlouhém raménku chromozomu 13, konkrétné
zahrujici pas 13ql4 (del[13q14]), predstavuji jedinou nejCastéji pozorovanou
cytogenetickou aberaci u CLL, ktera se vyskytuje ptiblizné v 55 % vSech ptipadu (Klein
et al., 2010). Delece dlouhého raménka chromozomu 11 (del[11q]) 1ze nalézt ptiblizné
u 25 % pacientd dosud neléCenych chemoterapii s pokroCilym stadiem onemocnéni
au 10 % pacientd s Casnym stadiem onemocnéni. Pacienti s deleci raménka chromozomu
11 maji rychlejsi progresi onemocnéni a krat§i dobu pfeziti. Trizomie 12 pak je
pozorovana u 10 % az 20 % pacienti s CLL (Seiffert et al., 2012).
Ve vétsing ptipadi je diagnoza CLL stanovena krevnim obrazem, diferencialnim pocétem,
krevnim natérem a imunofenotypizaci. Diagnéza vyzaduje pfitomnost > 5000
B- lymfocytd/ul v periferni krvi po dobu alesponn 3 mésica, klonalita cirkulujicich

B- lymfocyti musi byt potvrzena prutokovou cytometrii. V ramci krevniho natéru jsou
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leukemické buriky malé s jadrem postradajicim rozpoznatelna jadérka a majicim castecné
agregovany chromatin (Hallek, 2019). V ramci 1écby CLL se pii poCatecni 1é¢bé vyuziva
peroralné podavaného cytostatika chlorambucilu, dale pak purinovych analogl
fludarabinu, pentostatinu ¢i kladaribinu (Hallek, 2019). Dalsi druh 1écby 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 v jejich prostiedi, jako napft.
idelalisibu ¢i ibrutinibu. Dale se zda byt uCinnym typem 1écby chemoimunoterapie
s pouzitim rituximabu, obinutuzumabu, ofatumumabu ¢i alemtuzumabu (Hallek, 2019).

2.1.3.3 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je charakterizovan abnormalnimi klonalnimi plazmatickymi
bunkami v kostni dfeni, s potencidlem pro nekontrolovatelny rast zpuasobujici
destruktivni kostni 1éze, akutni poskozeni ledvin, anémii a hyperkalcémii (Cowan et al.,
2020). Klonalni plasmatické bunky maji pavod v postgerminalnich centrech
B- lymfocyti. Vyvoj populace klonalnich plazmatickych bunék napodobuje normalni
biologické procesy, kdy B-buiiky po expozici antigenu proliferuji a nasledné podléhaji
somatické hypermitaci IgH a IglL. VDJ sekvence, avSak dochazi k nadmémé tvorbé
intaktniho imunoglobulinu (Anderson & Carrasco, 2011). U téméf vSech pacientt za¢ina
mnohocCetny myelom jako monoklondlni gamapatie neurcitého 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 (léze) na konvencnich rentgenovych snimcich, zvySena 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). Ptiblizné u 10 % az 15 % pacientd
s mnohoCetnym myelomem je v pribéhu onemocnéni diagnostikovana soubézna
amyloiddza lehkého fetézce imunoglobuling, ktera je charakterizovana ukladanim Spatné
slozenych fetézcti v organech (Bahlis & Lazarus, 2006). Postizeni centralniho nervového
systému se obecné projevuje jako postizeni hlavovych nervi, 1éba pak spociva v podani
cytarabinu, methotrexatu nebo kombinaci obou latek. V tomto pfipadé je doba preziti
kratka (pfiblizné 7 mésici) (Jurczyszyn et al., 2016). Obecné se terapie zaméfuje na
snizeni mnozstvi malignich plazmatickych bun€k v kostni dfeni, ¢ehoz se dosahuje

maximalnim snizenim monoklonéalniho imunoglobulinu (Lonial & Anderson, 2014).
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Prognosticky nejvyhodnégjsi je absolutni vymizeni M-Ig, av§ak jeho koncentrace v krvi
Casto klesa na urcitou hladinu, na které zstava i pii dalSich cyklech 1écby (Adam et al.,
2008). Pokrokem v 1é¢b€ je pak zavedeni inhibitord proteazomu (napf. bortezomib,
ixazomib a carfilzomib), imunomodulacnich 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 bun¢k (Lonial & Anderson, 2014).

2.2 Nukleosidova analoga

Nukleosidova analoga jsou molekuly vyznacujici se podobnymi strukturnimi rysy, avSak
odlisnymi mechanismy ucinku (Ewald et al., 2008). Diky rozmanité skale G€inka nasla
nukleosidova analoga uplatnéni predevSim v mediciné jako IéCiva pouzivana
v chemoterapii hematologickych malignit ¢i k 1é¢bé€ virovych onemocnéni (Yoshio et al.,
2007), v experimentalni biologii pfi monitorovani rychlosti bunééné proliferace a detekci
bunécné replikacni aktivity (Salic & Mitchison, 2008) ¢i ve farmacii pfi vyvoji lékt (Hao
et al., 2023).

Jedna z nejbéznéjSich modifikaci pfi vyvoji nukleosidovych analog je modifikace
ribosové Casti nukleosidu, kdy je naptiklad ribosa nahrazena acyklickymi analogy,
deoxyfluorovanymi sacharidy, analogy karbocyklickych sacharida ¢i analogt sacharidu
s menSimi (napt. pétiClennymi) nebo vét§imi (napf. SestiClennymi) kruhy (Hao et al.,
2023). Obr. 4 wuvadi priklady pyrimidinovych analog odvozenych od svych
fyziologickych nukleosidovych protéjsku cytidinu a uridinu.
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Obr. 4: Priklady pyrimidinovych nukleosidovych analog vzniklych modifikaci svych
fyziologickych  protéjski  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 umoziiuje zaclenéni nukleosidovych analog do nové
syntetizované DNA béhem S faze bunééného cyklu, kdy diky jejich jiz zminénym
modifikacim je mozné nov€ 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 prodluzovani vznikajiciho fetézce
a zastaveni replikacnich vidlic. Totoho uc¢inku se vyuziva v protinddorové 1éCbé.
Nukleosidova analoga vSak nejsou nadorove specificka 1éCiva, jejich terapeuticky ucinek
je zalozen na fazich bunécného cyklu buiky, proto analoga vykazuji toxické ucinky
i v proliferativnich norméalnich tkanich (Tsesmetzis et al., 2018). Naopak néktera analoga
vyuzivajici se pfi 1écbé indolentnich onemocnéni, tj. onemocnéni, pii kterych se buiky
aktivné nereplikuji, mohou pfimo iniciovat apoptozu aktivaci apoptozomu (Ewald et al.,

2008).
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Dftive nejbéznéji uzivanym deoxynukleosidem pro testovani replikace DNA, kinetiky
bunécného cyklu a vymeény sesterskych chromatid byl radioaktivnim tritiem znaceny
thymidin ([3H]thymidin). [3H]Thymidin inkorporovany do DNA se obvykle detekoval
pomoci autoradiografie. Nicméné tato metoda je velmi pracna a pomala (detekce muze
trvat az n€kolik meésici) a neni vhodna pro rychly a efektivni vyzkum. Prace
s [3H]thymidinem je naro¢na diky jeho radioaktivité, koneéné mikroskopické snimky
DNA znacené timto analogem maji Spatné rozliSeni a nizky pomeér signalu ku Sumu (Salic
& Mitchison, 2008). Uzivani [3H]thymidinu bylo pro tyto diavody nahrazeno 5-brom-2'-
deoxyuridinem (BrdU), vhodnym pro hodnoceni bunécné proliferace normalnich ¢i
patologickych bunék ¢i pro testovani kinetiky bunééného cyklu (Salic & Mitchison,
2008). BrdU je rovnéz bézné vyuzivan pro lécbu 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 umoziuje lepsi mikroskopické zobrazeni znatené DNA (Muramatsu at al.,
2024). Jednou z nevyhod uziti tohoto analogu je to, ze parovani komplementarnich bazi
v DNA blokuje pfistup protilatky anti-BrdU k BrdU. Po expozici epitopu BrdU jsou
buriky vystaveny silnym denaturacnim podminkam barveni (naptf. koncentrovana
kyselina chlorovodikova ¢i smés methanolu a kyseliny octové), které degraduji strukturu
vzorku (Salic & Mitchison, 2008).

BrdU byl vnové§ich metodach nahrazen 5-ethynyl-2'-deoxycytidinem (EdC)
a 5- ethynyl-2'-deoxyuridinem (EdU), tedy analogy 2'-deoxycytidinu a 2'-deoxyuridinu,
k detekci bunécné replikacni aktivity (Ligasova et al., 2016). EAU i EdC obsahuji
koncovou ethynylovou skupinu v poloze 5, kterd se snadno zacleni do bunécné DNA
behem replikace DNA. Tato skupina je nasledné detekovana prostfednictvim své reakce
s fluorescencnimi azidy, ktera je katalyzovana médi v oxidanim stupni I (Cu(l)). Jedna
se o tzv. reakci ,,click” chemie (Salic & Mitchison, 2008). Vyhoda vyuziti EdU a EdC
oproti uziti BrdU spociva ve snizeni poctu specifickych kroka, které vyzaduje detekce
BrdU, ¢ili cely proces znaceni je zna¢né€ urychlen. Na druhou stranu vyuziti téchto
analogll je omezovano jejich cytotoxicitou. Cytotoxicita EdU je znacné€ vySSi nez
cytotoxicita EAC (Ligasova et al., 2016). Cytotoxicita EdU 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 EQU do DNA, coz méa za nasledek indukci
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signalni drahy vedouci k poSkozeni DNA, kdy uracil-DNA glykosylasa (EC 3.2.2.28)
zpusobi jednovlaknovy zlom béhem excize uracilu. Spusténi této drahy inhibuje progresi
bunééného cyklu, mize vést az k apoptoze. Pro snizeni cytotoxicity EdU, v souvislosti
zachovani schopnosti znaceni DNA, je preferovano vyuziti EAC (Manska et al., 2020).
EdC je vSak pred zaclenénim deaminovan cytidindeaminasou (CDA; EC 3.5.4.5) na EdU,
které je nasledné inkorporovano do DNA. Hlavni metabolickou drahou EdC v burikach
jejeho tikrokova fosforylace na 5-ethynyl-2'-deoxycytidintrifosfat (EdACTP), ktery slouzi
ve spojeni s fluorescen¢nim znacenim k analyze dynamiky procesti zameéfenych 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-B-D-arabinofuranosylcytosin) (Obr. 5) je chemoterapeutikum
s antineoplastickou aktivitou vyuzivany predevsim pro 1é¢bu akutni myeloidni leukémie,
rovnéz prispiva k vysoké mire kompletni remise tohoto onemocnéni, a jinych
hematologickych malignit (Yamauchi et al., 2009). Casto se pouziva v kombinované
chemoterapii, napt. v kombinaci s fluorouracilem, methotrexatem a dexamethasonem
proti solidnim nadorim a leukémiim (Hamada et al, 2002).

Ara-C je nukleosidovym analogem deoxycytidinu, ve kterém byl sacharid ribosa
nahrazen arabinosou. Ma stejnou molekulovou hmotnost jako cytidin, lisi se vSak trans
orientaci 2 hydroxylové skupiny, diky ¢emuz ma ara-C podobny metabolismus jako

deoxycytidin (Hamada et al., 2002).
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Obr. 5: Porovnani struktur cytidinu a cytarabinu liSici se v prostorové orientaci 2 hydroxylové
skupiny (zaznacena zeleng). Prevzato a upraveno z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

2.2.1.1 Metabolismus cytarabinu

Cytarabin vyzaduje vzhledem ke svym hydrofilnim vlastnostem transport do bunék
anaslednou intracelularni aktivaci prostfednictvim sekvenéni fosforylace na
cytotoxickou trifosfatovou formu (Di Francia et al., 2021). Pti lé¢bé s ara-C (Obr. 6) tedy
dochazi k jeho transportu do leukemickych bunék specializovanymi nukleosidovymi
transportnimi proteiny rodiny SLC, lidskymi ekvilibracnimi nukleosidovymi transportéry
hENT1 a hENT2 (kédovanych genem SLC29A1 a SCL29A2, v tomto pofadi) (Yoshio
et al., 2007) a lidskymi koncentra¢nimi transportéry hCNT3 (kodované 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
1éCiva, znamé téz jako MRP proteiny, které rovnéz maji schopnost zvySovat eflux
cyklickych nukleotidd, které jsou dulezitymi signalnimi molekulami v regulaci bunécné
proliferace, diferenciace a apoptdzy, zejména v ramci krvetvorby (Guo et al., 2009).
Vstup cytarabinu do bun€k pak silné koreluje s mnozstvim transportéri hENT1 na
bunééném 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

18


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

(ara- CTP), tedy na aktivni metabolit ara-C (Yamauchi & Ueda, 2005; Yamauchi et al.,
2009). Akumulace ara-C trifosfatu je saturovana pii plazmatickych koncentracich ara-C
presahujicich 8-10 umol/l. Ara-CTP se vyznacuje cytotoxickymi uclinky, je téz
inhibitorem DNA polymeras. Kompetitivné se inkorporuje do DNA béhem S-faze
bunécného cyklu leukemické burnky, ¢imz dochazi k blokaci syntézy DNA na zakladé
inhibice aktivity primeru (Hamada et al., 2002). Kromé aktivace na ara-C trifosfat se
ara- C intracelularné premeénuje i na minoritni metabolity, jako je napf. cytarabin
difosfocholin. Jednd 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™S )
Arabinosyluracil
7 = ’
L f
...... ! ‘ T
. ¢ ! ‘4 i l (] | |
[ = e = .

= S - Rl
Arabinosyluracil s B l{ ABCC10 V| ABCCIL
yl /

e r Vol Bunécna
{ <DK [ S-NT2 membrana
. 5-NT3

CMPD
Arabinosyluracil

d(MY
Jadro
RNR

cres

Obr. 6: Schéma metabolismu cytarabinu v leukemické buiice (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 koncentra¢nimi transportéry, ABCCI0 a
ABCCI11- transmembranové transportni proteiny rodiny ABC). Pfevzato a upraveno z Di
Francia et al., 2021.
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Po vstupu ara-C do leukemické buriky 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 poradi,
hydrolyzou aminové c¢asti na keton za uvolnéni amoniaku. Ve zdravych burkach
deaminace cytidinu pfispiva k udrZeni rovnovaznych koncentraci nukleotida pro syntézu
DNA a RNA a je rovnéz nezbytna pro katabolismus pyrimidinového cyklu. Pri lécbe
rakovinnych bunék cytarabinem neni pro aktivaci cytarabinu aktivita tohoto enzymu
z4douci (Frances & Cordelier, 2020). Uginek ara-C miZe byt té2 snizen defosforylaci
ara- CMP cytosolickou 5’-nukleotidasou II (cN-II, 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 pocate¢nim
plazmatickym polocasem (tY20) 7-20 minut a terminalnim poloCasem (t Y2g) 2-3 hodiny,
a je nasledné eliminovan moci. Ara-C neni pacientim podavan peroralné z diivodu jeho
rychlé deaminace predevsim v jatrech, sleziné a ledvinach. Relativné nizka aktivita CDA
je zaznamenana v krevni plasmé, proto je ara-C pacientim podavan intraven6zné
prerusovanou injekci nebo kontinualni infuzi po dobu péti az deseti dnti (Di Francia et al.,

2021; Hamada et al, 2002)
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Obr. 7: Struktura uridinu a uracilarabinosidu liSici se v prostorové orientaci 2 hydroxylové
skupiny (zaznacena zeleng). Prevzato a upraveno z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.
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Mechanismus bioaktivace a ucinku cytarabinu souvisi s davkovanim tohoto 1é¢iva.
Bé&zné jsou pacientim predepsany davky 3-10 mg-m™ (nizkd davka), 70-100 mg-m™
(stfedni davka) nebo 1-3 g-m™ (vysoka davka) (Yamauchi & Ueda, 2005).
2.2.1.2 Cytotoxicita cytarabinu
Nukleosidova analoga uplatiiuji své cytotoxické ucinky pfipodobnénim se k endogennim
nukleosidim, pfipadné po nasledujici fosforylaci k nukleotidim. To mize byt
zprosttedkovano bud’ inhibici enzymu, nebo substituci endogennich nukleosidovych
druht 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 Iécivem a leukemickymi
bunikami je Casto volena kombinace 1éCby ozafovanim a uzivanim cytarabinu. Lécba
ozafovanim muize napomahat proti tvorbé rezistence na léCivo. V zavislosti na hustoté
energie zafeni muze ozafovani naru§it aktivitu enzymu proteinkinasa C (EC 2.7.11.13)
(Horvat-Karajz et al., 2009), ktery zprostfedkovava aktivaci MDRIP-glykoproteinu
v leukemickych burikach 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 1 jinych nukleosidovych analog. Chkl je evolu¢né konzervovana
proteinkinasa, ktera reguluje progresi bunééného cyklu v reakci na aktivaci kontrolniho
bodu. Latky, které blokuji replikaci DNA, napft. cytarabin, nebo zptsobuji urcité formy
poskozeni DNA, indukuji fosforylaci lidské Chkl serin/threonin proteinkinasou ATR
(ataxie telangiektasie a kinasa souvisejici s Rad3, EC 2.7.11.1). Aktivni Chk1 nasledné
fosforyluje fosfatasu Cdc25A (EC 3.1.3.48), coz vede kjeji degradaci, a dochazi
k zastaveni bunécného cyklu (Obr. 8). Kombinace ara-C s vysoce selektivnim
inhibitorem pro Chkl 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 bunééného déleni 25C). Prevzato
a upraveno z Schenk et al., 2012.

Pro zvySeni cytotoxické aktivity ara-C se do terapeutickych rezimt pii 1écbé AML
a CLL zaclenuji 1 latky fludarabin, gemcitabin a kladribin. Tyto latky zvySuji akumulaci
ara-CTP diky tomu, Ze plsobi jako inhibitor ribonukleotidreduktasy (RR, EC 1.17.4.2)
(Di Francia et al., 2021). RR pfeméniuje ribonukleotidy na deoxyribonukleotidy a je proto
klicovym enzymem v procesech syntézy DNA, opravy poskozeni DNA, bunécného riistu
a preziti. RR je sloZena z dimerizované velké regulacni (RRM1) a malé katalytické
(RRM2) podjednotky. Pravé RRMI1 je inhibovana nukleosidovymi analogy, jako je
napfiiklad gemcitabin ¢i fludarabin, pfi¢emz inhibice RR vycCerpéava intracelularni zasoby
deoxyribonukleotidi a jejich trifosforylovanych forem (ANTP) (Karp et al., 2008).
2.2.1.3 Rezistence na cytarabin
Indukéni 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 1 pres uziti této terapie jsou zaznamenany piipady
osob s relapsem AML. Rezistence na cytarabin je pak jednou z moznych pficin selhani
1éCby cytarabinem (Wu et al., 2021).

Biologicky mechanismus zakladni rezistence na cytarabin neni stale objasnény. Mezi
faktory ovliviiyjici citlivost na cytarabin mohou patfit napt. nedostatek membranovych
transportér pro ara-C i snizena aktivita cDK (Yin et al., 2006). Leukemické buriky,
vykazujici nedostatek tohoto enzymu, vykazuji pak menS$i inhibici syntézy DNA

cytarabinem. Jednim z moznych pfistupt k prekonani tohoto problému je 1écba
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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 cDK 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 bunék (Momparler, 2013). Dal§imi
faktory ovliviiujici rezistenci na cytarabin mohou byt zvySena 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 léciva (Di Francia et al., 2021), ¢i zvySena intracelularni hladina
dCTP v leukemickych burikach, 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 naptiklad mutace genu 7TP53 vede k horsi
prognoze onemocneéni a je faktorem kratkého preziti (Yin et al., 2006). Jednim z moznych
pfistupt 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 jind nukleosidova analoga 1ze z klinického hlediska interpretovat
tak, ze koncentrace pacientovy podavané latky nutné k vyléceni rakoviny nelze dosahnout
z divodu nepfijatelnych toxicit. To tedy znamena, ze klinicka rezistence na nukleosidova
analoga muZze byt zpusobena i tim, Ze terapeutické davky nelze podavat kvuli vysi
toxickym uc¢inkim. Vysledkem je, Ze ackoliov je dané 1éCivo ucinné proti rakovinnym
bunkam, pacient nemize tolerovat dostatecné€ vysoké davky k dosazeni terapeutického

efektu (Tsesmetzis et al., 2018).
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2.3 Analytické metody studia vlivu metabolickych cest cytidinu
Metabolity piitomné v biologickych vzorcich mohou mit Sirokou skalu fyzikalné-
chemickych vlastnosti, jako jsou polarita, rozpustnost, t€kavost, ur¢itd molekulova
hmotnost daného metabolitu nebo jeho koncentrace ve vzorku. Vzhledem k rozmanitosti
fyzikalné-chemickych vlastnosti je souCasna charakterizace vSech metaboliti obtizna
avyzaduje kombinaci technik k rozsifeni profilu metaboliti. Pro pfesnou detekci
a charakterizaci metabolith se vyuziva nejmodernéjSich analytickych pfistroju
a technologii, mezi které patii napiiklad nukledrni magneticka rezonance, plynova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii, kapalinova chromatografie spojena
s hmotnostni spektrometrii, pfipadné kapilarni elektroforéza opét kombinovana
s hmotnostni spektrometrii (Shao et al., 2021; Nath & Dias, 2023).

Meéfieni intracelularnich koncentraci terapeutickych nukleosidtrifosfati je kvuli
ptitomnosti 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 problémi. 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 piipadé¢ metody LC-MS za vyuziti trojitého
kvadrupolu to tedy znamena podobnou retenci a stejny hmotnostni pfechodovy iontovy
par (Obr. 9), jako ktery tvori 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, ktera 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 piipadé
ara- CMP, ara-CDP a ara-CTP jsou intenzity signalu vyssi v negativnim iontovém modu
nez v pozitivnim. Naopak odezva ara-C je vyznamné vyssi v pozitivnim médu (Liang
et al., 2014). Pro klinické sledovani koncentraci ara-C v leukemickych burikach na urovni
DNA je vyuzivana HPLC s eluci pomoci mobilni faze A: mravencan 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 priklady 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 slouzici ke studiu magnetickych vlastnosti a souvisejicich energii
jader. Je typem spektroskopie zalozené na interakci mezi hmotou a elektromagnetickym
zafenim. Vyuziva radiofrekvencni energie v rozsahu 10-1000 MHz, ktera je absorbovana
jadry hmoty umisténé do silného elektromagnetického pole. Toto magnetické pole vznika
pusobenim supravodivych magnett, tzv. kryomagneta (de Graaf, 2019). NMR nasledné
vyuziva energetickych zmén atomovych jader v magnetickém poli k ziskavani informaci
o zkoumaném bunécném jadre. Bézné jsou vyuzivany techniky s izotopovym znacenim
BC-NMR, N-NMR, *P-NMR, nej¢astéji 'H-NMR (Shao et al., 2021).

Mezi hlavni vyhody NMR patii identifikace neznamych sloucenin s objasnénim jejich
struktur, nedestruktivni analyza a vysoké rozliseni. Nevyhodou muze byt nizka citlivost,
ktera vSak muze byt vylepSena zvysSenim sily magnetického pole a zavedenim kryogenné
chlazenych sond. Nevyhodou muZe byt 1 vyssi pocet vzorkt v ramci jedné analyzy, kdy
znacné prekryti signald v NMR by mohlo ztizit identifikaci a spravnou integraci piku.
Nicméné vyvoj hardwaru NMR a pouziti dvourozmérné NMR muze alespon ¢astecné
vyfesit problém prekryvani pikd (Shao et al., 2021; Nath & Dias, 2023).

V metabolomice, v souvislosti s lékarskym odvétvim, nasla metoda NMR vyuziti
v monitoringu 1éCby cilené proti rakovinnym bunkam. Pfikladem muze byt kombinace
1éCiv cytarabinu a methotrexatu za vyuziti liposomt k transportu téchto 1éCiv

k nadorovym buiikkdm. NMR pak slouzi k analyze vzajemné interakce mezi obéma lécivy
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a zminénymi fosfolipidy (Pentak et al., 2016). Ve farmaceutické oblasti je b&zné
vyuzivana kvantitativni NMR (qQNMR) pfi soucasné identifikaci a kvantifikaci 1éciva
a pti stanoveni Cistoty 1é¢iva. qNMR poskytuje oproti jinym analytickym metodam, které
vyzaduji kalibraci specifickou pro analyt, kvantifikaci viceslozkového vzorku pomoci
jediného referencniho standardu, ktera vychazi z ptfimé uméry mezi intenzitou signalu
a rezonan¢nimi protony. V ramci farmaceutického prumyslu je qNMR uzivana i pro
standardizaci rostlinnych 1éCiv obsahujicich fytochemikalie, jako jsou terpenoidy
a flavonoidy (Khalil & Kashif, 2023).

2.3.2 Chromatografické metody ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Chromatografie je separa¢ni metoda, objevena ruskym botanikem M. S. Cvétem (Tswett,
1903), kterd umoziuje separaci, identifikaci a purifikaci slozek smési pro kvalitativni a
kvantitativni analyzu. Chromatografie je zalozena na principu separace slozek analytu
mezi dvéma fazemi — 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 pfes
stacionarni fazi je zajistén kontinualnim pritokem mobilni faze. Distribuce jednotlivych
slozek vzorku je zavisla na relativni afinité dané slozky k fazim, na molekularni struktute
a mezimolekularnich silach. Slozky s vysokou afinitou ke stacionarni fazi se budou
systémem pohybovat pomaleji (jedna se o tzv. retenci) nez slozky s nizsi 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 sniz8i afinitou ke stacionarni fazi. Vysledné kvalitativni a
kvantitativni informace o analyze poskytuje chromatogram — zavislost odezvy detektoru
na ¢ase (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 méfeni hmotnosti pomoci MS. GC-MS je metoda vhodna pro
identifikaci a objasnéni struktury neznamych tékavych a polotékavych organickych
slougenin (Spanik & Machyiidkova, 2018). V metabolomickych studiich je povazovana
za jednu z nejucinngjSich a reprodukovatelnych analytickych technik, pfedev§im pro

viestrannou detekci slougenin s Sirokou $kalou molekulovych hmotnosti a polarit. Rada
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slouCenin, které nemaji teékavé vlastnosti, byvaji pfed analyzou derivatizovany (Nath &
Dias, 2023).

Pfi analyze pomoci GC (Obr. 10) prochazi vzorek analytu ziskany v prede§lém
extrakénim kroku chromatografickou kolonou slozenou ze stacionarni a mobilni faze.
Mobilni fazi v ptipadé GC tvoii plyn, tzv. nosny plyn. Plyn musi mit vysoky stupen
Cistoty a nem¢l by obsahovat kyslik ani vodni paru, které by mohly poskodit kolonu.
Nejbéznéji vyuzivanym plynem je vodik, helium nebo dusik (Nath & Dias, 2023).
Obecné se da vyuzit vice druhti plyna, které v§ak nesmi reagovat se slozkami vzorku ani
s materidlem, ze kterého je kolona sestrojena (Waters, 2020). V GC se bézn¢ vyuzivaji
dva typy kolon — kolony plnéné a kolony kapilarni. Preferovanéj$i jsou kapilarni kolony
z divodu lepsiho separacniho rozliSeni. K oddéleni dochazi na zakladé bodu varu
slouCeniny a jeji interakce se stacionarni fazi (Nath & Dias, 2023). Vzorek analytu je tedy
specialnim ventilem v malém mnozstvi vstiiknut do proudiciho nosného plynu v koloné,
vzorek se po vstiiknuti okamzité vypatuje. Nosny plyn unasi ted jiz vzorek plynu
kolonou, kde se dostava do kontaktu se stacionarni fazi, ktera 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 cCasovém bod€, coz poskytuje informace o struktuie
sloucenin (Nath & Dias, 2023). Nejbéznéji se pak uzivaji hmotnostni analyzatory typu
kvadrupdl, iontova 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 ionizacni detektor (FID, flame ionization
detector), plamenovy fotometricky detektor (FPD, flame photometric detector),
fotoionizacni detektor, detektor elektronového zachytu, heliovy ionozacni detektor nebo

detektor s pulznim vybojem (Waters, 2020).
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Vyhrev kolony 6
Zisobnik nosného Plynova chromatografie - Hmotnostni Pocitac
plynu - mobilni fize stacionarni faze spektrometr - detektor

Obr. 10: Zjednodusené schéma GC-MS znazoriujici 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). Prfevzato a wupraveno =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 metabolit. Jejimi vyhodami jsou
pifima injekce extraktl, snadna piiprava vzorkl a snadna extrakce, kdy na rozdil od GC-
MS neni pfedpokladem 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 vyuzivad 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 vodneé-
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 dusledku toho
poradi eluce zavisi na polarité analytd, tedy nejprve probiha eluce hydrofobnich
slougenin, nasledn& pak hydrofilnich slougenin (Zuvela at al., 2019). Siln& hydrofilni
slouCeniny, které nelze analyzovat systémem NP-LC kvili jejich ireverzibilni adsorpci a
nedostateCné rozpustnosti v nepolarnich ¢i slabé polarnich mobilnich fazich, lze
analyzovat v rezimu HILIC (Jandera, 2011). Separacni vlastnosti tohoto rezimu silné
zavisi jak na stacionarni fazi a slozeni mobilni faze, tak na polarnich, hydrofobnich ¢i
iontomeéniCovych interakci, které prispivaji k odlisné retenci slouc¢enin (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 proteinti a pro kvalitativni a kvantitativni
hodnocenti jejich naboje. Kladn€ nabité molekuly 1ze separovat pomoci kolon katexové
chromatografie (CEX, cation-exchange chromatography), které obsahuji zaporné nabité

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

V oblasti metabolomiky v klinickych aplikacich nasla uziti predev§im kapalinova
chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)
v rutinnich aplikacich. Metoda je rovné€z nepostradatelnou v diagnostice deédi¢nych
metabolickych poruch, jako je naptiklad galaktosémie, kdy je LC-MS/MS vyuzivana pro
meéfeni aktivity enzyma metabolizujicich galaktosu, ke stanoveni monofosfatu hexosy
v zaschlych krevnich skvrnach (Jensen et al., 2001) ¢i ke stanoveni markert rdznych
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 markerti (Spratlin et al., 2009), rovnéz pak pro stanoveni 1éCiv a jejich
metabolitil, napiiklad 1éCiva cytarabinu a jeho fosfatovych metabolitd v cytosolu a jadie
leukemické buinky (Huang et al., 2022). V klinickém vyuziti nasla vyuziti rovnéz
v analyze metaboliti a biomarkert kardiovaskularnich 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 urceni elementarniho slozeni a molekularni struktury analytu. M4 jak kvalitativni, tak
kvantitativni vyuziti (Watson & Sparkman, 2007). Zakladnim principem MS je prevod
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 prochazeji
hmotnostnim analyzatorem az k detektoru. Kdyz se ionty srazi s detektorem, dojde
k tvorbé elektrického signalu, ktery je prevadén do digitalni odpoveédi, kterou muze
pocitaC nasledné ulozit. MS tedy charakterizuje zkoumané molekuly na zékladé poméru
m/z (Kang, 2012). Vyslednym zaznamem analyzy MS je hmotnostni spektrum
charakterizujici zavislost Cetnosti iontt (tedy intenzity signalu) na poméru m/z (Watson
& Sparkman, 2007).

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

ionty, hmotnostni analyzator pak tyto ionty tfidi na zakladé 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 znadzornéno na Obr. 11.

:;ont}‘ vplynné fizi TFidéni ionti  Detekee ionti |

) Tontovy
Zdroj A Analyzator detektor

i ____I\’akuovéi _____ @__
I pumpa |
@ _____ Podita&

I |
| |
| |
| |
L _

Zrz‘;ii?i Vystupni data
Hmotnostni
spekirum

Obr. 11: Zakladni schéma znazorfiujici jednotlivé Casti hmotnostniho spektrometru. Pievzato
a upraveno z Kang, 2012.

31



Typt iontovych zdroji, respektive ioniza¢nich metod, existuje mnoho. Jedna se
predev§im 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 kfemiku (DIOS, desorption/
ionization on silicon), ionizaci rychlym bombardovanim atomt/ iontd (FAB, fast atom/
ion bormbardment), elektronovou ionizaci (EI electron ionization) ¢i chemickou ionizaci
(CI, chemical ionization) (Kang, 2012). V oblasti metabolomiky se vSak nejvice
preferovanou ionizacni metodou stala elektrosprejova ionizace (ESI, electrospray
ionization), predevS§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 ptusobenim elektrického pole k rozpraseni eluentu z LC
kolony. Do MS je sprejovaci kapilarou pfivadén 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 ur€itou intenzitu,
meniskus kapaliny se deformuje a vznika Taylorav kuzel z jehoz vrcholu vyveéra 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
odpafi pomoci desolvatacniho ohfivace. lonty analytu jsou nasledné pievedeny
extrakénim kuzelem do analyzatoru (Lemr & Borovcova, 2020; Tugizimana at el., 2018).

Tak, jako se pfi hmotnostni detekci vyuziva vicero typt iontovych zdroju, existuje
rovnéZ i mnoho typu hmotnostnich analyzatori. Pfedevsim se jedna o sektorovy
analyzator, analyzator doby letu (TOF, time-of-flight), kvadrupolovy analyzator,
kvadrupodlova 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 predevsim analyzatory TOF, kvadrupdlovy
analyzator a orbitrap (Liu et al., 2019). Princip TOF analyzatoru spociva v tom, Ze ionty
se stejnou energii ale s riznymi pomeéry m/z se analyzatorem pohybuji riznou rychlosti,
a proto jim trva riznou dobu, nez projdou drahou v analyzatoru. Aplikaci periodicky se
méniciho nebo pulzniho elektrického pole v urcitych Castech drahy Ize iontim udélit
raznou energii a rychlost, ¢imz je umoznéno jejich oddé€leni a postupna interakce

s detektorem (Mamyrin, 2001).
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Kvadrupolovy analyzator je slozen ze Ctyf paralelnich pola, které jsou tvoreny
kovovymi tyCemi, umisténych v rozich ¢tverce. Na tyCe je aplikovano napéti, dvojice
protilehlych ty¢i maji pak stejnou polaritu. Podstatou analyzatoru je oscilujici elektrické
pole, které pusobi na trajektorii pohybujicich se iontd, 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) muZe vyuzivat spojeni dvou ¢i vice
analyzatori. MS/MS lze pak popsat dvéma zpusoby. V prvnim piipadé 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 nasledné podléha fragmentaci srazkou s inertnim plynem. Ionty vzniklé
touto fragmentaci jsou nasledné¢ analyzovany druhym hmotnostnim analyzatorem.
Druhym pfipadem je tzv. MS/MS v Case vyuzivajici analyzatory typu iontové pasti, FT-
MS ¢i orbitrap, kdy analyzator zachyti jiz specificky ion (Madeira & Floréncio, 2012).
MS/MS v prostoru naopak vyuziva kvadrupélovych analyzatora, napt. trojity kvadrupdl,
TOF ¢i trojita kvadrupodlova linearni iontova past (QTRAP, triple-quadrupole-linear ion
trap). V pripadé trojitého kvadrupolu je vyuzivano spojeni trech kvadrupolovych
analyzatort. Prvni kvadrupolovy analyzator provadi scan prekurzorového iontu a overi
jeho molekulovou hmotnost. Prekurzorovy ion je nasledné podroben ve druhém
kvadrupdlovém 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 prechazi ionty do tfetiho kvadrupdlového 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 produkt, sken prekurzoru, sken neutralni ztraty, sledovani vybranych reakci
(MRM, multiple reaction monitoring) (Grebe & Singh, 2011). V oblasti cilené
metabolomiky je preferovana anylzyza MRM, pro kterou je dualezita znalost
a optimalizace prechodu 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 pifechodi, 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
kvadrupolovy 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 v 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 spotfeba vzorku, rychlé a nizkonakladova analyza, G¢inna separace a neni potieba
naro¢né 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 konecny vysledek silné zavisi na
charakteristikach rozhrani a typu hmotnostniho spektrometru (Barbas et al., 2011), kdy
vramci biomolekuldrnich analyz se nejCastéji vyuziva ionizace ESI a MALDI.
V metabolomice je vSak vice preferovano ESI (Monton & Soga, 2007). MALDI neni
v metabolomice §iroce uzivana kvuli silné interferenci matricovych iontd pii detekci
sloucenin s nizkou molekulovou hmotnosti, své uplatnéni vSak nasla v proteomice
(Edwards & Kennedy, 2005). V piipade ESI je pak vyuzivano dvou typu 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 upravé CE elektrolytu tak, aby byl co
nejvice kompatibilni s ESI a naslednou MS detekci (Maxwell & Chen, 2008). Druhym
typem rozhrani je bezplaS§tové rozhrani, které vyuziva elektrosprejovy zafic. 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 vnéjsim povrchu hrotu zéfice (Sanz-Nebot et al., 2005). Zafice 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 privadéné do oddéleni s pufrem schopno ridit
CE, iniciovat a udrzovat nanosprej, ackoliv neni na emitor spreje piivadéno 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 soucasna analyza deviti
endogennich nukleotidd v plazmé potkani (Bhowmik & Jung, 2012). V ramci
biomedicinské a klinické aplikace nasla metoda uplatnéni pfi komplexnim profilovani
volnych estrogenti a jejich intaktnich glukuronidovych a sulfatovych konjugati
(Kuehnbaum & Britz-Mckibbin, 2011), pifi purifikaci metaboliti pro necilené
metabolické profilovani lidskych bunék rakoviny tlustého stfeva (Simo et al., 2011) ¢i pii

detekci vrozenych poruch metabolismu purind 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 (Central Chem, Slovensko)

Methanol LC-MS (istota (Biosolve, Francie)

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

3.1.2 Roztoky

20 mmol-I"! 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 pmol-1"!
Standard 5-chlor-2'-deoxyuridinu (CldU) o koncentraci 100 umol 1!
Standard 5-iod-2'-deoxycytidinu (IdC) o koncentraci 100 pmol 1!
Standard 5-iod-2'-deoxyuridinu (IdU) o koncentraci 100 pmol-1"!
Standard ara-C o koncentraci 100 pmol-1-!

Standard ara-U o koncentracil00 pmol-1"!

Standard BrdU o koncentraci 100 umol-1'!

Standard cytidinu (Cr) o koncentraci 100 pmol 1!

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"! s KCI o koncentraci 10 mmol-1"! (pH 7,5)
3.1.3 Pristroje a pomucky

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

Digestot (Flores Valles, Spanélsko)

Hmotnostni spektrometr QTRAP 6500 (Sciex, USA)
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Chladici box PHCbi VIP ECO (PHC Group)

Kapalinovy chromatograf ExionLC Controller (Sciex, USA)

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

Laboratorni sklo (kadinky, odmérny valec, nalevky)

Mikrocentrifuga Z 216 MK Hermle (Hermle Labortechnik, Némecko)

pH metr Orion Star A111 (Thermo Scientific, USA)

Plynotésna stfikacka 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

Tiepacka micro-Plate Incubator (MIULAB, Cina)

Vortex MIX AGROIlab (AGROlab, Italie)

3.1.4 Biologicky material

Pro ucely experimentalni casti diplomové prace byly vyuzity nadorové bunécné linie
HeLa lidskych epitelidlnich bunék z karcinomu dé€lozniho hrdla, HepG2 z rakovinné
tkané jater, NCI-H2009 z rakovinné tkané plic, A549 lidskych epitelidlnich bunék
z adenokarcinomu alveol a 143B PML BK TK slozena z fibroblasti z kostni tkané
postizené osteosarkomem. Déle byly vyuzity bunécné linie tvotené diploidnimi burikami,
IMR-90 z plicni tkané 16 tydnu staré zeny kavkazkého plodu, WI-38 slozena z fibroblastt
z plicni tkané plodu zenského pohlavi, MRC-5 slozena z fibroblasti z plicni tkan€ plodu
muzského pohlavi a imortalizované diploidni buiiky hTERT PRE-1 lidskych epiteliarnich
bunék sitnice. Rovnéz byly vyuzity mysi vzorky tumoru a krevni plasmy PDX (patient-
derived murine xenografts) modelu. VSechny typy bunécnych lyzati byly pfipraveny na

Ustavu molekularni a translaéni mediciny, LF UPOL.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava standardua

Standardy EdC, EdU, FdC a FdU dodané o koncentraci 100 mmol-1"! byly pfipraveny
fedénim vodou LC-MS ¢istoty na koncentraci 100 umol 1!, pfipadné& 10 pmol-1". Zbylé
standardy byly v pozadované koncentraci 100 pmol-1"! jiz dodany. Piipravené standardy

byly uchovavany v chladicim boxu pii -20° C pred jejich naslednym vyuzitim.
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3.2.2 Optimalizace LC-MS parametru standardu

Pro optimalizaci MS parametrd zaméfenou na optimalizaci MRM prechodu bylo potieba
pfipravit roztoky standardi nukleosidovych analog o koncentraci 1 pmol-1"'. Tyto
standardy byly ptipraveny fedénim zasobnich standard® o koncentraci 100 pumol 1" ve
smesi mobilni faze A a mobilni faze B v poméru 1:1. Pro pfipravu kazdého standardu
bylo tedy pipetovano 10 pl zasobniho standardu do 990 ul smési mobilnich fazi, ktera
byla piipravena smichanim 495 pl mobilni faze A a 495 ul mobilni faze B. Mobilni fazi
A predstavuje mraventan amonny o koncentraci 20 mmol-1"' (pH 9,75), mobilni fazi B
100% acetonitril LC-MS (istoty.

Optimalizace MS parametrii byla provedena pro vSechny standardy zvlast pomoci
hmotnostniho spektrometru QTRAP 6500* (SCIEX). Nejprve bylo potieba 3x promyt
injek¢ni stiikacku LC-MS MeOH, nasledné stejnym postupem kapilaru hmotnostniho
spektrometru. Do stiikatky bylo nabrano 0,5 ml standardu o koncentraci 1 pmol-1",
k pumpé byla pripevnéna kapilara. Standard byl do spektrometru davkovan injekcni
pumpou po 7 pl-min’!. Optimalizace byla dale provadéna za vyuziti softwaru Analyst
(1.7) (SCIEX), ktery automaticky selektuje 10 pikl s nejvyssi intenzitou. Optimalizace
byla provedena v pozitivnim MRM moédu (+MRM) i v negativnim MRM modu (-MRM).

Pro kazdé takto optimalizované parametry MS pro dany standard byla ve vysledku
ziskana data o pfechodech v +MRM a v -MRM modu, tdaje o vstupnim potencialu (EP),
kolizni energii (CE) druhého kvadrupdlu, o potencidlu kolizni cely (CXP)
a o deklasteracnim potencialu (DP) pii vystupu z kolizni cely v pozitivnim 1 negativnim
modu. Tyto udaje byly nasledné vyuzity pro vytvoreni finalni metody pro analyzu
LS- MS/MS.

Nasledné byly roztoky standard o koncentraci 10 pmol-1"! nejprve separovany
kapalinovym chromatografem ExionL.C Controller (SCIEX) za vyuziti aminoprolylové
kolony NH; Luna (Phenomenex), 3um, 100 mm x 2 mm jiz zavedenou
chromatografickou metodou pro optimalizaci separace (Ligasova et al., 2023). Byla
vyuzita mobilni faze A: mraventan 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 udaju ziskanych

v predchozim kroku optimalizace MRM piechodi, kdy byl vybran ptechod s nejvétsim
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pomérem S/N. Izomerni slouceniny byly analyzovany jak samostatn€, tak ve smési
ptibuznych izomert pro zjisténi moznosti jejich pripadného rozliseni.

Na zavér byly parametry ziskané optimalizaci doplnény do finalni metody.
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Obr. 13: Graf popisujici binarni gradient vyuzitého pfi separaci standarda pomoci kapalinového
chromatografu.
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3.2.3 Priprava vzorkua

Byla provedena fada experimentd, pro které bylo vzdy potieba poskytnutou bunécnou
linii ve formé& cytoplazmatického lyzatu vhodné nafedit Tris pufrem o koncentraci
10 mmol-1"'s 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 vzorku platny pro vSechny typy experimentt je nasledujici.
Jaderné a cytoplazmatické lyzaty uchovavané pii teploté -80°C byly rozmrazeny na ledu.
Z kazdého vzorku lyzatu bylo odpipetovano do mikrozkumavky s Tris pufrem
o koncentraci 10 mmol-1"!' s KCI o koncentraci 10 mmol-1"! (pH 7,5) pfedem vypogitané
mnozstvi tak, aby finalni koncentrace proteinii ve vzorku odpovidala parametrim pro
dany experiment. K této smeési byl pfidan substrat pro naslednou inkubaci. Parametry
piipravy vzorka pro jednotlivé experimenty jsou shrnuty v nasledujicich podkapitolach.
3.2.1.1 Optimalizace parametri a podminek pro inkubaci lyzatu

s ara-C
V tomto experimentu byla provedena optimalizace inkubacnich podminek bunécnych
lyzath se substratem ara-C, ktera byla potebna pro provedeni nasledujicich experimentt.
Pro experiment byly zvoleny bunécné linie HelLa a HepG2. Vysledna koncentrace
proteinti ve vzorku ¢inila 500 ug-ml™! a 200 pg-ml™!, kazda smés lyzatu s Tris pufrem byla
inkubovana se 7 ul1 umol-1//10 umol-1"! ara-C. Celkovy objem kazdého takto
ptipraveného vzorku cCinil 70 pl. Nasledné byly ztéto smési odebirany v raznych
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 nésledujici bunééné linie — NCI-H2009, A549, Hela,
HepG2, hTERT PRE-1, IMR-90, WI-38, MRC-5 a 143B PML BK TK. Vysledna
koncentrace proteinti ve vzorku ¢inila 200 pg-ml!, kazd4a smés lyzatu s Tris pufrem byla
inkubovana se 7 ul ara-C o vysledné koncentraci 10 pmol-1"!. Celkovy objem kazdého
takto ptipraveného vzorku ¢inil 70 pl. Vzorky byly pfipraveny v triplikatech. Nasledné
byly z kazdého vzorku odebirany v raznych ¢asovych intervalech alikvoty, parametry pro

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

bunécnych liniich HeLLa a HepG2
V tomto experimentu byly inkubovany lyzaty bunécnych linii HelLa a HepG2, vzdy
o vysledné koncentraci proteinti ve vzorku 50 pg-ml!. Kazd4 smés lyzatu s Tris pufrem
byla inkubovana s 8 pl Cr o koncentraci 10 umol-1"l. Celkovy objem kazdého takto
pfipraveného vzorku ¢inil 80 pl, kazdy vzorek byl pfipraven ve tfech replikatech.
Z kazdého vzorku byly nasledné odebirany v riznych ¢asovych 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 bunécné 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 ug-ml!, coz odpovidalo 1000x fedéni zasobniho roztoku
CDA. Vysledna koncentrace proteini ve vzorku v ptfipadé lyzatu bunééné linie HeLa
¢inila 200 pug-ml™!, smés lyzatu & roztoku CDA s Tris pufrem byla inkubovana s 10 pl
zminénych substratl, vzdy o koncentraci 10 pmol-1"'. Vysledn4 koncentrace proteinu ve
srovnavacim vzorku s hCDA byla rovna 2 pg-ml!a inkubovana rovnéz 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 mysSiho

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

V piipadé stanoveni aktivity CDA byly vzorky lyzatd tumort (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 o 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 pfipravy vzorku. Pro tyto vzorky byl v pfipravé vynechan Tris pufr, tedy kazdy
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vzorek plasmy o objemu 22,5 pl byl inkubovan s 2,5 ul ara-C o finalni koncentraci 10
umol-1"'. Kazdy vzorek plasmy byl pfipraven v jednom replikatu.

Z kazdého pfiipraveného vzorku tumoru a plasmy byl odebran alikvot v rozdilnych
Casovych intervalech. Mnostvi odebraného alikvotu a ¢asové intervaly jsou popsany

v Tab. 2.
3.2.4 Inkubace vzorku

Ptipravené vzorky byly nasledn€ promichany na vortexu a zahtaty na 37°C pomoci
tfepacky s nastavitelnou teplotou. Doba inkubace lyzatu se substratem byla stanovena
zvlast pro kazdy experiment. Pro dobu inkubace 0 min bylo do nové mikrozkumavky
odebrano mnozstvi pfipravené smesi. Tuto smés bylo potieba ihned prevrstvit 80%
ledovym methanolem v poméru 1:4 z divodu zastaveni enzymaticke aktivity. Zbyla smés
byla dale inkubovana 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 smichana s 80% ledovym methanolem. Zbyla smés byla dale inkubovana na
tfepacce za stejnych podminek. Tento postup byl opakovan pro vzorky vSech zvolenych
inkubacnich dob. Specifikace pro inkubace v jednotlivych experimentech zaznamenava
Tab. 2. Po inkubaci byly vzorky nasledné umistény do chladiciho boxu pii -80°C a pfi

této teploté byly ponechany pres noc z divodu efektivné€jsi deproteinace vzorku.
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Tab. 2: Mnozstvi odebrané smési po inkubaci do nové mikrozkumavky (ul), mnozstvi 80% ledového MeOH (ul) potfebného k prevrstveni odebrané smési a
doba inkubace (min) pro jednotlivé experimenty.

N4 riment Mnozstvi odebrané¢ ~ Mnozstvi 80% ledového Doba inkubace (min) Finalni koncentrace Finalni koncentrace
azev experimentu smési (ul) MeOH (ul) oba ktbace proteini (ug-ml™) substratu (umol-1")
T ek K .
Optima 1za<i§, 5;[1("1121;2 ‘ é)ro inkubaci 15 60 0. 10, 30, 60 500. 200 110
Stanoveni aktivity CDA v deviti
vybranych buné¢nych linii 30 120 0,10 200 10
Stanoveni aktivity CDA v synchronnich
bunéénych 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
my$iho 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 substratti a produktti
CDA pomoci dvojkové fedici fady ve vodé€ a to dle ocekavaného mnozstvi produktt 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 smés kalibratorti pfipravena

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

Nazev experimentu

Nazev analytu

Koncentrace [pmol-1"']

Optimalizace podminek pro inkubaci
lyzata s ara-C
Stanoveni aktivity CDA v deviti
vybranych bunéénych linii
Stanoveni aktivity CDA v synchronnich
bunéénych liniich HeLa a HepG2

Stanoveni aktivity CDA HelLa 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, IdC, IdU,
CldC, CIdU, FC aFU

ara-C, Ur

ara-C, Ur

2:1:5-10% 2,5-10°; 1,25
781
2:1:5-10": 2,5-10°"; 1,25
781
2:1:5-10": 2,5-10°"; 1,25
781-

2:1:5-10"; 2,5-10°"; 1,25-
7,81

2:1;5-10" 2.5-10"; 1,25
7,81

2:1:5-10% 2,5-107"; 1,25
7,81

10 6,25
107 3,91-
107 6,25-
10%:3,91-
107; 6,25-
107:3,91-

107 6,25-
107:3,91-

10 6,25-
10%:3.91-

107; 6,25-
10%:3,91-

107 3,13-10% 1.56-107;
107
1023,13-10% 1.56-102;
107
102 3,13-102% 1,56-10%
10°

102;3,13-102; 1,56-10%;
107

102:3,13-10% 1.56:10%
107

102 3,13-10% 1,56:10%
107
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3.2.6 Analyza vzorka kapalinovou chromatografii s hmotnostni

spektrometrii

Pro analyzu byly vzorky uchované pres noc v chladicim boxu pii -80°C. Vzorky byly
promichany na tfepacce a odstfedény pomoci centrifugy po dobu 20 min (15 000 rpm,
0°C). Podle mnozstvi vzorky bylo pfevedeno 100 pl vzorku do sklenéné vialky
s integrovanym insertem, v piipadé vzorkt mysi plasmy 70 ul 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
koloné separovany pomoci greadientové eluce za vyuziti mobilni faze A mravencanu
amonného o koncentraci 20 mmol-1"! (pH 9,75) a mobilni faze B 100% acetonitrilu LC-
MS Cdistoty. 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 modu 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 vysledki

Pro zpracovani ziskanych dat byl vyuzit software Sciex OS (2.0.0). V tomto softwaru
byla provedena integrace piki a na zakladé koncentraci kalibracni fady vytvoreny
kalibracni pfimky pro kazdou analyzu. Pomoci kalibrace byly vypocteny koncentrace
substrata a produkti nukleosidovych analog, cytidinu a uridinu ve vzorcich. Ziskana data
o plochach pikd, jejich vysce, a o koncentracich nukleosida byla prevedena ve formé
tabulky do tabulkového procesoru Microsoft Excel, kde byla vypoctena aktivita CDA,
vzdy v jednotce pmol min!. Aktivita CDA byla ziskana z pfiristku produktu za jednotku
casu. Vypocet byl proveden dle nasledujici rovnice:

Ce—Co

CDAakiivita =

[umol-min™']
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kde ce je vypoctena koncentrace pro experimentem stanovenou dobu inkubace v
minutach, co je vypoctena koncentrace v ¢ase 0 minut a t je inkuba¢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 vysledki v krabicovych grafech byly vysledky mezi
sebou srovnavany pomoci jednosmérné analyzy rozptylu (ANOVA) a Tukeyho post-hoc

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

4.1 Finalni metoda pro analyzu pomoci LC-MS/MS

Pro doplnéni finalni metody pro stanoveni aktivity CDA metodou LC-MS/MS bylo
potieba provést optimalizaci MRM prechodu pro substraty EAC, EdU a pro substraty
obsahujici ve své molekule atom halogenu, tedy substraty IdC a IdU, C1dC a CIdU, BrdC
a BrdU, FC a FU. V pripadé substrati obsahujici atom bromu ¢i chloru bylo potieba brat
v potaz existenci v pfirodé bézné se vyskytujicich izotopt téchto halogent a jejich
molekulovych hmotnosti. V pfipadé bromu se jedna o izotopy "°Br a ¥'Br, v pfipadé
chloru *°Cl a ¥’Cl. Pfi optimalizaci MRM piechodii pro CldC a CldU byla optimalizace

provadéna pomoci hmotnosti izotopu *Cl. Tab. 4 shrnuje molekulové hmotnosti

substratd, procentualni zastoupeni izotopti a monoizotopovou hmotnost.

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

v pfirodé.

Nazev analviu Molekulova hmotnost ~ Monoizotopova Izoto
v y [g - mol] hmotnost [g - mol!] Py
I1dC 353,11 352,987 127
1dU 354,10 353,971 1(100 %)
CldC 261,66 261,052 3CI (75 %)
CldU 262,65 262,036 TCL25 %)
BrdC 306,11 305,001 Br (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 nasledné separaci standardi pomoci LC-MS/MS provedené na zakladé predchozi
optimalizace MRM piechodt byly vybrany vhodné piechody s nejvétsim podilem signalu
ku Sumu (S/N) pro dané standardy, pro které byla finalni metoda doplnéna o udaje o
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 zahmujici data o prekurzorovém iontu (Q1), o produktrovém iontu (Q3), retenénim &ase (RT), deklasteraénich
potencialech (DP), vstupnich potencialech (EP), kolizni energii (CE) a potencialech kolizni cely (CXP) pro standardy separované v rezimu —-MRM

a+MRM.
MRM okno
Q1 [Da] Q3 [Da] Nazev (sec] Polarita ~ RT [min] DP [V] EP [V] CE [V] CXP [V]

2499 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 IdC 180 - 2,4 -40 -10 -22 -17
353,0 41,9 IdU 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
3039 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
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4.2 Optimalizace podminek pro inkubaci lyzata s ara-C

Byla provedena optimalizace inkubacnich podminek se substratem ara-C. Pro
optimalizaci bylo vyuzito bunécnych linii HelLa a HepG2 o finalni koncenraci proteinu
ve vzorku 500 a 200 pg-ml!. Pro inkubaci byly zvoleny nasledujici koncentrace ara-C:
1 pmol-1"' a 10 umol 1",

V ramci optimalizace inkubace bylo potfeba stanovit takovy Cas inkubace, pfi kterém
je reakce v linearni fazi. To tedy znamena dobu, kdy dochazi k pocatku deaminace
substratu enzymem CDA, v tomto pfipadé ara-C, na jeho uridinovy produkt, ara-U.
Podminkou pro tento inkubacéni Cas je viditelna zména koncentrace substratu a jeho
produktu, tedy pokles koncentrace ara-C a vzrastajici koncentrace ara-U. Delsi doba
inkubace vSak nebyla zadouci z divodu mozné degradace metabolitd v burikach. Rovnéz
byl pak v ramci LC-MS/MS separace kladen diraz na tvar pika a jeho intenzitu, kdy bylo
potteba analyzovat piky vyrazné nad trovni Sumu.

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

parametry kalibra¢nich pfimek pro oba standardy.

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

Nazev 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 znazoriiuje vysledek optimalizace inkubace ara-C o koncentraci 1 pmol-1'!
a 10 pmol-1"' s HeLa bun&énymi lyzaty. Patrny nariist koncentrace ara-U a naopak pokles
koncentrace ara-C je jiz pfi inkubacnim ¢ase 10 min. Tento trend je patrny pak pro obé
zvolené finalni koncentrace proteinu ve vzorku. V pfipadé¢ finalni koncentrace proteinu
ve vzorku 500 pg-ml™! je patrny exponencialni narfist koncentrace ara-U i pii 60 min
inkubaci. Stejny trend je patrny v piipadé finalni koncentrace proteinu ve vzorku
200 pug-ml™! pfi inkubaci s 10 umol 1" ara-C. V piipadé finalni koncentrace proteinu ve
vzorku 200 pg-ml! je patrny pravy opak v piipadé inkubace s 1 umol-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 znacny pokles aktivity CDA a tedy

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

umol-1" s HeLa buiikami o finalni koncenraci proteinu ve vzorku 500 a 200 pg-ml™ ve
zvolenych casovych intervalech.
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Obr. 15 reprezentuje vysledné grafy optimalizace inkubace ara-C s HepG2 bunéénymi
lyzaty. Je zcela patrné, ze jako v prfipad€ bunécnych linii HeLa, 1 zde je optimélni dobou
inkubace 10 min, coz plati pro ob& zvolené finalni koncentrace proteinu ve vzorku i pro

obé 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 burikami o finalni koncenraci proteinu ve vzorku 500 a 200
ug-ml ! ve zvolenych ¢asovych intervalech.
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Ze ziskanych dat optimalizace v pfipadé obou bunécnych linii vyplyva, ze vhodnou
finalni koncentraci proteinu ve vzorku pro nasledujici experimenty je koncentrace
200 ug-ml!. V tomto piipadé je pro inkubaci vyhovujici koncentrace substratu ara-C
10 pmol 1. Cas inkubace bun&éného lyzatu s ara-C byl snanoven na 10 minut. Pro
nasledujici experimenty je vhodné fedit vzorky lyzati na finalni koncentraci proteinu
200 pg-ml!. Protein v zasobnich bun&énych lyzatech nedosahuje vzdy tak vysokych
koncentraci jako je koncentrace 500 pg-ml™! &i vyssich, proto by nebylo vzdy mozné
pracovat v nasledujicich experimentech s fedénim na 500 ug-ml! proteindi. Z vyslednych
grafli vyplyva, ze pro finalni koncentraci proteinu ve vzorku 200 ug-ml™! je vhodnéjsi

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

Byla porovnavana aktivita CDA v deviti vybranych bunéCnych liniich. Pro tento
experiment byly vybrany nadorové buriky linii HeLL.a, HepG2, NCI-H2009, A549 a 143B
PML BK TK, diploidni buiiky linii IMR-90, WI-38 a MRC-5 a imortalizované diploidni
buriky linie hTERT PRE-1. Buiiky ve formé lyzatu o finalni koncentraci proteinu ve
vzorku 200 pg-ml™! byly inkubovany s ara-C o vysledné koncentraci 10 pmol-1", posléze
byla stanovena aktivita CDA v jednotlivych bunécnych liniich.

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

kalibracni kalibra¢ni fada. Parametry kalibracnich pfimek pro ara-C a Ur shrnuje Tab. 7.

Tab. 7: VaZeni, rovnice a hodnota 12 popisujici kalibraci ara-C a Ur.

Nazev analytu Vazeni 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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Meéfeni bylo provedeno v triplikatech pro kazdy vzorek. Pro kazdy triplikat byl méfen
1 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
bunécnou linii. Na zékladé vypoctené aktivity CDA byl sestrojen vysledny graf (Obr. 16)

pro porovnani aktivit CDA mezi kazdou bunécnou linii.
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Obr. 16: Graf reprezentujici porovnani aktivity CDA mezi jednotlivymi bunécnymi liniemi.
Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci p-hodnot metodou jednosmérmé 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 RPEI1 nejsou uvedeny
z diivodu 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 pfipadé nadorovych bunécnych linii NCI-H2009, HelLa a HepG?2.
Nejvyssi aktivita CDA byla pfitom zaznamenéna v ptipadé bunécné linie HepG2. Naopak
bunécné linie " TERT-PRE1, IMR-90, WI-38, MRC-5 a 143B PML BK TK nevykazovaly
zadnou aktivitu CDA, proto tedy nedoslo k pfeméné ara-C na ara-U. V téchto ptipadech
byla tedy zaznamenana nulova koncentrace ara-U.
4.4 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy v bunécnych lyzatech HelLa a

HepG2

Byla stanovena aktivita CDA ve dvou typech bunécnych linii — HeLLa a HepG2. V ramci
kazdé bunécné linie byl experiment proveden s deviti vzorky. Prvnim vzorkem byl vzorek
kontrolni (CTRL), ktery predstavoval nesynchronni bunky v rliznych fazich bunécného
cyklu. Nasledujici vzorky synchronich bunék se mezi sebou lisily riznou dobou kultivace
bez faktorti omezujici rastu bunék, jako jsou faktory Cerpani zivin, limity pH, indukce
starnuti apod., a které by se mély nachazet jiz v urCité fazi buéného 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 umol-1"! a nasledné byla stanovena aktivita CDA
v buirikach jednotlivych bunécnych 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 kalibracni tfada, Tab. 8 pak shrnuje

parametry kalibracnich pfimek pro Cr a Ur.

Tab. 8: VaZeni, rovnice a hodnota 1 popisujici kalibraci ara-C a Ur.

Nazev analytu Vazeni 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

konecného produktu vzniklého enzymatickou pfeménou Cr enzymem CDA.

Na zakladé vypoctu aktivity CDA byl sestrojen graf zavislosti aktivity CDA na

zvolenych dobach kultivace jednotlivych vzorkl (Obr. 17).
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Obr. 17: Aktivita CDA v HeLa a HepG2 bunéénych linii. Cervené je zaznamenan median v ramci

rozpéti hodnot pro tfi replikaty dan¢ho casového intervalu.
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Je patrné, ze v pripadé bunek HepG2 linie byla zaznamenéana vys$si aktivita CDA

v porovnani s aktivitou CDA v HeLa buné¢nych liniich. V piipad€ bunécné linie HepG2

byla nejvyssi aktivita CDA zaznamenan

a u bunék s 12ti hodinovou kultivaci v médiu,

kdy priméma aktivita CDA v ramci triplikatd je rovna 0,0875 pmol-min™.V pfipadé

HeLa bunék byla nejvyssi aktivita CDA

aktivita CDA v ramci triplikatt je rovna

stanovena pro Cas kultivace 8h, kdy primérna

0,0469 pmol-min™'. V piipadé obou bun&énych

linii byla zaznamenana nejnizsi aktivita CDA po 28ti h kultivaci bun€k v médiu. Po takto

dlouhé kultivaci mohlo u bunék dojit k metabolomickému rozkladu dalSich bunécnych

slozek, proto byl patrny narast koncentraci bazi uracilu, uridinu, xanthinu a cytidinu. Obr.

18 zaznamenava priklad narastu hladiny

kultivace bunék.
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Obr. 18: Schéma vyobrazujici narist koncentrace uridinu (A) a plochu piku xanthinu (B) po 28 h
kultivaci bunék v médiu a nasledné inkubaci s Cr.
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4.5 Stanoveni aktivity cytidindeaminasy HeLa lyziatu a lidského

rekombinantniho enzymu

Byla stanovena aktivita CDA v bunécné linii HeLa ve formé bunéénych lyzata o finalni
koncentraci proteinu 200 ug-ml™! po inkubaci se substraty Cr, ara-C, EdC, C1dC, BrdC,
FC aIdC, vzdy o koncentraci 10 pmol-1"'. Dale byl pro srovnani aktivity CDA inkubovan
se substraty hCDA, ktery byl 1 000x natedén, jeho finalni koncentrace v inkubacni smési
byla 2 ug/ml.

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

kalibracnich ptfimek 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, 1dC, 1dU, CIdC, CIdU, FC a FU.

Nazev analytu Vazeni Rovnice r
Cr 1/x y=4,58e6x+8510,67 0,999
Ur 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
1dU 1/x y=1,40e6x+4634,70 0,999
CldC 1/x y=4,03e5x+778,89 0,999
CldUu 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 vzorkt bunéénych lyzati a s pomoci kalibrace byly vypocteny koncentrace
substratd a koncentrace Ur, ara-U, EdU, CIdU, BrdU, FU a IdU jakozto konecnych
produkti vzniklych enzymatickou pfeménou vyuzitych substrati enzymem CDA. Na
zaklade ziskanych koncentraci byla vypocitana aktivita CDA z narastu produktu, kdy
snizeni koncentraci substratu a naopak zvyseni koncentraci produktu pro dany substrat
charakterizovalo zdarnou enzymatickou pfeménu.

Na Obr. 19 je vyjadiena aktivita v HeLa lyzatech za inkubace s riznymi substraty
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Obr. 19: Aktivita CDA v HeLa bun&éné linii. Cervené je zaznamenan median v ramci rozptylu
hodnot pro tfi replikaty daného substratu. Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci
p-hodnot metodou jednosmémé ANOV A a Tukeyho post-hoc testovani. p < 0,0001 az na
srovnani substrati ara-C s CldC, BrdC s IdC a Cr s BrdC a IdC mezi sebou, pro které
statisticka vyznamnost nebyla signifikantni.
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Ze ziskanych hodnot je patrné, ze bunécné linie HeLa obsahuje dostate¢né mnozstvi
CDA k pfeméné vétsiny typu substrati na jejich uridinové formy. K tomu rovnéz prispiva
1 délka inkubace, kdy s rostouci délkou inkubace se zvySuje koncentrace uridinovych
produkti. Enzym CDA v HeLa buiikach vykazoval vysokou afinitu k substratim FC, Cr
a BrdC, proto je v pfipad€ téchto substratd patrna i vysoka aktivita CDA, nejvyssi
v piipadé FC. Niz$i aktivita CDA byla pak zaznamenana v ptfipadé IdC a CldC. Naopak
nejniz§i afinita substratu k CDA byla patrna v ptipadé EAC. Nizka aktivita CDA v pfipadée
ara-C by mohla byt zptsobena zna¢né pomalejsi 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 buiikach. Vysledné hodnoty
aktivity CDA v pfipadé€ inkubace HelLa bunék se vSemi typy substrat byly porovnany se
srovnavacim experimentem s hCDA a nebyly zaznamenany signifikantni rozdily

v aktivité¢ CDA mezi jednotlivymi experimenty (Obr. 20).
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Obr. 20: Graf prezentujici aktivitu ktivita hCDA po inkubaci se sedmi substraty. Cervend je
zaznamenan 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 substrati ara-C s CldC, BrdC
s IdC a 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
vzork 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 pmol-1"!
po dobu 10 minut.

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

11 pak pro vzorky plasmy.

Tab. 10: VaZeni, rovnice a hodnota r* popisujici kalibraci ara-C a Ur pro vzorky mys$iho tumoru.

Nazev analytu Vazeni Rovnice r’
Ara-C 1/x y=1.19¢7x+6884.85 0,998
Ara-U 1/x y=4.32¢5y+81,76 0,996

Tab. 11: Vazeni, rovnice a hodnota 1 popisujici kalibraci ara-C a Ur pro vzorky mysi plasmy.

Nazev analytu Vazeni Rovnice r’
Ara-C 1/x y=9,44e6x+5332,05 0,997
Ara-U 1/x y=4,23e¢5x+521,50 0,998
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Meéfeni bylo provedeno na jednom replikatu pro kazdy vzorek, aktivita CDA je v obou
ptipadech pocitana z prirastlu 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 modelt M 11,
M5RI1, M1 a B2.
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Obr. 21: Aktivita CDA v burikach mysiho tumoru. Cervené je zaznamenan pramér + SD. Nékteré
hodnoty nejsou uvedeny z duvodu velmi nizké az neméfitelné aktivity enzymu CDA.
Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci p-hodnot metodou jednosmérné ANOVA
a Tukeyho post-hoc testovani. Pfi srovnani vSech linii mezi sebou nebyla statisticka
vyznamnost signifikantni.
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Na Obr. 22 je vyjadfena aktivita CDA ve vzorcich plasmy mysich PDX modelti M11,
MS5RI1, M1 a B2 v podobé grafu.
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Obr. 22: Aktivita CDA v buiikach mysi plasmy. Cervené je zaznamenan pramér + SD. Nékteré
hodnoty nejsou uvedeny z duvodu velmi nizké az neméfitelné aktivity enzymu CDA.
Statisticka vyznamnost byla hodnocena pomoci p-hodnot metodou jednosmérné ANOVA
a Tukeyho post-hoc testovani. Pfi srovnani vSech linii mezi sebou nebyla statisticka
vyznamnost signifikantni.
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Z vysledki je patrmé, ze PDX modely vykazuji velice nizkou aktivitu CDA.
Molekularné€ biologickymi metodami bylo potvrzeno, ze modely neexprimuji CDA
v dostate¢né mire. V grafech prezentujici aktivitu CDA v jednotlivych mysich modelech
vzorkt tumoru a plasmy nejsou vSak patrné vSechny body prezentujici aktivitu CDA pro
jednotlivé modely. Aktivita v téchto pripadech dosahovala zapornych hodnot, proto

nebyla graficky zaznamenana.
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5 DISKUSE

Tato prace byla zamétrena na metabolické premény nukleosidovych analog v modelovych
bunéénych lyzatech a mysich PDX modelech. Ara-C je bézné€ intraven6zné podavanym
chemoterapeutikem pii 1écbé AML, a to jak vindukéni fazi 1écby v kombinaci
s antracykliny, tak 1 ve fazi postremisni (Burnett el al., 2011). Experimentalni ¢ast prace
je pak konkrétné zaméfena na stanoveni aktivity enzymu CDA, diky némuz je aktivita
cytarabinu snizena, a to jeho deaminaci na neaktivni formu uracilarabinosid (Hamada
et al., 2002).

Pro stanoveni aktivity enzymu CDA byla z pocatku experimentalni Casti stézejni
optimalizace LC-MS parametrii pro nukleosidova analoga, se kterymi se pozdgji
pracovalo v dalsi casti. Tato optimalizace byla konkrétné zaméfena na MS optimalizaci
MRM prechodi vSech v experimentalni ¢asti vyuzivanych standardd — EdC, 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 zdznam o retencnim Case 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 casti. Tato metoda byla
jiz vyuzita pro nasledujici krok optimalizace, ktera predevsim spocivala ve stanoveni
optimalni doby inkubace bunécnych lyzatl, v tomto ptipadé prezentovanych rakovinnou
linii HeLLa a HepG?2, s ara-C. Tato doba predstavovala signifikantni nartst koncentrace
uridinového produktu vzniklého aktivitou CDA, v tomto pfipad¢€ ara-U, a naopak pokles
koncentrace substratu, v tomto pfipade ara-C. Na zaklad¢ ziskanych dat bylo usouzeno,
ze je potieba alesponn 10 minutové inkubace lyzatu s ara-C, ne vsak delsi 30 minut
z divodu vznikajici exponencialni zavislosti mezi koncentracemi ara-U a ara-C. Rovnéz
bylo potieba stanovit vhodnou finalni koncentraci celkovych proteint ve vzorku, z toho
diivodu byly zvoleny dvé koncentrace s vysokym rozestupem: 500 pug-ml! a 200 ug-ml
. Vysledné grafy optimalizace prokazaly, ze pro praci slyzaty jsou vhodné obé
koncentrace. Nicméné reakce vzorkd o koncentraci 500 ug-ml™! je piili§ rychl4, coz neni
zadouci pfi praci s vys§im poctem vzork(l vramci experimentu. Z toho divodu pro
nasledujici experimenty bylo tedy vhodné&jsi fedit zasobni lyzaty na koncentraci
200 pg-ml!. Dalgim diivodem je, Ze koncentrace zasobnich bunéénych lyzati nedosahuje
vzdy tak vysokych koncentraci jako je 500 pg-ml™!, proto by v piipadé téchto lyzati bylo

mozné fedéni pouze na koncentrace niz§i nez 500 pg-ml™'.
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V nasledujici ¢asti experimentalni Casti prace byla provedena fada experimentt s cilem
stanoveni aktivity CDA. Postup pfipravy vzorkl a standardu byl pro kazdy experiment
totozny, experimenty se pak lisily v typu zkoumaného bunécéného lyzatu, mysiho PDX
modelu bunécné linie a typu vyuzitého substratu. Pocatecni vyvoj metody pro stanoveni
aktivity CDA vychazel z Huang et al. (2022). Meéfeni koncentrace nukleosidu
a nukleosidtrifosfati je obecné pomeérné narocné kvili vysokym hladinam jejich
fyziologickych prot&jski 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 sloucenin. 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 bunék a linii imortalizovanych diploidnich bunék
je ze ziskanych dat zfetelné, Ze pouze bunécné linie obsahujici vyznamné mnozstvi CDA,
tedy linie NCI-H2009, HelLa a HepG2, preménily testovany substrat ara-C na ara-U.
Vysledek tohoto experimentu podpofil experiment provedeny na pracovisti Ustavu
molekularni a translacni mediciny Lékatské fakulty Univerzity palackého, kde bylo
provedeno stanoveni koncentrace CDA pomoci Western blotu ve vSech zkoumanych
bunécnych linii v této praci. Vysledna koncentrace CDA v téchto liniich (Obr. 23) byla
umeérna aktivité¢ CDA, ktera byla méfena v této praci. Doposud vSak nebyla v literatuie

porovnana mira aktivity CDA mezi témito bunécnymi liniemi.

NCI-H2009 A549 Hela HepG2 hTERT RPE-1 IMR-80 Wi-38 MRC-5 143BTK

Obr. 23: Vysledek Western blot analyzy pro stanoveni koncentrace CDA v jednotlivych
bunéénych liniich.
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Substratova specifita CDA HeLa 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 bunécnych 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 EdC na EdU jsou dle Ligasova et al. (2016)
4 hodiny dostateCnou dobou. V piipadé nékterych vzorkd v experimentu dosahovala
koncentrace EAU zapornych hodnot, k ¢emuz mohlo dojit chybou v méteni, nebo pokud
chromatografické piky byly chybné zintegrovany. Studium deaminace nukleosidovych
analog enzymem CDA ma potencial v souvislosti s jejich vyuzitim pii 1écbé
hematologickych malignit (Yoshio el al., 2007). Napiiklad deaminace ara-C vede ke
snizeni terapeutickych ucinka tohoto analogu (Hamada et al., 2002). Naopak deaminace
EdC vede ke vzniku EdU s vysokou toxicitou pro bunény rust, coz je v piipadé
protinadorové 1écbe¢ zadouci (Ligasova et al., 2015).

Aktivita CDA je do jisté miry lisi v riznych fazich bunééného cyklu, jak dokazuje
vysledek experimentu popsaného v podkapitole 3.2.1.3. Ara-C je do rakovinnych bun¢k
transportovan nukleosidovymi transportéry rodiny SLC (Yoshio el al., 2007), kde je
v cytoplazmé fadou enzymu podroben tiikrokové fosforylaci na aktivni formu ara-CTP
(Yamauchi & Ueda, 2005). Rovné€z v cytoplazmé se vyskytujici CDA mize vsak této
tiikrokové fosforylaci zabranit pfeménou ara-C na neaktivni metabolit ara-U (Hamada
et al, 2002). Dle Wang et al. (2017) vykazuje CDA v cytoplasmé rakovinnych bunék
v G1-fazi bunééného cyklu nevyssi aktivitu, coz dokazuje zvySujici se koncentrace
uracilu. Na zaklad¢ vysledkl je mozné tedy soudit, ze kultivované bunky linii HelLa a
HepG2 dosahly v dobé kultivace 8-12h v pripadé HepG2 a 4-8h v piipadé HeLa nejvyssi
aktivity CDA, ktera zabranila jiz zminéné fosforylaci ara-C na ara-CTP a tedy jeho
inkorporaci do molekuly DNA bé&hem nasledujici S-faze bunééného cyklu. V porovnani
s metodami analyzy bunééného cyklu popsanymi Ligasova et al. (2023a) nemusi byt
urceni faze bunécného cyklu na zakladé aktivity CDA metodou LS-MS/MS piesné.
V tomto pfipadé by bylo vhodnéjs§i nejprve presné 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 mysiho tumoru a plasmy.

PDX modely jsou Siroce pouzivany ve farmaceutickém pramyslu pro testovani vlivu

70



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 mysiho tumoru a plasmy neexprimuji
takové mnozstvi CDA jako bunétné linie zkoumané v pfedchozich experimentech této
prace. Z tohoto divodu 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 (dCDA; EC 3.5.4.5), enzym deaminujici
deoxycytosin na produkt deoxyuridin (Kang et al., 2014).
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6  ZAVER

Teoreticka cast diplomové prace charakterizuje hematologické malignity, jejich
klasifikaci a moznosti 1é¢by, predevS§im pak popis mechanismu ucinku, cytotoxicity
a rezistence cytarabinu, v 1ékarstvi bézn€ uzivaného chemoterapeutika pro 1é¢bu AML.
Tato Cast se dale zabyvala obecnym popisem nukleosidovych analog.

Experimentalni Cast byla vénovana stanoveni aktivity CDA pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Byly optimalizovany
MRM prechody pro vSechny vybrané substraty a vysledné parametry byly doplnény do
findlni metody LC-MS/MS, kterou byly provedeny vSechny analyzy v ramci
experimentalni Casti prace. Rovnéz byla provedena optimalizace inkubace bunécnych
lyzath s ara-C, kdy byla stanovena nejvhodné;jsi délka inkubace, a to 30 minut, a vysledna
koncentrace proteinu ve vzorku, tedy 200 pug-ml™!, pro kterou je nejvhodngjsi inkubace
s ara-C o koncentraci 10 pmol-17.

Na zakladé provedenych optimalizaci byla provedena série experimenttl pro stanoveni
aktivity CDA. Analyza aktivity CDA byla provedena v ramci nadorovych bunécnych
linii, liniich tvofenymi diploidnimi burikami a linii imortalizovanych diploidnich bunék,
pfiCemz nejvyssi aktivita CDA byla zaznamenana v rakovinnych liniich. Byla také
zkoumana substratova specifita, kdy byla zaznamenéana vysoka afinita CDA buné¢né linie
HeLa k ara-C, v porovnani s ostatnimi vybranymi substraty vykazovala nejvyssi afinitu
jednoznacné k substratu FC. V porovnani se zkoumanymi bunénymi liniemi vykazovaly

modely PDX vzorki mysiho tumoru a plasmy nizkou aktivitu CDA.
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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
CI
CldC
CldU
CLL
CML
CN-II
Cr
dCTP
DIOS
dNTP
dTMP
dUMP
EdC
EdU
EI

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
S-chlor-2'-deoxyuridin

chronicka lymfocytarni leukemie
chronicka myeloidni leukemie
cytosolicka 5'-nukleotidasa II
cytidin

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

Electrospray Ionization

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-i0d-2'-deoxycytidin

IdU 5-i0d-2'-deoxyuridin

IEX Ion-exchange chromatography

LC/ESIMS 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 regulacni podjednotka ribonukleotidreduktasy

RRM2 mala katalyticka podjednotka ribonukleotidreduktasy

TOF Time-of-flight

Ur uridin

X xanthin
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