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LKB1 jetrena kinaza B1, prema engl. liver kinase B1

MFI sredniji intenzitet fluorescencije, prema engl. mean fluorescence intensity

MTOR  ciljna molekula rapamicina u sisavaca, prema engl. mammalian target of
rapamycin
NAD* oksidirani oblik nikotinamida adenina dinukleotida

NADH reducirani oblik nikotinamida adenina dinukleotida

PI3K fosfoinozitid 3-kinaza, prema engl. phosphoinositide 3-kinase

PML protein promijelocitne leukemije, prema engl. promyelocytic leukemia
protein

PTEN homolog fosfataze i tenzina prema engl. phosphatase and tensin homolog

RARa receptor retinske kiseline, prema engl. retinoic acid receptor
SIRT1 sirtuin 1
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Sazetak

UTJECAJ GLUTAMINA NA DIFERENCIJACIJU STANICA LEUKEMIJSKIH LINIJA

lvan Kodvanj

Agonisti AMP-ovisne kinaze (AMPK), bigvanid metformin i 5-aminoimidazol-4-
karboksamid ribonukleozid (AICAr), koCe proliferaciju stanica leukemijskih linija, ali
samo AICAr potiCe izrazaj diferencijacijskih biljega u monocitnoj liniji U937.
Mehanizam diferencijacije potaknute AICAr-om nije u potpunosti razjasnjen, ali je
znano da ne ovisi o AMPK-u. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi ulogu metabolizma
glukoze i glutamina u ucincima AICAr-a na stanice leukemijskih linija. Koristili smo
komercijalno dostupne setove za mjerenje glukoze, laktata i amonijaka u odgovoru na
agoniste AMPK-a i sve-trans-retinsku kiselinu (ATRA) koja poti¢e granulocitnu
diferencijaciju. Rezultati su pokazali da ATRA smanjuje, metformin povecava, a AICAr
nema ucinaka na potroSnju glukoze i proizvodnju laktata. Medutim, AICAr povecCava
proizvodnju amonijaka, a to povecanje izostaje ako se stanice uzgajaju bez glutamina
ili uz dodatak bis-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2-il)etil sulfida (BPTES),
farmakoloSkog inhibitora glutaminaze 1 (GLS1). Analize proto€nom citometrijom
pokazale su da manjak glutamina i inhibicija GLS1 kole izrazaj diferencijacijskih
biliega u odgovoru na AICAr, ali nemaju ucinaka na diferencijaciju potaknutu ATRA-
om. Ti rezultati upucuju da je metabolizam glutamina povezan s diferencijacijom

stanica U937 u odgovoru na AICAr.

Kljune rijeci: AML, AICAR, diferencijacija, glutamin, glukoza



Summary

THE EFFECTS OF GLUTAMINE IN DIFFERENTIATION OF LEUKEMIA CELL
LINES

lvan Kodvanj

AMP-dependent kinase (AMPK) agonists, the biguanide metformin and 5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside (AICAr) inhibit proliferation of leukemia
cell lines, but only AICAr induces expression of differentiation markers in monocytic
U937 cell line. The mechanism of AICAr-induced differentiation is not fully understood,
but it is known to be AMPK-independent. In this study, we investigated the role of
glucose and glutamine metabolism in AICAr-mediated effects in leukemia cell lines.
We used commercially available kits for measuring glucose, lactate and ammonia in
response to AMPK-agonists and all-trans-retinoic acid (ATRA) as an inducer of
granulocytic differentiation. The results showed that ATRA decreased, metformin
increased, and AICAr had no effects on glucose consumption and lactate production.
However, AICAr increased ammonia production, and the increase was abolished when
U937 cells were grown in the absence of glutamine or in the presence of bis-2-(5-
phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)-ethyl sulphide (BPTES), a pharmacological
inhibitor of glutaminase 1 (GLS1). Flow cytometry analyses revealed that the lack of
glutamine and the inhibition of GLS1 inhibited the expression of differentiation markers
in response to AICAr, but had no effects on ATRA-mediated differentiation. These
results show that glutamine metabolism is associated with AICAr-mediated

differentiation of U937 cells.

Key words: AML, AICAR, differentiation, glutamine, glucose



1. Uvod

1.1. Akutna mijeloi¢na leukemija

Akutne mijeloicne leukemije (AML) zlo¢udne su bolesti koje pogadaju
hematopoetske maticne stanice mijeloidne linije. Leukemijski klon nastaje zbog
steCenih genetskih mutacija i epigenetskih promjena koje uzrokuju poremecenu
diferencijaciju i sazrijevanje te nekontroliranu diobu. Takvi nezreli oblici (blasti) nalaze
se u krvi, a mogu infiltrirati i bilo koje tkivo, pa tako i koStanu srz gdje suprimiraju
normalnu hematopoezu $to dovodi do anemije, trombocitopenije i leukopenije -
poremecaja koji dominiraju u klinickoj slici ove zlo¢udne bolesti. Bolest naj¢eSce
nastupa naglo, iako joj moze prethoditi i mijelodisplasticni sindrom. Ako se ne lijeci,
AML moze dovesti do smrtnog ishoda u nekoliko tjedana. NajCeS¢e pogada starije
dobne skupine, a medijan oboljenja je 67 godina. Tradicionalno se koristi francusko-
americko-britanska klasifikacija (FAB) koja se temelji na morfoloSkim i citokemijskim
osobinama leukemijskih stanica, a AML dijeli u 8 kategorija (AML-MO do AML-M7).
Danas se koristi klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, prema engl.
World Health Organization) koja u obzir uzima Cimbenike koji utje€u na prognozu
bolesti i izbor terapije, a temelji se na genetickim, citogenetiCkim i citoloSkim

(citomorfoloskim i citokemijskim) osobinama stanica (1).

1.2. Diferencijacijska terapija

lako petogodiSnje prezivljenje oboljelih od AML-a iznosi svega 20-30%,
izljeCenje akutne promijelocitne leukemije (APL ili AML-M3 po FAB-klasifikaciji),
podvrste AML-a, iznosi 60-90%. Maniji broj pacijenata oboljelih od APL-a umire akutno
zbog komplikacija terapije dok vecina postiZe trajnu remisiju, a relapsi su rijetki (2).
Razlog uspjesnog lijeCenja APL-a je primjena diferencijacijske terapije sve-trans-
retinskom-kiselinom (ATRA, prema engl. all-trans-retinoic-acid). Posebnost APL-a je
translokacija kromosoma 15 i 17 koja proizvodi fuzijski protein u kojem su vezani
tumorski supresor PML (prema engl. promyelocytic leukemia protein) i receptor za
retinsku kiselinu RARa (prema engl. retinoic acid receptor a) $to dovodi do smanjene
funkcije RARa (3). Diferencijacijski uc€inci ATRA-e objasnjavaju se djelovanjem na
receptor RARa i poticanjem transkripcije gena koji sadrze elemente odgovora na

retinsku kiselinu (RARE, prema engl. retinoic acid response elements).
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Protuleukemijskom ucinku doprinosi i u€inak ATRA-e u visokim koncentracijama na
poveéanu razgradnju fuzijskog proteina PML-RARa proteasomskim putem, $to
omogucuje proteinima PML uspostavu nuklearnih tjeleSaca i aktivaciju proteina p53
(4).

lako je opcée prihvaceno objasnjenje da ATRA ostvaruje svoje diferencijacijske
uCinke na leukemijske stanice djelovanjem na fuzijski protein PML-RARaq,
diferencijacijski u€inci ATRA-e po prvi puta su dokazani na stani¢noj liniji HL-60 (5),
koja uopce ne sadrzi translokaciju izmedu kromosoma 15 i 17 (6), pa tako ni fuzijski
protein PML-RARa (7). Prema FAB-klasifikaciji, stani¢na linija HL-60 odgovara AML-
M2 ili akutnoj mijeloblasti¢noj leukemiji sa sazrijevanjem (6). Ti podatci upucuju da je
mehanizam djelovanja ATRA-e slozeniji od objasnjenja da ATRA djeluje putem
receptora PML-RARa $to otvara mogucnosti da bi boljim poznavanjem mehanizma

djelovanja ATRA-e mogli pojacati njezine u€inke mijenjanjem stani¢nih procesa.

1.3. Unutarstani€ni signalni putevi i diferencijacija ATRA-om

Signalni put fosfoinozitid 3-kinaze (PI3K, prema engl. phosphoinositide 3-
kinase)/Akt aktivira se nizvodno od receptora za inzulin i Cimbenike rasta te se
uglavnom smatra odgovornim za prijenos proliferacijskog signala (8). Buduci da je
hiperaktivacija PI3K/Akt Cesta u zloéudnim hematoloSkim bolestima, razvijeni su
inhibitori tog signalnog puta kako bi se zako ila proliferacija stanica (9,10). Medutim,
prijasSnja istrazivanja pokazala su da se aktivacija PI3K (11) i Akt (12) zamjecéuje u
jezgrama leukemijskih stanica koje se diferenciraju pomoc¢u ATRA-e te je pokazano
da iako inhibicija PI3K/Akt koCi proliferaciju, istodobno smanjuje i diferencijaciju stanica
u odgovoru na ATRA-u (11-13).

Ciljna molekula rapamicina u sisavaca (mMTOR, prema engl, mammalian target
of rapamycin) aktivira se nizvodno od Akt te regulira sintezu proteina, stani¢ni ciklus,
metabolizam i autofagiju (8). Kako je pokazano da prekomjerna aktivacija mTOR
povratnom spregom smanjuje aktivnost uzvodnog dijela puta PI3K-AKT (8), moguce
je da bi se diferencijacijski u¢inak ATRA-e mogao pojacati inhibiranjem mTOR-a.
Rezultati in vitro potvrduju da farmakoloSka inhibicija mTOR-a pojacava
diferencijacijske u¢inke ATRA-e na HL-60 i NB4 stanicama (14,15), dok istovremena

inhibicija PI3K i mTOR-a znatno smanjuje diferencijacijske u€inke ATRA-e (13).



1.4. AMPK

FizioloSki inhibitor mTOR-a je AMP-ovisna kinaza (AMPK, prema engl. AMP-
activated protein kinase). AMPK je unutarstani¢ni senzor omjera ATP-a i AMP-a te se
sastoji od katalitiCke podjedinice a i dvije regulacijske podjedinice 8 i y. U uvjetima
kada stanici nedostaje energije u njoj se nalaze manje koliCine ATP-a te vece koliCine
AMP-a i ADP-a koji se vezu za y podjedinicu i aktiviraju AMPK. Kako bi AMP i ADP
mogli aktivirati AMPK, jetrena kinaza B1 (LKB1, prema engl. liver kinase B1) mora
prethodno fosforilirati AMPK (16,17). Kada stanici nedostaje energije, ostvaruju se
uvjeti da se to i dogodi jer ¢e osim promjene omjera AMP-a i ATP-a doci i do promjena
u omjeru NAD* i NADH. Povec¢ani omjer NAD*/NADH aktivira sirtuin 1 (SIRT1, prema
engl. sirtuin 1) koji putem LKB1 aktivira AMPK. Takoder vjerojatno postoji i pozitivha
povratna sprega izmedu SIRT1 i AMPK jer regulacija NAD*/NADH putem AMPK-a
dodatno pojacava aktivnost SIRT1 (18). Aktivirani AMPK jedan je od glavnih proteina
u stanicama koji kocCi anaboliCcke i potice kataboliCke procese. UnutarstaniCcnom
signalizacijom AMPK povec¢ava unos glukoze i masnih kiselina u stanice, potice
njihovo iskoriStavanje i smanjuje njihovu sintezu, poja¢ava proces autofagije, stimulira
mitogenezu te smanjuje reakcije sinteze proteina putem inhibicije mTOR-a (16,17).
Upravo zbog sposobnosti da inhibira mTOR, $8to mozZe pojacati ATRA-ine
diferencijacijske ucinke kao sto je prethodno opisano (13,14), istrazivano je djelovanje
Cesto koristenih farmakoloskih aktivatora AMPK-a, 5-aminoimidazola-4-karboksamida
ribonukleozida (AICAr) i metformina, na diferencijaciju leukemijskih stanica
posredovanu ATRA-om (19).

1.5. AICAr i metformin

AICAr je spoj koji prolazi kroz staniénu membranu i preteCa je 5-
aminoimidazola-4-karboksamida ribonukleozida monofosfata (AICAR, ZMP),
endogenog intermedijera metabolizma purina. AICAR, kao analog AMP-a, pokazuje
sposobnost aktiviranja AMPK vezanjem y-podjedinice (20). AICAR utjeCe na
transkripciju 50 razliCitih gena ukljuCenih u regulaciju metabolizma (21). U kulturi
mioblasta pokazano je da poveéava B-oksidaciju masnih kiselina (22), te povecava
unos glukoze u stanice djelovanjem na transportere GLUT4 (23). U kontekstu
hematoloskih bolesti, AICAr moze zaustaviti proliferaciju i inducirati apoptozu u
stani¢nim linijama akutne limfoblasti¢ne leukemije CCRF-CEM (T-ALL), NALM6 (Bp-
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ALL), REH (Bp-ALL, TEL/AML1) i SupB15 (Bp-ALL, BCR/ABL) (24). U stanicama
kroni¢ne limfocitne leukemije AICAr ostvaruje citotoksi¢ne ucinke neovisno o aktivaciji
AMPK-a (25) zbog Cega je i bio istrazivan kao lijek za kroni¢nu limfocitnu leukemiju u
klinickim studijama (26). Dodatno, u naSem prethodnom radu, AICAr je pospjesSio
uCinke ATRA-e na stanice HL-60 i NB4 te samostalno potaknuo izrazaj
diferencijacijskih biljega u stanicama monaocitne linije U937 neovisno o AMPK-u (19).
Jos jedan agonist AMPK-a je metformin, lijek iz skupine bigvanida, naj¢eSce
koriSten kao lijek prvog izbora za Secernu bolest tipa 2. Metformin je zapravo neizravni
agonist AMPK-a jer svoje u€inke ostvaruje inhibicijom kompleksa 1 mitohondrijskog
respiracijskog lanca. Tako smanjuje proizvodnju ATP-a te posljedi¢no u stanicama
smanjuje omjer ATP/ADP, a poveéava omjer NAD* i NADH §to aktivira AMPK (17,27).
Za razliku od AICAr-a, metformin ne pokazuje diferencijacijske ucinke na stanice HL-
60, NB4 i U937, iako oba agonista imaju usporedive ucinke na broj zivih stanica (19).
lako se i AICAr i metformin uobiCajeno koriste kao farmakoloski agonisti AMPK-a,
postoji sve viSe rezultata koji ukazuju da svoje uc€inke u stanici na proliferaciju,
prezivljenje i metabolizam ostvaruju neovisno o AMPK-u (17). Buduc¢i da su opisane
razlike u djelovanju AICAr-a i metformina na glikolizu (17), moguce je da su razli€iti
ucinci na puteve stani¢nog energetskog metabolizma odgovorni za razliku u njihovom

djelovanju na diferencijaciju leukemijske stanice.

1.6. Metabolizam i leukemije

Nedavno je opisano da AMPK-neovisni proapoptoti¢ki ucinci metformina u
stanicama AML-a ovise o koCenju oksidativne fosforilacije i poticanju glikolize, ali u€inci
AICAR-a nisu istraZzeni (28). U usporedbi sa stanicama HL-60, stanice U937 zbog
delecije fosfataze PTEN (homolog fosfataze i tenzina, prema engl. phosphatase and
tensin homolog) imaju povecanu aktivnost signalnog puta PI3K/Akt/mTOR te povecani
intenzitet glikolize i u bazalnim uvjetima (28). Uloga glikolize u diferencijaciji
leukemijskih stanica je samo djelimice istrazena, ali je opisano da u stanicama HL-60
ATRA smanjuje potroSnju glukoze i nastanak laktata tijekom diferencijacije (29). U
modelu mati¢nih stanica znano je da glikoliza prevladava u slabije diferenciranim
stanicama (30).

Glutamin je uz glukozu glavni izvor energije za povecani rast i diobu malignih

stanica, pa je inhibicija unosa i metabolizma glutamina nedavno predloZena kao novi
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oblik lije€enja AML-a (31). Glutamin je uvjetno esencijalna aminokiselina koja se moze
ukljuciti u ciklus limunske kiseline preko a-ketoglutarata (aKG) (slika 1.) te se stoga u
stanicama Koristi za odrzavanje anaplerotskih reakcija u ciklusu limunske kiseline (32).
Nedostatak glutamina dovodi do smanjenja proliferacije stani¢nih linija HL-60, THP-1,
Kasumi-1 i NB4, a nadomjesStanje intermedijera ciklusa limunske kiseline
oksaloacetatom sprjeCava suprimirajuci u€inak manjka glutamina na rast stanica HL-
60 linije (33). Takoder, iako se terapijski u€inak asparaginaze kod lijeCenja akutne
limfoblasticne leukemije objaSnjava snizavanjem koncentracije asparagina i
nemoguénoScu stanica ALL-a da sintetiziraju asparagin, primjena asparaginaza
dovodi i do sniZzenja koncentracije glutamina. Upravo snizenje glutamina moze biti jo$
jedno od objasnjenja uspjesnosti ove terapije ALL-a jer glutamin ulazi u ogranicavajucu
reakciju sinteze purina koji su potrebni za izgradnju DNA (32,34). Uloga glutamina u
diferencijaciji opisana je u eritroidnom sazrijevanju mati¢nih stanica (35) i alternativnoj
aktivaciji makrofaga (36), a u leukemijskim stanicama opisano je da manjak glutamina
pospjesuje diferencijaciju stanica U937 u monocitnom smjeru (37).

Najbolji dokaz da metabolizam ima ulogu u diferencijaciji leukemijskih stanica
pruzila su nedavna istrazivanja u€inaka farmakoloskih inhibitora mutirane izocitrat-
dehidrogenaze (IDH). IDH je enzim koji u ciklusu limunske kiseline (Krebsov ciklus ili
TCA, prema engl. tricarboxylic acid cycle) pretvara izocitrat u aKG (slika 1.). Mutacija
IDH zamjecuje se u 10-20% oboljelih od AML te dovodi do nastanka onkometabolita,
2-hidroksiglutarata, i manjka aKG, intermedijera metabolizma glutamina, Sto se
povezuje sa smanjenom aktivnosti histonskih demetilaza i posljedi¢nim koCenjem
diferencijacije stanica (4). Inhibicija mutacija IDH in vitro potiCe diferencijaciju stanica
eritroleukemije TF-1, primarnih uzoraka stanica AML, te glioma (38,39), a od 2017.
godine je i u klini¢koj primjeni inhibitor IDH, enasidenib, koji se koristi za lijeCenje AML-

a s mutacijom IDH kod kojih poti€e diferencijaciju blasta (40).
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Slika 1. Shematski prikaz metabolizma glukoze i glutamina.

aKG — a-ketoglutarat, Ac-CoA — acetil-koenzim A, BPTES - bis-2-(5-fenilacetamido-
1,3,4-tiadiazol-2-il)etil sulfid, Cit — citrat, F6P — fruktoza 6-fosfat, G6P — glukoza 6-
fosfat, GDH — glutamat dehidrogenaza, GIn — glutamin, GLS1 — glutaminaza 1, Glu —
glutamat, IDH — izocitrat dehidrogenaza, IsoCit — izocitrat, JIMJD3 — histonske lizinske

demetilaze koje sadrze domenu Jumonji 3, Me — metilna skupina, Succ — sukcinat



2. Hipoteza

UcCinci AICAr-a na stanice leukemijskih linija ovise o metabolizmu glukoze i glutamina.

3. Opéi i specificni ciljevi rada

Opé¢i cilj ovog rada je odrediti ulogu metabolizma glukoze i glutamina u
diferencijaciji stanica leukemijskih linija.

Specifi¢ni ciljevi rada:
1. Odrediti promjene u metabolizmu glukoze i glutamina u stanicama HL-60 i
U937 koje su tretirane ATRA-om, AICAr-om i metforminom.

2. Ispitati ulogu metabolizma glutamina u diferencijaciji stanica U937 koje su
tretirane AICAr-om i ATRA-om.



4. Materijali i metode

4.1. Kemikalije

5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleozid (AICAr, A9978) kupljen je od
tvrtke Sigma (St. Louis, MO, SAD) i razrijeden u sterilnoj vodi do otopine temeljne
koncentracije 100 mM. 1,1-dimetilbigvanid hidroklorid (metformin, D150959) kupljen je
od tvrtke Sigma i razrijeden u mediju RPMI 1640 do otopine temeljne koncentracije 1
M. Sve-trans-retinska kiselina (ATRA, #554720) kupljena je od tvrtke Calbiochem (San
Diego, CA, SAD) i razrijedena u dimetil-sulfoksidu do otopine temeljne koncentracije 1
mM. Bis-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2-il)-etil sulfidom (BPTES, SML0601)
kuplijen je od tvrtke Sigma i razrijeden u dimetil-sulfoksidu do otopine temeljne
koncentracije 10 mM.

Monoklonska protutijela konjugirana s fluorescein izotiocijanatom (FITC) za
CD11b (IM0530) i CD64 (IM1604) te FITC-konjugirani misji IgG1 (IM0639) kupljeni su
od tvrtke Immunotech Beckman Coulter (Marseille, Francuska).

Setovi za odredivanje glukoze (MAK263), laktata (MAKO065) i amonijaka
(AA0100) kupljeni su od tvrtke Sigma.

Medij RPMI-1640, fetusni govedi serum (FBS, prema engl. fetal bovine serum),
L-glutamin, penicilin/streptomicin kupljeni su od tvrtke Thermo Fisher Scientific — Gibco
(Waltham, MA, SAD).

4.2. Staniéna kultura

Stani¢ne linije HL-60 i U937 kupljene su od European Collection of Animal Cell
Cultures (ECACC 98070106 i 88112501; Porton, Salisbury, UK). Stanice su uzgajane
u mediju RPMI-1640 uz dodatak 10%-tnog FBS-a inaktiviranog toplinom, L-glutamina
(2 mM), penicilina (50 U/ml) i streptomicina (50 pg/ml) u vlaznom okoliSu temperature
37 °C uz 5%-tni COa.

U pokusima, stanice su centrifugirane i rasprSene u odgovaraju¢em mediju (sa
i bez glutamina). Broj Zivih stanica odreden je pomocu hemocitometra i tripanskog
modrila. Stanice su zasadene u ploCe sa 6 bunari¢a u koncentraciji 2 x 105/mL te
izloZzene djelovanju AICAr-a (0.5 mM), ATRA-e (1 puM) i metformina (15 mM). U
pokusima u kojima je odredivana uloga glutaminaze 1 (GLS1), farmakoloski inhibitor

BPTES (10 uM) dodan je 15 minuta prije dodavanja tvari.



4.3. Utvrdivanje koncentracije glukoze, laktata i amonijaka

Nakon inkubacije, odreden je broj Zivih stanica. Stanice su centrifugirane, a
prikupljeni nadtalozi pohranjeni na -20 °C. Koncentracije metabolita odredene su
pomocu komercijalno dostupnih setova prema uputama proizvodaca. Za ocitavanje
apsorbancije u uzorcima u kojima su mjerene koncentracije glukoze i laktata koristen
je kolorimetrijski Citac plocica 680 XR tvrtke Bio-Rad (Hercules, CA, SAD), a za uzorke
u kojima je mjerena koncentracija amonijaka Kkoristen je spektrofotometar
Biophotometer tvrtke Eppendorf (Hamburg, Njemacka). Vrijednosti koncentracija
metabolita odredene su u duplikatu koriStenjem baZdarnih pravaca dobivenih
linearnom regresijom iz rezultata apsorbancije standarda prema uputama
proizvodaca. Bazdarni pravci dobiveni su pomo¢u programa GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software., La Jolla, CA, SAD).

4.4. Proto€na citometrija

Nakon inkubacije, odreden je broj zivih stanica. Stanice su potom oprane u
hladnoj puferiranoj fizioloSkoj otopini (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) te
inkubirane u otopini PBS-a koja sadrzi 0,1%-tni natrijev azid uz dodatak odgovarajucih
protutijela (anti-CD11b, anti-CD64 ili izotipska kontrola IgG1). Nakon inkubacije uzorci
su oprani u PBS-u te su obiljeZzene stanice rasprSene u 200 uL PBS-a s azidom i signal
je ocitan protoénom citometrijom pomocu uredaja FACSCalibur system (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, SAD). Prikupljeni podatci obradeni su pomocu
racunalnog programa Cell Quest (BD Biosciences).

Stanice su oznafene kao zive koristeCi njihove osobine rasprdenja laserske
svjetlosti prema naprijed (FSC, prema engl. forward scatter) i u stranu (SSC, prema
engl. side scatter). Za odredivanje srednjeg intenziteta fluorescencije (MFI, prema
engl. mean fluorescence intensity), MFI izotipske kontrole je oduzet od MFI-ja uzorka

obiljezenog specificnim protutijelom.

4.5. Statisticka obrada

Rezultati su prikazani u obliku srednje vrijednosti +/- standardna greSka
(S.E.M., prema engl. standard error of the mean) i analizirani Studentovim t-testom uz
odabranu razinu znacajnosti p<0,05. Za statistiCku obradu koriSten je Microsoft Excel
(Microsoft, Redmond, WA, SAD).



5. Rezultati

5.1. Uc¢inak diferencijacijskih tvari i metformina na potrosnju glukoze,
proizvodnju laktata i proizvodnju amonijaka u leukemijskim stanicama

Stanice HL-60 i U937 izlozili smo tijekom 48 sati djelovanju AICAr-a (0.5 mM),
ATRA-e (1 uM) i metformina (15 mM). Nakon inkubacije odredili smo broj Zivih stanica
te kolorimetrijskim metodama odredili koncentracije glukoze, laktata i amonijaka u
nadtalozima stani¢nih uzoraka. PotroSnja glukoze odgovarala je razlikama
koncentracije glukoze u mediju bez stanica i koncentracija glukoze u pojedinim
uzorcima. Potrosnja glukoze te proizvodnja laktata i amonijaka izrazeni su prema broju
Zivih stanica. Kao Sto je vidljivo na slici 1, potroSnja glukoze i proizvodnja laktata u
kontrolnim stanicama HL-60 bila je ne$to manja nego u stanicama U937, kao $to je
prethodno opisano (28). Metformin je povecavao potro$nju glukoze i proizvodnju
laktata u obje stanicne linije, a trend promjena u koncentracijama glukoze i laktata
upucuje na aktivaciju glikolitickog puta. ATRA je znacCajno smanjivala potroSnju
glukoze i proizvodnju laktata u stani¢noj liniji HL-60. U stanicama tretiranima AICAr-
om potrosSnja glukoze i proizvodnja laktata nije se zna€ajno razlikovala od vrijednosti
u kontrolnim stanicama. Medutim, AICAr je jedini od koriStenih tvari statistiCki znacajno

povecéavao proizvodnju amonijaka u obje stanicne linije.

5.2. Metabolizam glutamina i u€inci AICAr-a

Buduci da je opisano da je glutamin glavni izvor proizvodnje amonijaka u
stanicama (41), stanice U937 zasadili smo u mediju koji je sadrzavao 2 mM glutamin i
u mediju bez glutamina te smo ih tretirali AICAr-om tijekom 72 h. Na slici 2a vidljivo je
da se proizvodnja amonijaka znacajno poveéava u stanicama tretiranim AICAr-om
kada su zasadene u mediju koji sadrzi glutamin, a to povecanje izostaje u stanicama
koje se tretiraju AICAr-om u mediju bez glutamina. Ovi rezultati upucuju da je glutamin
glavni izvor povecane proizvodnje amonijaka u stanicama U937 koje su tretirane
AICAr-om.

Potom smo ispitali uinak manjka glutamina na broj zivih stanica i izrazaj
diferencijacijskih biliega CD11b i CD64. Kao Sto je prikazano na slici 2b, manjak
glutamina statistiCki znac¢ajno smanjuje broj kontrolnih stanica, ali nema znacajni

uc¢inak na smanjenje broja stanica u odgovoru na AICAr. Medutim, na slici 2c i 2d
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vidljivo je da AICAr znacCajno povecava izrazaj biliega CD11b i CD64 u stanicama

zasadenim u mediju koji sadrzi glutamin, dok porast izrazaja CD11b izostaje kod

stanica koje su zasadene u mediju bez glutamina. Nedostatak glutamina u mediju nije

statistiCki znacajno utjecao na uCinak AICAr-a na izrazaj CD64.
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Slika 1. AICAr nema uéinaka na potrosSnju glukoze i proizvodnju laktata, ali

znacajno povecava proizvodnju amonijaka. Stanice HL-60 i U937 inkubirane su u
nazoc¢nosti AICAr-a (0,5 mM), ATRA-e (1 uM) i metformina (15 mM) tijekom 48 h.

PotroSnja glukoze (a), proizvodnja laktata (b) i proizvodnja amonijaka (c) odredeni su
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komercijalno dostupnim testovima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri
pokusa £ S.E.M. * p<0.05
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Slika 2. U¢inak AICAr-a na proizvodnju amonijaka te izrazaj diferencijacijskih
biljega ovisi o glutaminu. Stanice U937 inkubirane su u nazoc¢nosti AICAr-a (0,5
mM), tijekom 72 h u mediju sa ili bez 2 mM glutamina. Proizvodnja amonijaka (a)
odredena je komercijalno dostupnim testom, broj zZivih stanica (b) tripanskim modrilom,

a izrazaj billega CD11b (c) i CD64 (d) proto€nom citometrijom. e) Primjerni histogrami
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analize izrazaja bilega CD11b; puna crta predstavlja izotipsku kontrolu, dok
isprekidana crta predstavlja CD11b. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri
pokusa £ S.E.M. * p<0.05

Kako bismo dodatno opisali put kojim glutamin regulira u€inke AICAr-a, ispitali
smo ulogu aktivnosti GLS1, koja je glavni enzim razgradnje glutamina u stanicama.
Stanice U937 zasadili smo u mediju koji je sadrzavao 2 mM glutamin, ali smo stanice
tretirali 10 uM BPTES-om koji je farmakoloski inhibitor GLS1. Kao Sto je vidljivo na slici
3a, farmakoloSka inhibicija GLS1 BPTES-om smanjuje proizvodnju amonijaka u
kontrolnim stanicama te ponistava ucinke AICAr-a. Ovi rezultati sukladni su rezultatima
prikazanima na slici 2a u kojima smo ispitali u€inke manjka glutamina te potvrduju da
je ucinak AICAr-a na povecanje koncentracije amonijaka posredovan aktivacijom
GLS1.

Dodatno, prethodno dodavanje BPTES-a nije ponistilo ucinak AICAr-a na
smanjenje broja stanica (slika 3b), ali je znaCajno smanijilo izrazaj biliega CD11b (slika
3c). Sli¢no rezultatima prikazanim na slici 2d, BPTES nije statistiCki znaCajno utjecao
na ucinak AICAr-a na izrazaj diferencijacijskog biljiega CD64 (slika 3d). Primjerni
histogrami podataka dobivenih proto€nom citometrijom za CD11b u ovom pokusu
prikazani su na slici 3e.

Buduci da su rezultati pokusa prikazani na slikama 2c i 2d sukladni rezultatima
prikazanim na slikama 3c i 3d, moZe se pretpostaviti da AICAr ostvaruje ucinke na
izrazaj CD11b djeluju¢i na metabolizam glutamina i njegovu razgradnju glutaminazom
1.
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Slika 3. BPTES, farmakoloski inhibitor GLS1, ko¢i u¢inak AICAr-a na proizvodnju

amonijaka te izrazaj diferencijacijskih biljega. Stanice U937 inkubirane su u

i AICAr

nazocnosti AICAr-a (0,5 mM), tijekom 72 h. BPTES je dodan 15 minuta prije dodavanja
AICAr-a. Proizvodnja amonijaka (a) odredena je komercijalno dostupnim testom, broj
Zivih stanica (b) tripanskim modrilom, a izrazaj biliega CD11b (c) i CD64 (d) proto¢nom
citometrijom. e) Primjerni histogrami analize izraZaja billega CD11b; puna crta
predstavlja izotipsku kontrolu, dok isprekidana crta predstavlja CD11b. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost tri pokusa + S.E.M. * p<0.05
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5.3. Metabolizam glutamina i u€inci ATRA-e
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Slika 4. U¢inci ATRA-e na povecani izrazaj diferencijacijskih biljega ne ovise o
glutaminu. Stanice U937 inkubirane su u nazoc¢nosti AICAr-a (0,5 mM) i ATRA-e (1
pMM), tijekom 72 h u mediju sa ili bez 2 mM glutamina. Broj Zivih stanica (a) odreden je
tripanskim modrilom, a izraZaj biliega CD11b (b) i CD64 (c) protoénom citometrijom.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost najmanje tri pokusa £ S.E.M. * p<0.05

lako i AICAr i ATRA povecavaju izrazaj diferencijacijskih biliega u stanicama
U937, ATRA nije povecavala produkciju amonijaka (slika 1c). Kako bismo dodatno
potvrdili specificnu ulogu metabolizma glutamina u ucincima AICAr-a, ispitali smo
utjecaj manjka glutamina na ucinke AICAr-a i ATRA-e. Kao $to je vidljivo na slici 4a,
manjak glutamina smanjuje broj Zivih stanica u svim skupinama. Medutim, manjak

glutamina u potpunosti koci u€inke AICAr-a na izrazaj CD11b, ali nema znacajnog
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uCinka na izrazaj biljega CD11b (slika 4b) u stanicama tretiranim ATRA-om te dodatno
povecéava izrazaj biljiega CD64 (slika 4c).
Svi rezultati prikazani na slici 4. dodatno su potvrdeni pokusima u kojima su

stanice prethodno tretirane BPTES-om.
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Slika 5. BPTES, farmakoloski inhibitor GLS1, ne smanjuje izrazaj
diferencijacijskih biljega u stanicama inkubiranima s ATRA-om. Stanice U937
inkubirane su u nazo¢nosti AICAr-a (0,5 mM) i ATRA-e (1 puM), tijekom 72 h. BPTES
je dodan 15 minuta prije dodavanja AICAr-a. Broj zivih stanica (a) odreden je
tripanskim modrilom, a izrazaj biliega CD11b (b) i CD64 (c) protoénom citometrijom.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost najmanje tri pokusa + S.E.M. * p<0.05

Kao $to je vidljivo na slici 5, BPTES sprjeCava povecanje izrazaja biliega CD11b
posredovano AICAr-om, ali nema ucinaka na povecéani izrazaj CD11b i CD64 u

stanicama koje su diferencirane pomo¢u ATRA-e. Dobiveni rezultati upucuju da je
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ovisnost o metabolizmu glutamina specificna za diferencijaciju posredovanu AICAr-
om, a da nije osobitost metaboli¢kih promjena nuznih za diferencijaciju stanica u

odgovoru na ATRA-u.
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6. Rasprava

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su da ATRA smanjuje potrosnju glukoze i
proizvodnju laktata u stanicama HL-60, kao $to je i prethodno opisano (29). Buduci da
ATRA snazno potiCe diferencijaciju leukemijskih stanica, ovi rezultati su oCekivani jer i
druge stanice vecéeg stupnja diferencijacije pokazuju smanjenu glikolitiCku aktivnost i
pojacanu aktivhost oksidativnog metabolizma u odnosu na mati¢ne stanice (30).
Smatra se da anaerobni metabolizam prevladava u mati¢nim stanicama kako bi
omogucio dostatnu sintezu ATP-a, a bez nastanka slobodnih radikala kisika koji mogu
ostetiti DNA i tako narusiti njihovu cjelozivotnu funkciju obnavljanja. Nadalje, u
anaerobnom metabolizmu intermedijeri glikolize mogu se Koristiti kao preteCe za
sintezu drugih molekula bitnih za stanicu. Takoder, istraZivanja su pokazala da je
moguce utjecati na diferencijaciju stanica djelovanjem na metabolizam. Primjerice,
blokiranjem oksidativnhog metabolizma moguce je sprijeciti diferencijaciju stanica, dok
inhibicija glikolitickih enzima i enzima puta pentoza fosfata ubrzava diferencijaciju.
Objasnjenje ovog fenomena je da su intermedijeri metabolizma, kao §to su ATP, acetil-
CoA, uridin-difosfat-N-acetilglukozamin i S-adenozilmetionin ujedno i regulatori
genske ekspresije. Primjerice, acetil-CoA bitan je za acetilaciju gena dok N-
acetilglukozamin posttranslacijski modificira proteine ukljuéene u izrazaj gena (30).

Zamijetili smo i povecanu potro$nju glukoze u stanicama U937 u odnosu na
kontrolne stanice HL-60, a ta se osobitost stanica U937 pripisuje mutaciji fosfataze
PTEN koja u konacnici dovodi do poveéane aktivnosti PI3K/Akt signalnog puta i
pojacane glikolize (28). Metformin je ocCekivano pojaCavao potroSnju glukoze i
proizvodnju laktata u obje stani€ne linije jer su prethodna istrazivanja (28) pokazala da
metformin djeluje tako $to koCi respiracijski lanac te pojatava potrosSnju glukoze i
smanjuje potrodnju kisika u stanicama HL-60 i U937. AICAr nije imao znacajnog
utjecaja na potrosnju glukoze i proizvodnju laktata u obje stanicne linije. Ucinci AICAr-
a u stanicama U937 prethodno nisu opisani, a ucinci u drugim modelima ovise o
vrstama stanica. lako su AICAr i metformin naj¢eSce rabljeni agonisti AMPK-a, sve
viSe istraZzivanja pokazuje da su mnogi ucinci ovih tvari na stani¢ne odgovore neovisni
0 AMPK-u. Tako je opisano da su metabolicki u€inci metformina i AICAr-a u stanicama
HEK-293 razliCiti jer metformin pospjeSuje, a AICAr koCi potroSnju glukoze i

proizvodnju laktata (17).
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Medutim, AICAr je statistiCki znacajno povecavao proizvodnju amonijaka u obje
stani¢ne linije, a ti u€inci su izostali u stanicama koje su tretirane metforminom i ATRA-
om. Svi na8i pokusi u kojima smo stanice inkubirali u mediju bez glutamina ili u
nazoc¢nosti inhibitora GLS1 pokazali su da je glavni izvor amonijaka metabolizam
glutamina, tj. glutaminoliza. Do sada, koliko nam je poznato, nije opisano da AICAr
povecéava proizvodnju amonijaka ili glutaminolizu, iako je opisana uloga glutamina i
amonijaka u regulaciji signalnog puta AMPK/mTOR. Tako je opisano da amonijak
aktivira mTOR u uvjetima uzgoja stanica Hep3B u mediju bez glutamina (42), ali i da
pojacava autofagiju u stanicama U20S tako $to ko i signalni put mTOR (41). NaSa su
dosadasnja istrazivanja pokazala da AICAr i drugi agonisti diferencijacije stanica U937
potiCu izrazaj biljega autofagije i protok autofagije, ali da diferencijacija ne ovisi 0
kljucnim proteinima klasi¢nog puta autofagije (43). Postoji mogucnost da nastanak
amonijaka doprinosi povec¢anju biljega autofagije koji smo zamijetili u stanicama U937
nakon dugotrajnog (48 sati) izlaganja AICAr-u.

Nasa istrazivanje je po prvi puta pokazalo da ucinci AICAr-a na izrazaj
diferencijacijskih biljega ovise o metabolizmu glutamina. Do sada su opisane razliCite
uloge glutamina u diferencijaciji stanica. U mi$jim embrionalnim mati¢nim stanicama
opisano je da stanice koje se uzgajaju u mediju bez glutamina zadrzavaju svojstvo
pluripotentnosti (44). Nadalje, usmjeravanje hematopoetskih mati¢nih stanica ka
pojedinoj liniji ovisi o nazo€nosti glutamina jer se stanice nakon izlaganja eritropoetinu
u mediju s glutaminom diferenciraju u smjeru eritrocita, a u mediju bez glutamina
usmjeravaju ka mijeloidnoj lozi (35). Isto tako, polarizacija makrofaga u smjeru M1 i
M2 ovisi o glutaminu jer je pri manjku glutamina moguc¢a samo klasi¢na aktivacija, a
alternativna aktivacija u smjeru M2 izostaje (36).

U naSem istrazivanju nismo objasnili kako poveéana glutaminoliza utjeCe na
transkripciju gena odgovornih za diferencijaciju, ali su rezultati drugih autora uputili na
mogucu ulogu aKG i biosinteze nukleotida (35). Omjer aKG i sukcinata tako se smatra
kljucnim za ucinke glutamina u misjim embrionalnim matiénim stanicama (44) i
polarizaciji makrofaga (36), a posljedica je regulacije histonske demetilaze Jumoniji
(JMJD3) koja je odgovorna za regulaciju transkripcije gena. Medutim, inhibicija
glutaminaze u hematopoetskim mati¢nim stanicama ne moze se nadomijestiti aKG-om

nego samo dodatkom nukleotida (35). U naSem bi modelu, stoga, takoder valjalo
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ispitati mogucu ulogu JMJD3, aKG i nukleotida u u€incima AICAr-a na izrazaj gena za
CD11bi CD64.
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7. Zaklju€ci

1. ATRA smanjuje, metformin povecava, a AICAr nema znacajnog ucinka na
potrosnju glukoze i proizvodnju laktata u stanicama HL-60 i U937.

2. AICAr povecava proizvodnju amonijaka koja ovisi o glutaminu i aktivnosti
glutaminaze 1.

3. Ucinci AICAr-a na izrazaj diferencijacijskih biljega ovise o nazo¢nosti glutamina
u mediju.

4. Farmakolo$ki inhibitor glutaminaze 1 koci ucinke AICAr-a na izrazaj
diferencijacijskih biljega.

5. Ugcinci AICAr-a na smanjenje broja stanica ne ovise o glutaminu i glutaminazi 1.

6. Ucinci ATRA-e na povecani izrazaj diferencijacijskih biliega ne ovise o

glutaminu i aktivnosti glutaminaze 1.
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