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1. Abstrakt

Tato prace souhrnné pojednava o pfispéni molekularné genetického vyzkumu
mechanismu rezistence bunék chronické myeloidni leukémie (CML) vaci écbé
inhibitory tyrozinovych kinaz (TKI) a molekularné genetického vysetfovani genu BCR-
ABL1 ke sledovani prubéhu nemoci a optimalizaci I1éEby pacientd s CML. Témto
tématim se v nasi laboratofi ve spolupraci s lékafi UHKT a dal$ich hematologickych
center v CR a zahrani&i vénujeme jiz pfes 10 let.

Zjistili jsme slibné farmakogenetické markery, které maji potencial jiz v dobé
diagnézy urc€it, sjakou pravdépodobnosti bude u pacientd [é€ba imatinibem
(nejrozSifenéjsi preparat v 1. linii l1écby) ucinna ¢i selZze. Individualni dispozice
leukemickych bunék pfijimat imatinib souvisi s rozvojem rezistence v pfipadé
subletalnich vnitrobunécnych koncentraci. Nebezpenym mechanismem rezistence
CML bunék vuci TKI jsou mutace v kinazové (KD) doméné BCR-ABL1. VySetfovani
mutacniho stavu KD BCR-ABL1, ktery zapfiCifuje rezistenci vici TKI u zhruba
poloviny pacientll se znaky neucinnosti |éCby, pfispélo k Casné zméné |éCby
aplikovanim ucinnych TKI druhé pfipadné tfeti generace, a to i diky znalosti typu
mutace. Ukazali jsme, Ze diky revolucni technologii sekvenovani nové generace
mame nakroCeno jesté k ¢asnéjSimu odhalovani rozvoje mutaci v prabéhu IéCby a
sledovani vyvoje mutovanych klonu, které umozni zpfesnit a zefektivnit nasledujici
lécbu.

Velkou pfekazku k uplnému vyléCeni CML pfedstavuji samotné leukemické
kmenové bunky, pfedevsim spici formy. Cileni CML kmenovych bunék je
v soucasnosti v popfedi svétoveho vyzkumu. V nas$i laboratofi se vénujeme studiu
konkrétni signalni drahy, kterou v leukemickych kmenovych bunkach tvofi
nefyziologicky funkéné propojené transkripéni faktory a microRNA zprostfedkované
aktivitou BCR-ABL1. CML kmenové buriky jsou vuci 1éEbé TKI rezistentni a zpUsobuiji
relaps onemocnéni po vynechani IéCby i u pacientd, ktefi se dlouhodobé nachazeji
v hlubokych molekularnich odpovédich i s nedetekovatelnymi molekulami transkriptu
BCR-ABLL1.

V lékafské praxi CML se vyznamné uplatnilo pravidelné vySetiovani hladin
transkriptu BCR-ABL1 v periferni krvi. U tohoto prakticky vyuzivaného molekularné

genetického vySetfovani je vSak neustale co zlepSovat. V ramci CR a celé Evropy



bylo zasadni harmonizovat a standardizovat kvantitativni stanoveni onkogenu BCR-
ABL1 mezi laboratofemi pro vydavani vysledkl v mezinarodnim méfitku. Diky
standardizaci a optimalizaci tohoto typu vySetfeni jsme mohli spoleCné s dalSimi
evropskymi referencnimi laboratofemi definovat méfeni a hodnoceni hluboké
molekularni odpovédi, tedy minimalni zbytkovou nemoc u CML, coz zasadnim
zpusobem pfispélo k uskuteénéni evropské klinické studie vysazujici 1é€bu TKI u
pacientl, ktefi se 1&Cili minimalné 3 roky a setrvali v hluboké molekularni odpovédi

alespon 1 rok.

2. Uvod

Molekularni genetice jako nastroji pro vyzkum a diagnostiku chronické myeloidni
leukémie (CML) se vénuji od fijna roku 2006, tedy od zacatku svého pusobeni
v Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze. Mym prvnim tkolem bylo studovat
mechanismus resistence CML bunky vac&i imatinibu zprostfedkovany mutacemi
v kinazové domeéné onkogenu BCR-ABL1. Bylo tomu totiz 5 let od zavedeni cilené
biologické 1éc¢by namifené vac&i aktivité chimérického proteinu Bcer-Abl. V nasi
laboratofi se podafilo zavést vySetfovani mutaci v BCR-ABL1 ve standardizované
formé do lékafské praxe na konci roku 2008. V uzké spolupraci se zahrani¢nimi
centry v ramci pravé probihajiciho feSeni projektu EUTOS 2016 (The EUropean
Treatment Outcome Study for CML) hledame racionalni zplsob uplatnéni vysoce
citivého a komplexniho vySetfovani BCR-ABL1 mutaci pomoci sekvenovani nové
generace (NGS — Next Generation Sequencing). Tématu pochopeni rozvoje mutaci
v BCR-ABL1 se v naSi laboratofi stale intenzivné vénujeme a snazime se zjistit, zda
je mozné u pacientu predpovédét jejich nachylnost k rozvoji rezistence jiz v dobé
diagnozy €i Casné po zahajeni léCby. Zabyvali jsme se studiem farmakogenetickych
faktoru, které jsou divodem nedostateénych vnitrobunéénych terapeutickych davek
inhibitord tyrozinovych kinaz (TKI), coz umozhuje burfikam pfezit a stat se zcela
rezistentnimi vaci 1écbé.

Rovnéz se podilime na mezinarodni standardizaci kvantifikace hladin BCR-
ABL1 transkriptd, méfeni a definovani hluboké molekularni odpovédi, coz jsou
kliCova vysetreni v Iékafské praxi CML, na jejichz zakladé |ékaf hodnoti IéCebnou

odpovéd. NaSe laboratof byla zapojena do mezinarodni klinické studie EURO-SKI



(EUROpean Stop TKI), v ramci které se pacientim, ktefi se po nékolika letech |éCby
TKI nachazeli v dlouhodobych a stabilnich hlubokych molekularnich odpovédich,
vynechavala lé¢ba TKI. Centralné jsme monitorovali zbytkovou nemoc u vSech
pacientl zafazenych do studie vramci CR. Dle dosazenych vysledk( studie se
ukazuje, Ze néktefi pacienti s vynechanou IéCbou nevykazuji znamky molekularniho
relapsu nemaoci.

Zatim se vS8ak zda, Ze u vétSiny pacientd, ktefi jsou léCeni TKI, prezivaji CML
kmenové bunky v podobé zbytkové nemoci a jsou vuci lé€bé nete¢né. V nékterych
pfipadech hrozi navrat nemoci s klinickou manifestaci rezistence vuci |é¢bé, coz
v ojedinélych pfipadech konci fatalnim blastickym zvratem neboli blastickou krizi (BC
— blast crisis). Vénujeme se charakterizaci genetickych a epigenetickych faktoru a
molekul, které jsou mezi sebou nefyziologicky funkéné propojeny, a charakterizujeme
toto propojeni, kvali némuz dochazi ke klonalnimu vyvoji CML hematopoézy.

Cilem této prace je prehledné pojednat o vSech vySe zmifiovanych aspektech, na
kterych jsem se podilela v poslednich 10 letech za obrovské prace a usili kvalitniho

tymu, ktery se mi podafilo v laboratofi vybudovat.

3. Chronicka myeloidni leukémie

CML je prikladem maligniho onemocnéni, u kterého vyzkum v oblasti molekularni
biologie, potazmo molekularni genetiky, vedl zasadnim zplsobem k uplatnéni cilené
biologické lécby, ktera zvratila nepfiznivy osud pacientl trpicich timto typem
rakoviny. Peter Nowell a David Hungerford v roce 1960 pozorovali u pacientll s CML
nepfirozeny vyskyt kratkého chromosomu, ktery dle mista objevu ziskal nazev
Filadelfsky chromosom a ktery se celosvétové oznacuje jako Ph chromosom (Nowel
PC, Hungerford DA Science 1960). Ph chromosom byl nasledné vroce 1973
charakterizovan Janet Rowley, ktera popsala, Ze se jedna o chromosom 22, jehoz
velka €ast byla recipro¢né translokovana s ¢asti chromosomu 9 (Rowley JD Nature
1973). K prohloubeni znalosti o této reciproké translokaci cytogeneticky zapisované
jako t(9;22)(g34.1;g11.2) doslo v 80. a 90. letech minulého stoleti, kdy bylo zjisténo,
Ze mista zlomud se tvofi v genech breakpoint cluster region (BCR) lokalizovaném na
chromosomu 22 (Groffen J, et al. Cell 1984) a Abelson murine leukemia viral

oncogene homolog 1 (ABL1) nachazejicim se na chromosomu 9 (Heisterkamp N;



Nature 1982). Oba geny fuzuji za vzniku onkogenu BCR-ABL1, ktery dava vznik
chimérickému proteinu s alterovanou aktivitou tyrozin kinazy Abl (Konopka JB, et al.
Cell 1984). Netlumena aktivita Bcr-Abl proteinu zpUsobuje nekontrolovatelnou
aktivaci rfady cilovych kinaz, ktera vede k nepfiméiené proliferaci krvetvornych bunék
myeloidni fady, inhibici jejich apoptdzy a poSkozeni adheze ke stromatu kostni dfené.
Prabéh neléCené CML ma 3 faze; chronicka faze (CP — chronic phase), akcelerovana
faze (AP — accelerated phase) a blasticka krize (BC). Jednotlivé faze se lisi podle
procentualniho zastoupeni akumulovanych forem nezralych krevnich bunék, blasta
(unipotentni, jen ¢astecné diferencované bunky krevni fady), v kostni dfeni, odkud
jsou vyplavovany do periferni krve a shromazduji se ve sleziné. U dvou tfetin pfipadu
pfechazela CP do AP, ktera nasledné progredovala az do BC. U ftfetiny pacientd
transformovala CP rovnou do BC. Jen mala ¢ast pacientl mohla zit v chronické fazi
CML po dobu az 10 let, zatimco u nékterych pacientl probéhla transformace do AP
¢i BC béhem nékolika mésicl. Median trvani chronické faze u neléCenych pacientl
byl 3-5 let, u faze akcelerované byl median trvani 3-9 mésict (Todd RF, et al.
Guideline and Case Reviews in Oncology 2015). V blastickém zvratu je kostni dfen
silng infiltrovana blasty podobné jako u akutni myeloidni leukémie (AML). Casté&ji se
vyskytuje myeloblasticky zvrat CML (70 % ze vSech BC), zbytek blastickych zvratu
tvofi B-lymfoblasty.

Chronicka myeloidni leukémie je pomérné vzacné onemocnéni, které tvofi 15-
20 % vSech pfipadd leukémii. Vyskyt onemocnéni nartsta s vékem lidi, raritné
postihuje déti. Vékovy median diagndzy se udava kolem 65 let (Hehlmann R, et al.
Lancet 2007). Podle Ceského narodniho onkologického registru byla incidence v
Ceské republice dlouhodobé stabilizovana na hodnotach 1,1-1,5 osoby na 100 000
obyvatel v poméru muzi a zen 1,06 : 1 (Faber E, Indrak K; kniha Chronicka

myeloidni leukémie; 1. edice 2010).

4. Lécba

Na pfelomu 19. a 20. stoleti se hledal zpisob lé€by, ktery by pomohl prodlouzit Zivot
pacientd s CML. Vyuzivani radioterapie ulevilo pacientdm od klinickych projeva
onemocnéni, ale zivot neprodlouzilo. Od zacatku 60. let radioterapii postupné
nahrazovala cytostatika, konkrétné busulfan (Witts J, et al. BMC 1968). Lécba



busulfanem vylepSovala krevni obraz, ale v kostni dfeni nedochazelo k redukci bunék
s Ph chromosomem. Pozdéji byl busulfan s nezadoucimi ucinky, zahrnujicimi
pfedevSim nepredvidatelné utlumy krvetvorby a neplodnost, nahrazen hydroxyureou
(Hehlmann R, et al. Blood 1994). K vyznamnému oddaleni progrese onemocnéni a
prodlouzeni zZivota pacienti s CML dochazelo od roku 1970 s aplikaci interferonu alfa
(IFN-a) (Bonifazi F, et al. Leukemia 2001). Ze souhrnd Klinickych studii je zfejmé, Ze
ve srovnani s aplikovanim cytostatik pfezivali pacienti IéCeni IFN-a o 29 mésicu déle
(CML Trialists’ Collaborative Group, J Natl Cancer Inst 1997). Klinicka
randomizovana studie italské skupiny prokazala dvounasobnou pravdépodobnost
preziti 10 let (Italian Cooperative Study Group on Chronic Myeloid Leukemia, Blood
1998). IFN-a vedl k dosaZeni kompletni hematologické odpovédi u 50 az 80 %
nemocnych, 10 az 40 % pacientd reagovalo velkou cytogenetickou odpovédi,
charakterizovanou 1 az 34 % Ph-pozitivnich mitéz v kostni dfeni, a 5 az 25 %
pacientl dosahlo kompletni cytogenetickou odpovéd (0 % Ph-pozitivnich mit6z).
Rada praci ukazovala, Ze IFN-a sniZzuje expresi cytokini a zvySuje expresi
adhezivnich molekul a histokompatibilnich komplexd 1. a Il. tfidy. Interferon alfa
obnovuje regulaci apoptézy, napomaha normalizaci bunééného cyklu, navozuje
diferenciaci a proliferaci bunék (de Veer MJ, et al. J of Leuk Biol 2001). Jeho
vyznamnym a zasadnim ucinkem je imunomodulace, kterou IFN-a pravdépodobné
navozuje prostfednictvim indukce syntézy antagonisty receptoru pro interleukin 1,
prostfednictvim fagocytarni aktivity makrofagl, stimulaci NK-bunék a cytotoxicity
lymfocytd sensitivnich na ucinek IFN-a. V souCasné dobé IFN-a zaznamenava
renesanci, jelikoz se ukazuje, ze v kombinaci s lé¢bou TKI napomaha dosahovani
trvalych hlubokych molekularnich odpovédi, a to i po vysazeni |éCby TKI.

Pfed érou TKI (tj. pfed rokem 2001) se v Ié€bé CML postupovalo tak, Zze se u
nemocnych po stanoveni diagndzy zahajilo podavani hydroxyurey a soucasné se
vyhledavali vhodni darci kostni dfené z fad rodinnych pfislusniku Ci jini nepfibuzni
darci evidovani v registru darcl kostni dfené. Pokud darce nebyl nalezen, byla
zahdjena lé¢ba IFN-a mnohdy v kombinaci s cytarabinem (Guilhot F, et al. 1997;
Kantarjian HM, et al. J Clin Oncol 1999).

Zmifovana transplantace krvetvornych bunék (alogenni i autologni) byla pFed
erou TKI Iécbou, ktera umoznovala uplné vyléCeni. Alogenni transplantace
krvetvornych kmenovych bunék (HSCT) je v klinické praxi pouzivana od 70. let 20.
stoleti (Goldman JM, Melo JV. N Engl J Med 2001). V sou€asné dobé, tedy v éfe TKI

9



jako lécby prvni volby, se transplantace HSCT indikuje zfidka, a to v pfipadech
zavazné intolerance k TKI preparatiim ¢&i selhani |éCby, kdy je pacient ve vysokém

riziku rychlé progrese onemocnéni.

4.1. Inhibitory tyrozinovych kinaz

V soucasnosti je [éCbou prvni volby podani TKI, které cilené inhibuji aktivitu proteinu
Bcr-Abl. V praxi se Iékafi drzi doporuc¢eni NCCN (National Comprehensive Cancer
Network, Clinical Practice Guidlines in Oncology), ELN (European LeukemiaNet),
ESMO (Evropska spole¢nost klinické onkologie) a CHS (Ceska hematologicka
spole¢nost). Doporuceni vychazeji z vystupl fady mezinarodnich klinickych studii a
publikovanych dat z hematologickych center zahrnujici podavani TKI prvni generace
imatinibu (Baccarani M, et al. JCO 2009; Baccarani M, et al. Blood 2013; Hochhaus
A, et al. Ann Oncol 2008; Hochhaus A, et al. Leukemia, 2009; Druker BJ, et al. N Eng
J Med 2006; Zackova D, et al. Am J Hematol 2011) a druhé generace nilotinibu
(Kantarjian H, et al. Blood, 2007; Kantarjian H, et al. Lancet Oncol 2011) a dasatinibu
(Kantarjian H, et al. N Engl J Med 2010; Hochhaus A, et al. Blood 2007; Cortes J, et
al. Blood, 2007). Lécba chronické faze CML je zpravidla zahajena kratkodobou
aplikaci hydroxyurey pro dosazeni cytoredukce. V pfipadé symptomatické
leukocytdzy Ci trombocytdzy se aplikuje leukocytaferéza, pfipadné trombocytaferéza,
¢i inhibitor trombopoézy anagrelid. Nej¢astéji pouzivanym TKI podavanym v 1. linii je
imatinib. Sestnactileta klinicka praxe ukazala, Zze podavana davka imatinibu 400 mg
denné je pomérné dobfe tolerovana. Multicentricka klinicka studie IRIS (International
Randomized Study of Interferon vs. STI571) zjistila, Ze odhadované desetileté
celkové preziti dosahuje 82,8 % pacientd (Hochhaus A, et al. N Engl J Med 2017).

V prvni linii je mozné aplikovat nilotinib 300 mg dvakrat denné nebo dasatinib 100 mg
denné. Témto preparatim je pficitana indukce rychlejsi a hlubSi molekularni
odpovédi, nicméné jednoznac¢ny dikaz o lepSim celkovém vysledku |éCby ve
srovnani s imatinibem chybi (Baccarani M, et al. Ann Hematol 2015). V praxi se TKI
2. generace Vv prvni linii podavaji u pacientd s vys$8im rizikem, v pokrocilych fazich
CML nebo u mladSich pacientu, ktefi maji zpravidla agresivnéj$i praibéh onemocnéni.
Po zahdjeni IéCby TKI je pacient pravidelné monitorovan (viz. kapitola 7) a v

definovanych €asovych bodech se dle ELN kritérii hodnoti jeho lé€ebna odpovéd
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(Baccarani M, et al. Blood 2013). Pfi dosahovani optimalni IéCebné odpovédi na
nejCastéji podavany preparat imatinib se pokraCuje v podavani ve standardnich
davkach. Pokud je odpovéd vyhodnocena jako varovna, nebo |éCba selhava, je
doporuc¢eno denni davku zvySit (i kdyz dle nejnovéjSich poznatki se od tohoto
doporuceni v souc¢asné dobé opousti), nebo zménit |éCbu na TKI 2. generace. Pred
planovanym pfevodem na jiny preparat je nutné provést mutacni analyzu kinazove
domény (KD) BCR-ABL1 pro podezieni na rozvoj rezistence v souvislosti s mutacemi
(vice viz kapitola 5.1.). Velmi ucinnou latkou pfekonavajici klinicky vysoce rezistentni
mutaci T315l, vic&i které selhava lécba vSemi dalSimi dostupnymi TKI, je ponatinib.
Ponatinib je multipotentni TK inhibitor tfeti generace, ktery, jak ukazuji prvni vysledky
klinické studie PACE faze 2, je vysoce ucinny u pacientl v chronické fazi, u kterych
selhala prfedchozi léCba imatinibem a nasledné dasatinibem nebo/a nilotinibem
(Cortes JE, et al. N Engl J Med. 2013). VétSina pacientl nesla rezistentni mutaci vici
TKI, prfevazné T315l. U 50 % pacientl v blastickém zvratu ponatinib navodil
kompletni hematologickou Ci velkou cytogenetickou odpovéd.

DalSim, novéjSim preparatem 2. generace je bosutinib, ktery je mozZné
podavat ve 2. linii z davodu rezistence vuci IéEbé imatinibem, nebo jeho intolerance.
Vysledky preziti pacientl Ié€enych bosutinibem ve druhé linii ukazuji na celkové
preZiti po dvou letech u 92 % pacientu a pFeziti bez progrese u 79 % (Cortes JE, et
al. Blood 2011).

Transplantace HSCT se aplikuje i v éfe TKI, a to nejCastéji v pokrocilych fazich
CML, tedy v AP a BC. Podava se TKI Casto v kombinaci s chemoterapii s cilem
dosazeni chronické faze. Nasleduje transplantace hematopoetickych kmenovych a
progenitorovych bunék (HSPC), pokud je proveditelna. Alogenni transplantace je
indikovana také v pfipadé selhani Ié€by vSech v klinické praxi dostupnych TKI.

Dulezitym parametrem vedoucim ke zméné lécby jsou nezadouci ucinky TKI,
které jsou hodnoceny podle CTCAE v.4.0 (National Cancer Institute Common
Terminology Criteria for Adverse Events) (http://ctep.cancer.gov). Zavazné stupné
jsou 3-4, na které |ékaF reaguje sniZzenim davky TKI nebo doasnym pfipadné i
definitivnim ukonceni 1&¢by konkrétnim TKI. Nejcastéji uvadénymi nezadoucimi
ucinky pfi |éCbé imatinibem jsou nauzea, zvraceni, kieCe, myalgie, prdjmy, retence
tekutin, otoky, neutropenie a anemie. V prub&hu lé€by nilotinibem si pacienti ¢asto
stézuji na bolesti hlavy, unavu, nauzeu, kozni vyrazky. Biochemické analyzy mohou

zaznamenat zvySeni glykémie, bilirubinu, transaminaz, amylazy a trombocytopenie.
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Nilotinib mUze pFedstavovat riziko u pacientd s anamnesou pankreatitidy, nutné je
také sledovat charakter EKG kfivky pro riziko prodlouzeni QT intervalu (Jabbour E, et
al. Leukemia 2011). NejCastéjSimi projevy netolerance |éCby dasatinibem jsou
dusnost, infekce, retence tekutin v€etné pleuralnich vypotkd, unava, bolesti svald,

trombocytopenie a neutropenie (Jabbour E, et al. Leukemia 2011).

5. Molekularni podstata rezistence vici lIécbé TKI

Pfes vysokou ucinnost IéEby CML pomoci TKI existuje skupina pacientt (20-30%),
ktefi na Ié€bu neodpovi primarné, anebo rozvinou rezistenci v pribéhu lé€by. Nejvice
poznatkl je shromazdéno v souvislosti srezistenci va&i 1écbé imatinibem,
preparatem aplikovanym v |ékafské praxi jako Iék prvni volby jiz vice jak 10 let.
Pacienti, u kterych dojde k rozvoji rezistence v prubéhu IéCby TKI, jsou ve vysokém
riziku rozvoje onemocnéni z chronické faze az do blastického zvratu. Jsou pfipady,
kdy rozvoj blastického zvratu mize byt velmi rychly. Dulezitym faktorem rezistence
vuci lécbé TKI je samotny fakt, ze CML kmenové bunky, predevsim spici CML
kmenové buriky, na léCbu nereaguji. Bylo ukazano, ze imatinib inhibuje rast CML
kmenovych bunék, ale jen ¢astecné indukuje jejich apoptézu (Holtz MS, et al. Blood
2002). U pacientu dlouhodobé léCenych imatinibem, ktefi se nachazeji ve velké
molekularni odpovédi (MMR) a hlubSich molekularnich odpovédich (MR), viz.
kapitola 7, bylo zjisténo pretrvavani BCR-ABL1 pozitivnich kmenovych bunék (Chu S,
et al. Blood 2011).

Ke snizeni u€innosti az k Uplné neucinnosti 1éEby TKI mize pfispivat mnoho
faktorli, které muzeme rozclenit do 5 kategorii dle putovani a vstfebavani léku po

jeho peroralnim uziti (Apperley J, et al. Lancet Oncol. 2007):

1. Uzivani TKI pacientem
NejvétSi mezinarodni studie testujici adherenci 2546 pacientd z 63 zemi
poukazala na spravné uzivani léka dle indikace pouze u 32,7 % pacient(
(Geissler J, et al. JCO 2017).

2. Vstfebavani TKI v gastrointestinalnim traktu (GIT), interakce s jinou medikaci a

stravou

12



Na vstfebavani TKI se podili mira transportu léCebné latky pfes plazmatickou
membranu  bunék gastrointestinalniho traktu. Transport je zpravidla
zprostfedkovan prenasedi z rodiny SLC a ABC (viz. kapitola 5.3.). Uginek léku
mohou sniZovat jiné preparaty Ci latky obsazené napfiklad v grapefruitove stave.
. Metabolismus TKI v jatrech
Metabolismus TKI v jatrech muze byt ovlivnén polymorfismy v genech cytochroma
s dopadem na jejich funkci.
. Koncentrace TKI v plazmé
Koncentrace TKI v plazmé& muze byt snizena nepfiznivym pfispénim vSech tfi
vySe vyjmenovanych faktor. Vedle toho se mohou molekuly TKI vazat na fadu
proteinl v plazmé, nejvice na kysely a1-glykoprotein.
. Leukemické buriky
Mistem uc€inku TKI jsou CML bunky kostni dfené. Ke snizenému ucinku TKI
v leukemickych bunkach muze pfispét hned nékolik faktoru:
a) mira prenosu TKI pfes plazmatickou membranu bunék smérem dovnitf i
ven (SLC a ABC transportéry),
b) dalSi chromosomalni aberace v Ph pozitivnich i negativnich burikach,
c) amplifikace genu BCR-ABL1 zpusobujici overexpresi genu a nadmérnou
produkci Bcr-Abl proteinu,
d) mutace v kinazové doméné Bcr-Abl, které snizuji ¢i znemozriuji vazbu TKI
k proteinu,
e) na BCR-ABL1 nezavislé signalni transdukce,

f) spici CML kmenové buriky.

5.1. Jednobodové mutace v kinazové doméné BCR-ABL1

Nejvice probadanym mechanismem rezistence vic&i lé¢bé TKI jsou jednobodoveé

mutace v KD proteinu Bcr-Abl, kterym se intenzivné vénuje i nase laboratof. Mutace

v KD Bcr-Abl jsou zodpovédné za 30-40 % pfipadu ziskané rezistence vici lécbé

imatinibem (Jabbour E, et al. Leukeima 2006; Quintas-Cardama A, et al. Cancer

control 2009). V zavislosti na tom, ktera aminokyselinova residua jsou postizena,

mohou mutace zapfiCinit rezistenci k imatinibu zamezenim pfistupu preparatu ke

kinazové doméné kvuli sterickym prekazkam a/nebo eliminaci kritickych vodikovych
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vazeb zménou konformace proteinu, anebo stabilizaci aktivni formy kinazy, ktera
neni pfistupna pro imatinib (La Rosee P, Deininger MW Seminars in hematology
2010). Dosud bylo v souvislosti s rezistenci k imatinibu popsano okolo 100 typU
mutaci v KD Bcr-Abl, pficemz v70 % prfipadd je zaznamenano 8
nejfrekventovanéjSich aminokyselinovych zamén (Deininger M, et al. Blood 2005).
Diky vyvoji TKI 2. a 3. generace je mozné rezistenci spjatou s mutacemi v KD Bcr-
Abl pfekonavat. Z publikovanych dat z klinickych studii i realné praxe je znamé, vadi
kterym typum mutaci rezistentnich k imatinibu jsou ucinné preparaty 2. generace
dasatinib, nilotinib a bosutinib. Ponatinib je 1€k 3. generace a jediny ucinny TKI vici
panrezistentni mutaci T3151. Odborna konsorcia ELN (Soverini S, et al. Blood 2011)
a NCCN (NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology 2013) vydala doporuceni o
volbé léCby v pfipadé zjisténi konkrétniho typu mutace.

VysSetfovani pfitomnosti a charakterizace typu mutaci v KD Bcr-Abl je dllezité
pro lékafskou praxi s cilem Casného prfevedeni IéCby na ucinny preparat. V |ékarské
praxi je doporuc¢ovano mutace vySetfovat pfi podezfeni na rozvoj rezistence. Jedna
se o pfipady, kdy pacient na IéCbu TKI neodpovida v definovanych c¢asovych
intervalech optimalné, coz je charakterizovano varovnymi ukazateli a ztratou
odpovédi v pribéhu lé¢by TKI dle definic ELN (Baccarani M, et al. 2013; Soverini S,
et al. Blood 2011). Otazkou zustava Casnost a citlivost vySetieni, pfi¢emz oba faktory
spolu pfimo souvisi. Z biologického hlediska pracujeme s hypotézou, Ze Casny
zachyt mutaci, a tedy rozvoje mutovaného klonu, vede k ¢asné zméné lécby, ucinné
eradikaci mutovaného klonu a odvraceni progrese onemocnéni.

V nasi praci jsme se zabyvali studiem ranych ukazatell rozvoje rezistence, které by
mohly indikovat vySetfeni mutaci a jejich Casny zachyt (Pfiloha 1). Zaméfili jsme se
na skupinu pacientd (32/140), ktefi po lécbé imatinibem dosahli kompletni
cytogenetickou odpovéd, ale vykazovali konstantni hladiny BCR-ABL1 transkriptu,
které fluktuovaly kolem hodnoty 0,1 % BCR-ABL1 po dobu minimalné 6-9 mésicu.
Definovali jsme tento stav jako BCR-ABL1 platd, odrazejici hodnoty BCR-ABL1, které
se liSily v po sobé jdoucich ¢asovych odbérech v ramci stanovené variability metody
pro kvantifikaci BCR-ABL1 pomoci RT-gPCR (vice o monitorovani BCR-ABL1
v kapitole 7). Mutace jsme v prubéhu BCR-ABL1 platé detekovali a potvrdili v po
sobé nasledujicich odbérech u 28 % pacientt (9/32), pfi€emz 5 z nich pozdéji ztratilo

cytogenetickou dopovéd. Zjistili jsme, Ze pacienti, ktefi vykazovali BCR-ABL1 platé
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na hladinach kolem 0,1 %, nedosahli stabilni MMR a byli ve vysokém riziku ztraty
odpovédi spjaté s pomalu rozvijejici se rezistenci vuci |eéCbé.

Nékteré prace ukazaly, Zze 2-5nasobny narust hladiny BCR-ABL1 byl spjaty
s vy88im zachytem mutaci, a uvazuje se, ze by tento narist mohl vést k provedeni
mutacni analyzy (Branford S, et al. Blood 2004; Press RD, et al. Blood 2006). Navrh
narazi na fakt, Ze variabilita metody kvantifikace BCR-ABL1 se li§i mezi laboratofemi
az o pul fadu (Kantarjian H, et al. Blood 2008). Proto by uvazovany navrh nemohl byt
Siroce uplatnén. Na zakladé nasSi prace se domnivame, Ze BCR-ABL1 plato, tedy
fluktuace hladin v ramci variability metody, v minimalné tfech po sobé jdoucich
Casovych odbérech by mohl byt racionalnim indikatorem pro ¢asnou detekci mutaci a
v pfipadé potvrzené detekce mutace v nasledujicich odbérech k Casné zméné IéCby.

Zlatym standardem pro vySetfovani mutaci v KD BCR-ABL1 je klasické
Sangerovo sekvenovani, které umoziuje analyzovat celou kodujici oblast KD ABLA1
(~1 kbp). Aby byla sekvenovana kédujici oblast KD pochazejici pouze z fuzniho
genu BCR-ABL1, je nutné provést PCR ve dvou krocich. V prabéhu 1. PCR dochazi
k namnozeni useku BCR a sou¢asné ABL1 nesouciho KD (~1500 bp). V 2. PCR jiz
dochazi k amplifikovani useku KD ABL1 z pfedchozi PCR. Tim dochazi k zamezeni
soubézného amplifikovani uUseku KD =z nefuzovaného ABL1 pfitomného
v analyzovanych bunkach krve. V opa¢ném pfipadé bychom vyrazné snizili citlivost
detekce, protoze KD nefuzovaného ABL1 neni mutovana. Vedle nejrozSifené;si
metody Sangerova sekvenovani néktera pracovisté vyuziva i jiné technologie
zahrnujici napfiklad denaturaéni a vysokokapacitni kapalnou chromatografii (DHPLC)
(Deininger MW, et al. Leukemia 2004), pyrosekvenovani (Khorashad JS, et al.
Leukemia 2006), elektroforézu ve dvojitém denaturaénim gradientovém gelu (DG-
DGGE) (Sorel N, et al. Clin Chem 2005), fluorescencni PCR a tzv. PNA clamping
PCR (PNA- Protein Nucleic Acid) (Kreuzer KA, et al. Ann Hematol 2003), alelové
specifickou PCR (ASO-PCR) (Roche-Lestienne C, et al. Blood 2002; Willis S, et al.
Blood 2005) a hmotnostni spektrofotometrii - technologii SEQUENOM (Vivante A, et
al. Leukemia 2007). Uvedené metody vynikaji oproti Sangerovu sekvenovani
rychlosti a ekonomickym provedenim skriningu a/nebo vysSi citlivosti detekce.
Nevyhodami téchto technologii je budto mozZnost pouhého detekovani pfitomnosti
mutace bez urCeni typu (pf. DHPLC, DG-DGGE) anebo mozZnost analyzy jen
konkrétni mutace nebo uzkého souboru mutaci (pf. pyrosekvenovani, ASO-PCR,

Sequenom). My jsme pro ucely rychlého skriningu mutaci v KD BCR-ABL1 vyvinuli
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postup vyuzivajici analyzu kfivek teploty tani ve vysokém rozliSeni (HRM — high
resolution melt curve) (Pfiloha 2). HRM se pouziva k charakterizaci PCR
amplifikovanych usekl DNA dle teploty tani Tm potfebné k disociaci dvouvlaknové
DNA do jednovlaknové DNA. Pokud je v porovnani s kontrolnim vzorkem nesoucim
divokou alelu v homozygotni sestavé posun v teploté tani oproti Tm useku DNA
analyzovaného vzorku, vzorek nese pozmeénénou sekvenci ve smyslu vyskytu
mutace nebo inserce/delece v homozygotni sestavé. Pokud je prubéh tvaru kfivky
Tm odliSny od kontrolniho vzorku, analyzovany vzorek nese pozménénou sekvenci
v heterozygotni sestavé (Herrmann MG, et al. Clin Chem 2006). Ukazali jsme, ze
HRM umoznuje detekovat mutaci v KD BCR-ABL1 jiZ na hladiné 5 % mutovaného
BCR-ABL1 transkriptu z celkového mnozstvi mRNA BCR-ABL1. V ¢lanku jsme
popsali uplatnéni HRM v realné praxi. HRM je rychla a ekonomicka skriningova
metoda pro odhaleni mutaci BCR-ABL1 v analyzovanych vzorcich. Pouze pozitivni
vzorky nasledné postupuji k detailngjsi analyze a charakterizaci mutaci Sangerovym
sekvenovanim. Po analyze HRM muize byt PCR produkt dal zpracovan pro
sekvenovani, jelikoz jsme zjistili, Ze HRM interkalaéni €inidlo v pribéhu sekvenovani
neinterferuje.

Sangerovo sekvenovani, nejrozSifenéjsi technologie pro detekci mutaci v KD
BCR-ABL1, nedokaze identifikovat mutovany transkript na hladinach nizSich nez 10-
15 %, neumoznuje pfesnou kvantifikaci mutace a neodliSuje polyklonalni mutace od
kompozitnich. Dalsi, vySe uvedené metody sice citlivéjSi detekci mutaci umoznuiji, ale
jejich limitace spociva predevsim v tom, Ze nelze charakterizovat jakoukoliv zaménu
v celém kodujicim useku kinazové domény Citajici bezmala 1000 nukleotidld. Velky
zvrat v8ak pfiSel s objevenim nanotechnologie sekvenovani nové generace (NGS-
Next Generation Sequencing). NGS sestava z nékolika desitek tisic az milionu
sekvenancich reakci v pikolitrovych objemech, které souCasné produkuji nékolik
desitek tisic az miliont &teni €i sekvenci, pficemz kazda z nich odpovida jedné,
klonalné amplifikované molekule DNA. Tento pfistup umoZzhuje sekvenovat jednu
nukleotidovou pozici mnohonasobné, coz vede k vysoké citlivosti postupu, ktery
oznaCujeme jako hluboké sekvenovani. V uzké spolupraci s Univerzitou Bologna
jsme pracovali na projektu zaméfeném na charakterizovani spektra minoritnich
mutovanych variant u pacient(, jejichz Ié¢ba v pribéhu sledovani selhala. Vyuzivali
jsme v té dobé komercné dostupnou technologii Roche/454 Life Sciences, ktera byla

vhodna pro projekty zaméfené na cilené amplikonové resekvenovani. Technologie
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umoznovala plné charakterizovat spektrum minoritnich variant v analyzované
sekvenci, sledovat dynamiku rozvoje rezistentnich mutaci v Case a rekonstruovat
klonalni architekturu mutovanych populaci v pfipadech mnohoCetnych mutaci
vyskytujicich se v ramci jednoho amplikonu. Citlivost a reprodukovatelnost hlubokého
amplikonového sekvenovani s technologii 454 byla dfive ukazana konsorciem IRON
(Interlaboratory Robustness of Next-generation sequencing) (Kohlmann A, et al.
Leukemia 2011). Nase laboratof se stala soucasti tohoto konsorcia a spolupracovala
na zavedeni a testovani technologie 454 pro detekci a kvantifikaci mutaci v KD BCR-
ABL1. Vyuzivali jsme pary primer(, které byly navrzeny a dodavany IRON
konsorciem. Ve spolupraci s Univerzitou v Bologni jsme publikovali praci, ve které
jsme pomoci technologie 454 analyzovali 106 vzorkd 33 pacientl s CML a Ph+ ALL,
ktefi v pribéhu sekvencni léCby pomoci TKI vykazovali po sobé jdouci relapsy
doprovazené selekci jedné nebo vice mutaci rezistentnich k aplikovanym TKI
(PFiloha 3). Jednalo se o vubec prvni publikovanou praci popisujici aplikovani NGS
pro detekci mutaci v KD BCR-ABLA1. Zjistili jsme, ze Sangerovo sekvenovani chybné
klasifikovalo €i podhodnocovalo BCR-ABL1 mutacni status v 55 % vySetfenych
vzorkd, u kterych byly detekovany mutace na hladinach 1-15 %. NGS nam navic
umoznilo zjistit pomérné komplexni texturu mutovanych klond pomoci klonalni
analyzy vzorkd nesoucich mnohocCetné mutace. Obraz téchto mutovanych klonl byl
v Casove ose IéCby TKI dosti dynamicky. Vysoky stupen komplexity mutaci odhaleny
NGS poukazuje na to, Ze konvencni Sangerovo sekvenovani muize byt
nedostateCnym nastrojem pro analyzu mutaci v KD BCR-ABL1, ktera je soucasti
terapeutického algoritmu u CML. V nasi dalSi spoleCné praci jsme se mimo jiné
zaméfili na bioinformatické vyhodnocovani sekvenci ziskanych po hlubokém
sekvenovani pomoci NGS 454 technologie (Roche Applied Science) (Pfiloha 4).
Pomoci zavedeného hlubokého sekvenovani technologii 454 jsme analyzovali
kinazovou doménu ABL1 ve vzorcich celkovych leukocytl zdravych jedincu.
Pfedpokladali jsme, Ze jakékoliv jednobodové nukleotidové zamény detekované na
velmi nizkych hladinach jsou zpusobené chybnym zafazovanim nukleotidi enzymy
pouzivanymi v procesu pfipravy vzork( pro sekvenovani, ktery zahrnuje reverzni
transkripci a dvoukolovou PCR. Zjisténa mira chyb byla mnohem vySSi v pfipadé
nukleotidovych tranzic (vyména purinové baze za purinovou bazi, pyrimidinové za
pyrimidinovou) nez v pfipadé nukleotidovych transverzi (vyména purinové baze za

pyrimidinovou a opacéné). Stejné zkusenosti ukazaly i jiné prace (Campbell PF, et al.
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PNAS 2008; Grossmann V, et al. J Mol Diagn 2013). Navic jsme zjistili, ze frekvence
chyb je v priméru dvojnasobné vyssi po provedeni dvoukolové PCR v porovnani
s provedenim jedné PCR. Také jsme pfisli na to, ze frekvence chyb je ovlivnéna
délkou sekvenovaného PCR produktu. Na zakladé téchto experimentalnich zjisténi
jsme odvodili a optimalizovali bioinformaticky algoritmus umoznujici korigovat
variabilitu a chybovost laboratorniho postupu analyzy a odlisit skuteCné varianty
vyskytujici se v analyzovaném vzorku v nizkych hladinach od pozadi chyb. Mnoho
praci aplikuje hladinu mutaci 1 % jako hranici pro spolehlivé vyjadfeni vysledku
mutacni analyzy pomoci hlubokého NGS. Ukazali jsme, Ze tato hranice nemusi byt
pro veskeré analyzy mutaci v riznych cilovych sekvencich genld obecné spolehliva a
aplikovatelna. V prubéhu nékolikastupriové pfipravy vzorkl pro samotné
sekvenovani na pfistroji NGS mize dochazet s rliznou frekvenci k tvorbé chyb, coz
muze byt ovlivnéno neznamymi faktory, které nahodné vyvstanou v prabéhu analyzy.
Proto je vhodné bioinformaticky algoritmus aplikovat pro hodnoceni sekvenci po
hluboké NGS analyze. Bioinformaticky algoritmus, ktery v naSi praci detailné
popisujeme, jsme aplikovali pro hodnoceni dat NGS analyzy 135 vzork( 15 pacientu
s CML v chronické fazi, ktefi v prabéhu lé¢by TKI vyvinuli mutace. Potvrdili jsme, ze
NGS umoziuje detekovat mutace v KD BCR-ABL1 Casnéji, konkrétné o 2-11 mésicl
difive nez klasické Sangerovo sekvenovani. V navaznosti na nasi pfedchozi praci
(Priloha 1) jsme zjistili, Ze v pfipadech pacientd, u nichz selhala 1é€ba imatinibem,
byly mutace pfitomny jiz v dobé velké molekularni odpovédi. Identifikovali jsme
komplexni spektrum pozvolné expandujicich mutaci v pribéhu fluktuace hladiny
BCR-ABL1 kolem hranice 0,1 %, coz jsme oznacili jako BCR-ABL1 platé i nestabilni
MMR. NGS rovnéz umoznilo odhalit mutace, které expandovaly v pribéhu lécby TKI
ve druhé linii, jiz pfed zménou léCby prvni linie. Zjistili jsme, Ze kompozitni mutace se
vyskytuji v chronické fazi CML velmi vzacné a pouze v minoritnim zastoupeni. U
zadného z pacientu, ktefi v prabéhu 1éEby TKI vyvinuli klinicky rezistentni BCR-ABL1
mutace, nebyly mutace vdobé diagnézy pomoci hlubokého sekvenovani
detekovany.

Pfikladem uspésné aplikace NGS pro vySetfeni mutaci v KD BCR-ABL1
v realné praxi prfedstavuje prace na souboru 6 pacientd, ktefi byli [é€eni individualnim
pristupem (Pfiloha 5). Jednalo se o pacienty, u nichz selhala |é¢ba na aplikovanych
TKI v prvni a druhé linii kvlli vysoce rezistentni mutaci T3151 a dalSim viceCetnym

rezistentnim mutacim. V takovych pfipadech je doporu€ovano pacienty

18



transplantovat, nebo je indikovana lé¢ba ponatinibem. Téchto 6 pacientl nebylo
mozné transplantovat z riznych davodu (napf. multilékové rezistentni tuberkul6za) a
v daném obdobi nebyl ponatinib k dispozici. U téchto pacientl se pfistoupilo
k alternativni individualizované strategii IéCby s IFN-a, ktery byl aplikovan po selhani
léCby TKI sélo, sekvenéné, nebo soucasné s TKI. Vychazeli jsme z pfedpokladu, ze
IFN-a terapeuticky pusobi zcela odliSné a muze vést k potlateni mutovaného klonu.
V prubéhu této individualizované terapie bylo pro detekci mutaci aplikovano NGS,
coz umoznilo ménit 1éCbu dle aktualniho mutacniho statusu. Zjistili jsme, zZe
aplikovany individualizovany |éCebny pfistup s uplatnénim IFN-a ved! k potlaceni
mutovaného klonu T315] a kompozitnich mutaci, které byly identifikovany NGS, na
nedetekovatelné hladiny, coz bylo doprovazeno dosazenim molekularnich odpovédi
u 4 z 6 pacientd. Svou ulohu sehrala vlastni imunitni odpovéd pacientl vyvolana
[éCbou dasatinibem, ktera byla nasledné jesté umocnéna IFN-a, coZ jsme
vypozorovali diky imunoprofilovani.

Nejen v téchto specifickych pfipadech individualizované |é¢by u vysoce
rizikovych pacientl s rezistentnimi klony vuci TKI a dalSimi komorbiditami ma velmi
citivé vySetfovani mutaci v KD BCR-ABL1 své opodstatnéni. NGS ma velky
potencial poskytovat cenné informace o klonalnim vyvoji onemocnéni v prabéhu
[éCby TKI a lékaf muze v€as intervenovat zménou IéEebného protokolu a efektivné
predejit pfipadné progresi. Zcela urcité se jedna o sekvenacni technologii
budoucnosti, protoZe s vyvojem a zlepSovanim NGS bude Sangerovo sekvenovani
brzy v ustrani zajmu.

NGS mulze byt aplikovano pro vysSetfovani mutaci v KD BCR-ABL1 dle
indikace pro muta¢ni analyzy, tak jak je doporu¢ovano ELN (Soverini S, et al. Blood
2011). Chybi v8ak komplexni studie €i prospektivni sledovani, které by jednoznacné
zZjistily prospésnost a racionalni aplikaci vysoce citlivé detekce mutaci v KD BCR-
ABL1 v urditych pfipadech. Otazkou zustava, zda by lékaf mél reagovat zménou
IéCby jiz pfi zachytu mutace na nizkych hladinach, napf. 1 %, zda je relevantni
vySetfovat NGS mutace v dobé nestabilni MMR, tedy BCR-ABL1 platd, atp. Na tyto
otazky by mél odpovédét mezinarodni projekt EUTOS 2016, ktery v soucasnosti feSi

konsorcium 11 evropskych center v€etné nasi laboratore.
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5.2. Farmakogenetické faktory rezistence

Polymorfismy v kédujicich oblastech genl transmembranovych protein mohou
modifikovat jejich funkci nebo pozmeénit jejich strukturu s dopadem na jejich aktivitu.
Naproti tomu je mira tvorby transportérti dana expresi pfislusnych genu, ktera maze
byt vyznamné ovlivnéna polymorfismy v regulacnich nekddujicich oblastech gend,
predevsim v promotorech. Takové polymorfismy mohou mit dopad na distribuci Iéka,
jejich hladinu v cilovych burikach a v kone¢ném duasledku na vyslednou odpovéd na
|éCbu. Promotory ABC a SLC genu jsou vysoce polymorfni. Ve 107 promotorech
téchto genld bylo u zdravych jedincl ruznych etnik identifikovano vice jak 500
polymorfismu (Hesselson SE, et al PlosONE 2009).

NaSe prace se vubec jako prvni vénovala studiu jednonukleotidovych
polymorfismid (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) v promotorech gen
transmembranovych proteint v souvislosti s I€kovou rezistenci (Pfiloha 6). Pomoci
NGS jsme na souboru 83 pacientu vySetfili promotory 19 SLC a ABC genu kddujicich
transportéry s anotovanou funkci Iékovych pfenasecd s cilem vysledovat SNP, ktera
by mohla ovlivhovat odpovéd na lécbu imatinibem. Pacienti museli splfiovat kritéria
zahrnuijici 1) 1éEbu imatinibem v prvni linii, 2) dobrou adherenci a 3) standardizovana
a validovana molekularni a klinicka data. Daraz byl kladen na to, aby byly sledované
skupiny pacientu s optimalni a neoptimalni odpovédi na lé€bu srovnatelné velké pro
statistické hodnoceni. Odpovéd na lécbu imatinibem byla klasifikovana dle ELN
doporuceni (Baccarani M, et al. Blood 2013) a hodnocena ve 12. mésici |éCby jako
optimalni pfi dosazeni MMR a hladin nizSich nez 0,1 % BCR-ABL1 IS (40 pacientl) a
neoptimalni, pokud hladiny BCR-ABL1 byly vysSi jak 0,1 % IS nebo pfi jakémkoliv
nenulovém poctu Ph+ metafazi v kostni dfeni (43 pacientu).

Celkové bylo detekovano 95 SNP a diky Fisherové testu pravdépodobnosti
jsme identifikovali SNP vyznamné souvisejici s odpovédi na IéCbu imatinibem.
Jednalo se o 2 SNP, ktera jsou vzajemné ve vysoké vazebné nerovnovaze (linkage
disequelibrium — LD) v promotoru SLC22A4 (rs460089 G/C a rs460271 G/C; dale jiz
jen SNP rs460089 diky identickym vysledkim s rs460271). Frekvence genotypu GG
obou SNP byla signifikantné vy$Si u pacientd s neoptimalni odpovédi ve 12. mésici
IéCby imatinibem, zatimco heterozygotni sestavy alel GC se vyskytovaly Castéji u
pacientl s optimalni odpovédi. Stejné rozlozeni frekvenci téchto genotypu bylo
pozorovano i u dalSich 46 pacientt (optimalni odpovéd — 32; neoptimalni odpovéd —
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14), ktefi mohli byt dle stejnych kritérii uvedenych vySe zafazeni v prabéhu feSeni
projektu ve spolupraci s FN Hradec Kralové. Na celkovém souboru 129 pacientl
jsme zjistili, ze rs460089-GC genotyp je vyznamné spjaty s kratSim halving time
poCitanym v 6. mésici od zahgjeni |éCby imatinibem na rozdil od rs460089-GG
genotypu (P <0,0001) a také s vyS$Sim kumulativnim dosaZenim stabilni MMR (P =
0,0013) a prezitim bez udalosti (EFS; P= 0,0002). Halving time je definovany jako
mira zmény hladiny BCR-ABL1 od diagnézy v 1., 2. a 3. mésici od zahajeni 1éCby
imatinibem, ktera se odhadovala jako pocet dni potfebnych na to, aby doslo k redukci
BCR-ABL1 o polovinu (Branford S, et al. Blood 2014). Multivariantni analyzy poskytly
informaci, ze rs460089 predstavuje nezavisly parametr, ktery vyznamné pfedpovida
prubéh onemocnéni, respektive odpoveéd v pribéhu IéCby imatinibem.

Pomoci statistickych analyz jsme navic zjistili, Ze u pacientl nesoucich
genotyp SNP rs2631365-TC (SLC22A5), kterych bylo 56/129, byl zjistén vyznamny
rozdil ve frekvencich zastoupeni rs460089-GC a rs460089-GG genotypu, coz bylo
spojeno v prvnim pfipadé s jejich optimalni a v druhém pfipadé neoptimalni odpovédi
na imatinib po 12 mésicich lécby. Rozdil v kumulativhim dosazeni MMR (P <0,0001)
a pravdépodobnosti EFS (P <0,0001) byl jesté vyraznéjSi u pacientld s kombinaci
genotypl rs460089-GC _rs2631365-TC v porovnani s pacienty nesoucich rs460089-
GG_rs2631365-TC.

Diky genetickym a bioinformatickym analyzam jsme zjistili, Ze lokusy rs460089
a rs2631365 jsou ve vyznamné vazebné nerovnovaze s 12 regulaénimi SNP,
nachazejicimi se v intronech obou gent (SLC22A4 a SLC22A5), které ovliviuji
expresi obou transportéri s popsanou funkci pfenosu imatinibu. Pro testovani
hypotézy, ze genotypy maji vliv na expresi obou transportérd, nebylo mozné
jednoduse zmeéfit genovou expresi obou transportérl u pacientd s rdznym
genotypem. Z dostupnych informaci z databaze Regulome DB totiz vime, Ze
regulacni oblasti ovliviiuji expresi obou genud v zavislosti na typu krevnich bunék. U
studovanych pacient jsme meéli k dispozici pouze celkové leukocyty a vysledky by
byly v podstaté néjakou primérnou zmérenou hodnotou mixu rliznych typa zralych
bunék. Proto jsme pracovali s 8 rlznymi bunéCnymi liniemi, u kterych jsme
analyzovali SNP rs460089 a rs2631365 a rovnéz genovou expresi SLC22A4 a
SLC22A5. U v8ech buné&&nych linii jsme zjistili expresi SLC22A4 vyznamné nizsi nez
SLC22A5 (P = 0,02). Ctyfi testované linie, které nesly genotyp rs460089-GG, a b.
linie CML-T1 a MAVER-1 s genotypem rs460089-GC vykazovaly hladinu mRNA
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SLC22A5 nizsi v porovnani s liniemi JURKAT a RAMOS nesoucimi rs460089-GC.
CML b. linie KCL-22 a SUP-B15, které nesly kombinaci genotypu rs460089-
GG_rs2631365-TC, exprimovaly SLC22A5 markantné méné nez linie RAMOS,
JURKAT a MAVER-1 s kombinaci genotypl rs460089-GC_rs2631365-TC. Tyto
vysledky jsou nastinem potencialniho dopadu genotypl studovanych SNP na expresi
transportérl a intracelularni koncentraci imatinibu, coz bude nutné potvrdit technicky
narocnymi experimenty in vitro.

Domnivame se, Zze SNP rs460089 a rs2631365 predstavuji genetické
markery, které mohou predikovat odpovéd na IéCbu imatinibem u pacientd s CML v
dobé diagnézy (Pfiloha 6). Tyto velmi slibné genetické markery a jejich mozné
uplatnéni v lékarské praxi pro predpovéd pravdépodobnosti odpovédi na lécbu
imatinibem v 1. linii jsou nyni ovéfovany v ramci mezinarodni spoluprace s pracovisti
Skandinavskych zemi, Velké Britanie, Némecka a Francie. Dle prvnich vysledki
analyzovanych 99 pacientl ze studie EURO-SKI, u kterych mohla byt vysazena
léCba diky optimalni odpovédi po |éCbé imatinibem a dosazeni hlubokych
molekularnich odpovédi, frekvence 34,4 % kombinace genotypl rs460089-
GC _rs2631365-TC odpovidala frekvenci 37,5 % u pacientl optimalné odpovidajicich
v pavodni praci (Pfiloha 6). Nepfiznivy genotyp pro dosazeni optimalni odpovédi
rs460089-GG_rs2631365-TC se u EURO-SKI pacientd vyskytoval minoritné
s frekvenci 10,1 %, obdobné jako u pacientl optimalné odpovidajicich na Iécbu

imatinibem v uvodni praci s frekvenci 8,3 %.

6. Kmenova CML bunka — terapeutické cileni

Dosud nebylo objasnéno, zda je reciproka transformace chromosoml 9 a 22
pocate¢ni poruchou krvetvorné kmenové bunky, nebo zda této aberaci pfedchazeji
jina geneticka a epigeneticka poskozeni zpusobujici nestabilitu genomu, ktera dosud
nebyla odhalena. Pfes jednotici faktor BCR-ABL1 a vysoce ucinnou Ié¢bu je CML
heterogenni onemocnéni. U nékterych pacientl se vyvijeji mutace pfed nebo po
formaci BCR-ABL1, mohou se objevovat poruchy specifikace liniového vyvoje bunék,
klonalni hematopoéza, posSkozeni DNA, aktivace zanétlivych odpovédi a
epigenetické zmény, tedy zmény v hematopoéze, které nastavaji v prub&hu procesu
starnuti (Holyoake TL, Vetrie D Blood 2017). U CML pacientu byvaji v Ph negativnich

bunkach pfitomné jiné cytogenetické abnormality. Také u pacientd po uspésné lécbé
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CML a redukci az nedetekovatelnosti BCR-ABL1 pozitivnich bunék byly
identifikovany klonalni zmény v Ph negativnich populacich (+8, monosomie 7, -Y,
apod.). To naznaCuje jakousi pfedchazejici nachylnost ke genomické nestabilité
v populaci bunék bez Ph chromosmu. Dle vypoctu a hypotézy Fialkowa (Blood 1981)
je populace Ph pozitivnich bunék klonalni. Zatim zadné vysledky tuto hypotézu
nevyvratily. PfestoZze je CML jiz nékolik desetileti povazovano za onemocnéni
hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék (HSPC), které davaji vznik
liniim myeloidnich a lymfoidnich bunék, je charakteristika CML HSPC (dale oznaCeno
jako LSC — Leukemic Stem Cells) neuplna a je obtizné nalézt spravny cil IéCebné
strategie, ktery by spole¢né s TKI umoznil LSC zcela eradikovat, a to bezpecné bez
poskozeni normalnich HSPC. Jak jiz bylo zminéno vySe, CML kmenové burky,
pfedevsim spici LSC, ale i ¢asné progenitorové buriky prezivaji v pfitomnosti TKI,
tedy i po zablokovani aktivity BCR-ABL1. Vyuzivaji k tomu, podobné jako normaini
kmenové burky, molekularni mechanismy, které zajiStuji preziti a sebeobnovu, a
také ochranu mikroprostfedim kostni dfené, avSak regulace, a tedy i kontrola téchto
mechanismu je u LSC poSkozena (Jamieson CH, et al. N Eng J Med 2004).

V typické kohorté 100 pacientu v chronické fazi CML, ktefi uzivaji TKI vice jak
5 let, budou u jedné tfetiny z nich pretrvavat LSC. K tomuto fenotypu pravdépodobné
pfispiva i uplatnéni protiristového efektu TKI na CML CD34+ bunky a LSC, ktery
indukuje klidovy stav bunék, a také zmény v signalnich drahach, které zajistuji jejich
preziti (Holyoake TL, Vetrie D Blood 2017). PreZiti LSC je pravdépodobné nezavislé
na aktivit¢ Bcr-Abl kinazy a uvazuje se, ze Bcr-Abl mize mit i nekinazovou funkci,
ktera zprostfedkuje modifikaci signalnich drah zajiStujicich preziti LSC (Hamilton A,
et al. Blood 2012).

6.1. Signalni drahy CML krvetvorné buriky

Je znamo nékolik mechanisml a signalnich drah, které charakterizuji fenotyp CML
LSC s potencialem pro terapeutické cileni (shrnuto v Holyoake TL, Vetrie D Blood
2017). BCR-ABL1 zvySuje aktivitu signalni drahy fosfatidylinositol 3-kinazy
(PIBK/AKT) a fosforylaci transkripCnich faktorl FOXO, kterou zprostfedkovava AKT.
Fosforylované FOXO jsou zjadra re-lokalizovany do cytoplazmy, kde se stavaji

neaktivnimi. TKI inaktivuji Bcr-Abl s dopadem na downregulaci PISK/AKT signalni
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drahy v LSC, coz vede k re-lokalizaci FOXO1 a FOXO3a z cytoplazmy do jadra, kde
ovliviuji expresi CCND1, ATM, CDKN1C a BCL6 zpusobujici zastaveni bunééného
cyklu v G1 fazi, coz ma v konecném dusledku proti apoptoticky projev v LSC.
Nékolik praci poukazuje na to, Ze Hedgehog signalni draha zajiStuje proces
sebeobnovy a rustu LSC, kde je kliCovym zprostfedkovatelem interakci SMO
(Smoothened — G protein-coupled receptor). Samotna lécba prostfednictvim TKI
neblokuje tuto drahu. Zda se, ze Hedgehog draha je nezavisla na aktivité kinaz.
AvSak delece SMO nebo inhibice proteinu v mySim modelu CML blokovala
Hedgehog signalni drahu s dopadem na eliminaci LSC.

Beta-catenin je centralnim mediatorem kanonické a nekanonické signalni
drahy Wnt. Jaderny beta-catenin je potfebny pro sebeobnovu a pfeziti normalnich
HSPC, a tedy i LSC. Ztrata beta-cateninu v mySim modelu CML naruSuje vyvoj
onemocnéni kvuli inhibici procesu sebeobnovy. Geneticka a farmakologicka inhibice
aktivity beta-cateninu synergisticky s TKI navozuji apoptézu LSC. U LSC se v zasadé
uplatiuje nékolik alternativnich signalnich drah regulovanych Wnt. TKI zpUsobuje
translokaci beta-cateninu do jadra a aktivaci cilovych gent Wnt zahrnujicich NOTCH
a c-MYC. TKI indukuje i ne-kanonickou signalni drahu Wnt prostfednictvim NFAT
signalizace, coz v kone¢ném duasledku snizuje produkci cytokinu interleukinu 4 (IL-4),
ktery je dllezity pro preziti bunék. V praci naSich kolegl (Toman O, et al. Oncol Rep
2016), na které jsme participovali, bylo zjisténo, Ze k imatinibu rezistentni bunécna
linie CML-T1/IR nesouci BCR-ABL1 mutaci Y253H, neexprimuje NFAT, a to na rozdil
od matefské CML-T1, b. linie myeloidniho blastického zvratu CML, ze které byla
CML-T1/IR odvozena. Kolegové poukazali na to, ze CaMKII/Ca2+/NFAT Wnt
signalni draha je u CML-T1/IR potlacena. Otazkou zuUstava, zda by mohlo diky
potlaceni NFAT dochazet v CML-T1/IR kultufe k vyplavovani IL-4, ktery by burikam
zajistoval prezivani.

Rodina kinaz Janus je dulezitd pro signalni transdukci zprostfedkovanou
cytokiny pfes JAK/STAT signalni drahu. Primarni buriky CML i CML bunécéné linie
maji aktivovanou STATS5 kinazu, ktera je translokovana do jadra, kde reguluje
transkripci. Izoforma STAT5a nesouci jednobodovou mutaci spojenou s uplnou
ztratou funkce proteinu snizuje rozvoj onemocnéni podobného CML v mySim modelu,
zatimco uplné vyfazeni genu STATS5 znemoziiuje formovani kolonii z bunék CML
pacientl. Snizeni aktivity JAK2 v lidskych a mySich bunécénych liniich potlacuje Bcr-

Abl a STAT5 signalizaci a inhibice JAK2 ruxolitinibem vede ke ztraté LSC in vitro i in
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vivo. To naznacuje, ze JAK2 je upstreamovy prostfednik JAK/STAT signalni kaskady
v CML LSC, avsak neni kli¢ovy pro rozvoj CML onemocnéni, jelikoz BCR-ABL1 je
pfimym aktivatorem STATS.

Prestoze byly tyto vySe uvedené molekularni drahy studovany udajné jako
primarné vnitrobunécné ¢i bunécné autonomni, je pravdépodobné, ze néktereé, ne-li
vSechny, jsou regulovany prostfednictvim interakci mezi CML LSC a mikroprostiedim
kostni dfen&. Rada ztéchto interakci byla identifikovana a nékteré zpUsobuiji
rezistenci k TKI (souhrnné podava tabulka v Holyoake TL, Vetrie D Blood 2017).

S nejvétsi pravdépodobnosti se CML kmenové bunky nachazeji v populaci
bunék kostni dfené exprimujici bunéény povrchovy marker CD34 za soucasného
negativniho signalu CD38 a liniové specifickych markerl zralych bunék Lin
(oznaCované CD34+CD38-Lin-). V pfedeslych nékolika letech se vyzkum dosti
vénoval charakterizaci bunécnych povrchovych markert, které by ve frakci
CD34+CD38 — HSPC bunék identifikovaly jen ty, které nesou BCR-ABL1 onkogen.
CML LSC bunky na svém povrchu exprimuji markery CD25 (IL-2RA), CD26 (DDPIV),
CD33 (Siglec-3), CD44 (Pgp-1), CD47 (IAP), CD52 (Campath-1), CD90 (Thy-1),
CD114 (G-CSFR), CD117 (KIT/SCFR), CD133 (AC133), CD184 (CXCR4) a IL-1RAP
(shrnuto ve Valent P, et al. Eur J Clin Invest 2014). Z téchto markeru je pouze CD26
vyhradné exprimovan u BCR-ABL1 pozitivnich LSC (Herrmann H, et al. Blood 2014).
Ostatni z vySe uvedenych markerl se vyskytuji na povrchu AML LSC nebo/a
normalnich HSPC. CD26 je enzym, ktery reguluje metabolismus cytokinu v niche
hematopoetickych kmenovych bunék. Proteolyticky degraduje rizné ligandy cytokinu
zahrnuijici interleukin-3 (IL-3), faktor stimulujici kolonie granulocytd a makrofagu (GM-
CSF) a SDF-1 (Christopherson KW, et al. Exp Hematol 2006; Campbell TB, et al.
Stem Cells Dev 2007; Broxmeyer HE, et al. Nat Med 2012). CD26 je velice nad&jnym
markerem, jehoz mira exprese v LSC v dobé diagnézy CML by mohla mit prediktivni
dopad na prubéh nemoci, a to v kombinaci s markery CD25 a IL-1RAP (Herrmann H,
et al. Blood 2014). CD26 je rovnéz zajimavym terapeutickym cilem gliptind (inhibitort
DDPIV), které se podavaiji pfi 1é&bé& cukrovky typu 2. Cerstva data ukazuji, Ze gliptiny
potlacuji aktivitu CD26 v primarnich CML LSC. Kombinovana lé¢ba TKI a gliptinu je

v soucasné dobé studovana v ramci klinickych studii.
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6.2. mikroRNA specifické pro CML

Epigenetické faktory zapojené v CML LSC zahrnuji regulaéni mechanismy genové
exprese, tedy DNA methylace a kovalentni post-translacni modifikace histonu, které
vedou ke zménam v prostupnosti chromatinu pro regulaci mRNA transkripce (shrnuto
v Machova Polakova K, et al. Curr Hematol Malig Rep 2013). Mechanismy
zprostfedkované kratkymi nekodujicimi RNA (microRNA - miRs; siRNA) specifickymi
pro tlumeni mMRNA na post-transkripcni urovni jsou rovnéz povazovany za velmi
ucinné faktory ovliviujici expresni profily a fenotypové projevy CML. MikroRNA
kontroluji tisice mRNA genl a tim padem rovnéz Siroké spektrum fyziologickych a
patofyziologickych udalosti v normalni a rakovinové bunce.

Ve studiu ulohy miRNA u chronické myeloidni leukémie se snazime
zodpovédét dulezité otazky: 1) jaky je miRNA profil specificky pro CML, 2) které
miRNA mohou cilit BCR-ABL1, 3) existuji miRNA, které jsou deregulovany
prostifednictvim Bcr-Abl, 4) Ize CML specifické miRNA terapeuticky cilit? Nase prace
(Pfiloha 7), a prace dalSich (pf. Agirre X, et al. Mol Cancer Res 2008; Flamant S, et
al. Haematologica 2010) nazorné ukazaly expresi maturovanych mikroRNA typickych
pro CML buriky. Pfestoze byly pouzity rizné bunééné populace krevnich bunék, jiné
pristrojové platformy a postupy pro méreni expresnich profild miRNA, zjisténé hladiny
miRNA vzdy jednoznacné odliSovaly jak CML od zdravych kontrol, tak razné
definované faze CML mezi sebou a pacienty s optimalni odpovédi na TKI od
pacientl se selhanim |éCby. Expresni profily zaloZzené na hladinach zralych miRNA
rovnéz odrazeji transformaci z chronické do akcelerované faze &i blastického zvratu
CML. Pres to, Ze se prace mezi sebou odliSuji v analyzach at jiz v pouziti typu bunék,
metod nebo pfistroju, existuji shodné profily specifickych mikroRNA, které mohou byt
pro CML kli¢ové a stoji za pozornost je blize studovat.

V nasi praci (Pfiloha 7) jsme aplikovali miRNA array pro charakterizaci
mikroRNA s odliSnou hladinou v celkovych leukocytech periferni krve pacientd s CML
v riznych fazich onemocnéni, zahrnujicich diagnézu, velkou molekularni odpovéd,
selhani |écby, hematologicky relaps a blasticky zvrat, v porovnani s pfirozenou
hladinou v leukocytech zdravych jedincu. Hierarchické klastrovani na zakladé
expresnich profili 49 detekovanych miRNA jednoznaéné separovalo obdobi
diagndzy, hematologického relapsu a blastického zvratu, u kterych v periferni krvi

prevladaji CML leukocyty, od pacientd s optimalni odpovédi a pacientl se selhanim
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léCby, u kterych prevladaji v periferni krvi normalni leukocyty (optimalni odpovéd)
nebo se jedna o vétsi & mensi mix normalnich a CML leukocytu (selhani 1éCby).
MikroRNA s nejvétSim rozdilem v hladinach mezi CML a zdravou kontrolou (n=17)
byly vybrany pro validaci exprese pomoci miRNA specifické real-time gPCR.
MikroRNA miR-19a, miR-19b, miR-17, miR-20a, miR-92a, miR-221, miR-222, miR-
126, miR-146a, miR-181a, miR-181b, let7c a miR-155 byly v blastickém zvratu silné
upregulované zatimco miR-103, miR-150, miR-451 a miR-144 byly silné
downregulované. Pro tyto mikroRNA asociované sCML jsme pomoci
bioinformatického nastroje DAVID zjiStovali biologické funkce predpovézenych
cilovych genu téchto mikroRNA splfiujici kritérium vysoce konzervovanych oblasti a
vysokou hodnotu Pcr (Pcr hodnoty vyjadfuji, sjakou pravdépodobnosti jsou
predpovézené sekvence cilovych genl konzervované pro vazbu konkrétni miRNA).
Proteiny kodované geny, které jsou s nejvétSi pravdépodobnosti cili téchto
mikroRNA, plni funkci pfedevSim v regulaci transkripce, fosforylaci aminokyselin,
regulaci RNA metabolickych procesu, v regulaci apoptézy i profilerace bunék a
v transportu proteind. Nékolik proteint se ucastni krvetvorby nebo tvorby lymfoidnich
organt. Pomoci databaze KEGG (Kanehisa M, et al. Nucleic Acids Res 2010) jsme
analyzovali signalni drahy, v kterych jsou signifikantné (P <0,0001) zapojeny cilové
proteiny, jejichz exprese je na urovni gend regulovana zjisténymi miRNA. Jednalo se
o signalni drahy endocytézy, mTOR, Hedgehog, fokalni adhese a Wnt. Rovnéz jsme
zjistili predikované cile, které jsou zahrnuty v signalnich drahach CML. VétSina z nich
je soucasti MAPK, p53 a cyklin dependentnich drah (cyklin D1 a CDK®6).

Nejvétsi rozdil jsme pozorovali v pfipadé miR-150, jejiz signifikantné nizké
hladiny byly zjistény v blastickém zvratu, diagnéze a hematologickém relapsu. Proto
jsme hladiny miR-150 validovali na kohorté Ccitajici 70 pacientl. Potvrdili jsme
signifikantné nizké hladiny u pacientd v diagnéze a progredovanych fazich
onemocnéni. Navic hladiny miR-150 negativné korelovaly s expresi BCR-ABL1 a
transkripéniho faktoru MYB na hladiné vyznamnosti. MYB je pfedpokladany a
funkéné validovany cil miR-150. Testovali jsme, zda BCR-ABL1 muze regulovat
expresi miR-150, a inkubovali jsme bunétnou kulturu CML linie MOLM-7
s imatinibem. Pozorovali jsme, Ze po snizeni aktivity BCR-ABL1 doSlo k vyraznému
zvySeni hladiny miR-150. Nase data naznaduiji, Ze prostfednictvim aktivity BCR-ABL1
je potlacena exprese miR-150 s dopadem na overexpresi MYB, ktera neni miR-150

dostatedné tlumena.
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Také dalSi autofi ve svych pracich zjistili zcela shodné, ze miR-150 je vyznamné
snizena v CML bunkach, at jsou to celkové leukocyty periferni krve, izolované
mononuklearni bunky ¢i CD34+ bunky v dobé diagnézy a progredovanych fazich
onemocnéni (Agirre X, et al. Mol Cancer Res 2008; Flamant S, et al. Haematologica
2010). Mudzeme tedy Fici, Ze jednim z typickych znakl CML jsou nefyziologické nizké
hladiny miR-150. Proto jsme se rozhodli dal zkoumat mechanismus downregulace
exprese miR-150 a jeho funkéni dopad v hematopoéze CML.

V praci, ktera je nyni v reviznim fizeni v odborném Casopise (Pfiloha 8) jsme
se zaméfili na prostudovani mechanismu potlaceni tvorby miR-150 a dopadu na
formaci maligni sit€ molekularnich interakci v CML bunce. Inverzni hladiny miR-150
a MYB u CML, které jsme zjistili v pfedchozi praci (Pfiloha 7), a pfedpokladané fizeni
potlateni exprese miR-150 prostfednictvim BCR-ABL1 mohou byt znakem
patogeneze CML buriky a také souviset s progresi do blastického zvratu. Blasticky
zvrat v CML reprezentuje transformaci nemoci se znaky akutni leukémie. Bylo
popsano, ze MYB je upstream faktorem agresivity AML, ktery pozitivné reguluje miR-
155. MiR-155 inhibuje tumor supresorovy a pro-diferenciacni faktor PU.1 (Lidonnici
MR, et al. Blood 2008). MYB pfimo aktivuje onkogenni transkripcni faktor MYC ve
virem indukovanych mysich myeloidnich leukemickych bunkach (Vigorito E, et al.
Immunity 2007). MYC a jeho vazebny partner MAX pfimo vazi BCR promotor a
zvySuji regulaci exprese BCR-ABL1 (Wolff L, et al. Blood cells, molecules & diseases
2001). Pracovali jsme s hypotézou, Zze u CML existuje funkéni propojeni mezi miR-
150, MYC a BCR-ABL1 a mechanismem zprostfedkovanym molekularni drahou
MYB/miR-155/PU.1, ktera je uplatnéna v patogenezi AML. Predpokladali jsme, zZe
toto funkéni propojeni muze v CML bunkach umoznit rozvoj rezistence vici TKI a
transformaci do blastického zvratu.

Nejdfive jsme se zaméfili na stanoveni hladin exprese studovanych molekul
v sortovanych (dle exprese povrchovych markerd CD34 a CD38) subpopulacich
bunék kostni dfené pacientll s CML v chronické fazi v porovnani s mononuklearnimi
burfikami (izolovanymi dle exprese povrchového markeru CD34) z dostupného
materialu periferni krve zdravych jedinc (PBMNC). Potvrdili jsme oc&ekavané,
vyznamné snizené hladiny miR-150 v CML LSC v porovnani se zdravymi kontrolami.
Hladiny miR-150 vyznamné inverzné korelovaly s hladinami MYB, MYC a BCR-
ABL1, pfiemz hladina MYC byla v CML LSC v porovnani s bunkami zdravych

jedincl signifikantné zvySena. Zjistili jsme signifikantné zvySené hladiny miR-155 u
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CD34+ LSC, zatimco hladiny diferenciacniho transkripéniho faktoru PU.1, ktery je
predpokladanym cilem miR-155, byly vyznamné sniZzené v porovnani s CD34+
burikami zdravych jedincu.

Zaméfili jsme se na testovani hypotézy, ze miR-150 je downregulovana
prostfednictvim Bcr-Abl, coZz ma dopad na nedostateéné potladeni exprese MYB
v prubéhu krvetvorby vychazejici z CML LSC. In vitro jsme v CML bunécénych linii
K562 a KCL-22 zvySovali hladinu miR-150 a inhibovali aktivitu a/nebo expresi BCR-
ABL1 a MYB. NasSe data poukazuji na to, Ze exprese MYB je u CML modifikovana
aktivitou Bcr-Abl a snizenou hladinou miR-150 v pozitivnim kombinaénim efektu,
zatimco samotna exprese miR-150 je potlatena pouze prostfednictvim Bcr-Abl.
Naopak, potlaceni exprese MYB nevedlo k jednoznaénému snizeni Bcr-Abl aktivity.

Dle vysledki méfeni exprese a na zakladé publikované prace, ktera popsala
represi exprese miR-150 prostfednictvim MYC na bunéfném modelu lidskych B
bunék (Chang TC, et al. Nat Genet. 2008), jsme se zaméfili na identifikaci vazebného
mista MYC proteinu v regulacni oblasti genu MIR150 u CML. Provedli jsme in silico
analyzu verejné dostupnych dat ChiP-Seq (UCSC Genome Browser) provedenych
na CML bunécné linii K562 a vytipovali jsme potencialni vazebné oblasti MYC
proteinu v regulaéni oblasti genu MIR150. Experimentalné jsme testovali hned
nékolik vytipovanych lokusu a identifikovali jsme lokus nachazejici se -11,7 kb
upstream od transkripéniho zacatku MIR150, ktery je v K562 a KCL-22 burfikach
obsazovan MYC. Toto misto, ani zadny dalSi z testovanych lokusl, neni obsazen
MYC u BCR-ABL1 negativni AML bunécné linie HL-60. Inhibice aktivity BCR-ABL1
prostifednictvim imatinibu snizila expresi MYC a také doslo k depleci MYC proteinu z
tohoto specifického lokusu regulaéni oblasti MIR150 v K562 a KCL-22. Zajimavé je,
Ze obsazeni MYC v lokusu -11,7 kb MIR150 bylo jen ¢aste¢né snizeno v burnkach
KCL-22 na rozdil od K562. S timto pozorovanim souviselo i to, ze hladina miR-150
se nasledné zvysila u K562, nikoli vSak u KCL-22. Naopak zfetelny pokles exprese
MYC na 20% plvodni exprese bez ovlivnéni exprese BCR-ABL1 po pusobeni BET
inhibitoru JQ1 (Delmore JE, et al. Cell 2011) vedl k vyznamnému zvySeni hladiny
mMiR-150 v KCL-22 nikoliv v8ak v bufikach K562. Tyto na prvni pohled nekonsistentni
vysledky muzeme vysvétlit tak, Zze mechanismus rekrutovani MYC pro represi
MIR150 exprese je vjednom pfipadé zavisly spiSe na mife aktivity Bcr-Abl a
v druhém spiSe na mnozstvi molekul MYC dostupnych v burikach, ¢imz se oba typy

CML bunécénych linii od sebe odliSuji. S témito odliSnostmi mize mit souvislost také
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rozdilna citlivost téchto bunécnych linii k imatinibu. Zatimco 50 % bunék K562
podlehlo po 96 h od vystaveni imatinibu apoptéze, v kultufe KCL-22 jsme pozorovali
pouze minoritu (5%) apoptotickych bunék. Z nasich pozorovani a méfeni vime, Ze
KCL-22 bunky maiji schopnost nepfetrzité rast v pfitomnosti 1 uM imatinibu a brzy
relabovat diky rozvoji mutace v BCR-ABL1 na rozdil od K562, které tuto schopnost
nemaji a dcefinou bunécénou linii K562R rezistentni vici 1 uM imatinibu jsme odvodili
a ziskali az po 9 mésicich kontinualniho a pozvolného zvySovani mnozstvi imatinibu
Vv ristovém médiu kultury.

NasSe data ukazuji, Ze Bcr-Abl inhibuje v CML burikach expresi MIR150
prostfednictvim pFitomnosti MYC v lokusu vzdaleném -11,7 kb od transkripéniho
zacatku genu MIR150, kde MYC puUsobi jako pfimy represor transkripce. Na rozdil od
modelld AML s pfestavbami zahrnujicimi gen MLL, jsme u CML nepozorovali, ze by
se uplathoval mechanismus post-transkripni inhibice maturace miR-150
prostfednictvim Lin28 fizenym MYC.

MiR-155 byla jiz dfive identifikovana jako onkogenni miRNA s vyrazné
zvySenou hladinou v B bunéénych lymfomech, chronické lymfocytarni leukémii, AML
a u raznych solidnich nadoru. Vysoké hladiny miR-155 signalizovaly Spatnou
progndzu nebo selhani 1éCby u téchto onemocnéni (Kluiver J, et al. The Journal of
pathology. 2005; Calin GA, et al. Blood 2009; Volinia S, et al. PNAS 2006; O'Connell
RM, et al. J of Exp Med 2008). V CML LCS pacientd v chronické fazi v dobé
diagnézy i v dobé rezistence vucéi TKI jsme na$li hladiny miR-155 zvySené
v porovnani se zdravymi CD34+ PBMNC. Nicméné inhibice Bcr-Abl aktivity
imatinibem vedla dale ke zvySeni hladiny miR-155 u K562 a KCL-22, coz souvisi se
zjisténim, Ze miR-155 je upregulovana v leukocytech CML pacientd léenych
imatinibem (Rokah OH, et al. PloS one 2012). AvSak odvozené rezistentni bunécné
linie k imatinibu K562R a KCL-22R vykazuji vyznamné snizené hladiny miR-155
v porovnani s parentalnimi bunéCnymi liniemi. Rdzné hladiny miR-155 maji
v bunkach razny funkéni dopad (inhibuji jiné soubory genu), coz bylo nedavno
popsano u AML (Narayan N, et al. Leukemia 2017). Podobné muzeme uvazovat i u
CML, jelikoz je zajimavé, Ze korelace hladiny miR-155 s expresi MYC je signifikantné
negativni ve zdravych CD34+ burikach, ale signifikantné pozitivni v CML LSC, coz
naznacuje mozné reprogramovani exprese miR-155 prostfednictvim Bcr-Abl. S timto
predpokladem souvisi i zjisténi, Ze PU.1 je downregulovana po plsobeni imatinibu

na K562, zatimco u KCL-22 vystavené imatinibu naopak pozorujeme signifikantni

30



zvySeni hladiny PU.1. Pracujeme s hypotézou, Ze inhibice aktivity Bcr-Abl by méla
vést k odblokovani potlacené diferenciace bunék prostfednictvim PU.1 v zavislosti na
bunéném kontextu, kdy pro terminalni diferenciaci K562 (erytroidni vyvojova linie)
jsou zapotfebi nizké hladiny PU.1 a pro terminalni diferenciaci KCL-22 (myeloidni
vyvojova linie) jsou zapotfebi vysoké hladiny PU.1. Tuto hypotézu jsme podpofili
zZjisténim, ze rezistentni bunécné linie K562R a KCL-22R, které kontinualné rostou
v pfitomnosti vysokych koncentraci imatinibu, vykazuji opacné trendy exprese PU.1.
Jinymi slovy, Ze signifikantné zvySené hladiny PU.1 v K562R bunécné linii
v porovnani s citlivymi bunkami K562 perzistentné blokuji erytroidni diferenciaci,
zatimco vyznamné snizené hladiny PU.1 u KCL-22R v porovnani s citlivymi bufkami
KCL-22 perzistentné blokuji myeloidni diferenciaci.

Nase prace souhrnné pfinasi zjisténi, Zze BCR-ABL1/MYC/miR-150/MYB/miR-
155/PU.1 signalni sit' je u CML aktivovana a individualni molekuly pravdépodobné
operuji v souhfe sBCR-ABL1 nebo semi-autonomné v zavislosti na jejich
mnozstvich, které maji rizny dopad na CML leukemogenezi v prubéhu klonalni
hematopoézy. Upregulace BCR-ABL1 a MYC v LSC (CD34+CD38-) dereguluje
expresi miR-150 a nasledné MYB v diferencovanéjSich populacich. Tato data jsou
zajimava v kontextu nedavno publikované prace naSich kolegl z University
v Glasgow (Abraham S, et al. Nature 2017). Abraham et al. provedli globalni
proteomickou a transkriptomovou analyzu primarnich vzork( pacientll CD34+ bunék
a CML LSC a zjistili zavislost CML bunék na signalni siti regulované p53 a MYC.
Toto zjisténi dalo zaklad pro testovani kombinacni leéCby s aplikaci MDM2 a BET
inhibitor s cilem synergisticky cilit a potladit LSC prostfednictvim upregulace

apoptotické drahy p53 a downregulace MYC.

7. Molekularné genetické monitorovani

Pravidelné molekularné genetické monitorovani je v sou€asné dobé kliCové pro
hodnoceni odpovédi pacientd na lé€bu TKI, sledovani minimalni zbytkové nemoci a
pro rozhodovani lékafe o dalSim postupu v IéEbé. Pro vyfCeni diagnozy se vychazi
z komplexniho vySetfeni pacienta zahrnujicim napfiklad hematologické hodnoceni
(pF. krevni obraz, morfologie aspiratu kostni dfené), cytogenetické vySetfeni (zjisténi

pfitomnosti a poctu Ph pozitivnich metafazi, pfipadné jinych chromosomalnich
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abnormalit) a molekularné genetické vySetieni pro prukaz pfitomnosti transkriptu
BCR-ABL1 a charakterizaci pfestavby. Na urovni DNA dochazi ke zlomum
v intronech gend BCR a ABL1 pravdépodobné nahodile a zatim nebyli zjisténi
pacienti, ktefi by nesli na urovni DNA stejny typ fuze, tj. stejné pozice zlomu
v intronech obou genu (Pfiloha 9; Krumbholz M Genes Chromosomes Cancer.
2012). Pro predstavu, intron 1 genu ABL1, ve kterém dochazi ke zlomUm takrka u
vSech pacientd s CML, je dlouhy 174 kbp. U 99 % pacientd s CML je pfitomen
transkript BCR-ABL1 s pfestavbou Major (b2a2, b3a2). Pacient-specifické DNA
zlomy se nachazeji v intronu 13 genu BCR a intronu 1 ABL1 (el3a2, resp. b2a2)
nebo vintronu 14 BCR a intronu 1 ABL1 (el4a2, resp. b3a2). Zbyvaijici procento
pacientl nese raritni typy prfestaveb BCR-ABL1 transkriptu (pf. minor — ela2; mikro —
el9a?). Je zfejme, Zze molekularné genetické vysSetfeni je snazsi, rychlejSi a levngjsi
na urovni transkriptl, protoze stejny test je aplikovatelny na 99 % pacienti s CML.
Znalost typu pFestavby na urovni transkriptu je dulezita pro nasledujici kvantifikaci
hladiny transkriptt BCR-ABL1 a zamezeni faleSné negativnim vysledkiim. Metoda
multiplex reverzné transkriptazovd PCR (RT-PCR) umoznuje detekovat transkripci
BCR-ABL1 s rGznymi typy prestaveb (Cross NC, et al. Leukemia 1994). Tento typ
vySetfeni je v laboratofich rozSifeny, avSak existuji ojedinélé pfipady pacientl
s raritnimi prestavbami BCR-ABL1 transkriptu, jejichz spravné urCeni muize byt
problematické. Napfiklad v pfipadé amplikonu o délce cca 1000 bp v cDNA vzorku
pacienta ziskaného po prubéhu multiplex RT-PCR je nutné rozlisit, zda se jedna o
prestavbu e6a2 (926 bp) Ci e19a2 (1123 bp). Po klasické elektroforetické separaci
PCR produktu je ur€eni délky malo presné, proto je nutné provést singleplex PCR se
specifickymi primery, umoznujicimi amplifikaci useku cDNA nesouciho konkrétni typ
prestavby.

Po potvrzeni diagnézy CML je zahajena lécba TKI doprovazena pravidelnym
monitorovanim hladin BCR-ABL1 transkriptl v celkovych leukocytech periferni krve.
Vroce 2013 byla publikovana nova verze doporuCeni pro hodnoceni léCebné
odpovédi na Ié¢bu TKI (Baccarani M, et al. Blood 2013). Je doporucené provadét
monitorovani hladiny BCR-ABL1 transkriptl (dale jen hladina BCR-ABL1) kazdé 3
mésice od zahajeni 1éCby. Pokud neni mozné v doporucenych €asovych intervalech
od zahajeni IéCby provést cytogenetické vysetieni (nemoznost odbéru aspiratu kostni
difené, nedostatek metafazi pro hodnoceni), opira se |ékaf o zjisténou hladinu BCR-

ABL1 transkripta v periferni krvi. Je znamo, ze hladina BCR-ABL1 odrazi mnozstvi
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Ph pozitivnich bunék vyplavovanych do periferni krve. Monitorovani hladiny BCR-
ABL1 bylo u CML poprvé uplatnéno v 90. letech minulého stoleti pro sledovani
minimalni zbytkové nemoci u pacientl po transplantaci kostni dfené (Lion T, et al.
Leukemia 1992). Pro kvantifikaci hladiny BCR-ABL1 byla pouzivana metoda
kompetitivni PCR (Moravcova J, et al. Leukemia 1998). Dnes je zlatym standardem
pro kvantifikaci hladin BCR-ABL1 metoda reverzné transkriptazova real-time
kvantitativni PCR (RT-qPCR) s doporu¢enym a nejvice rozSifenym metodickym
postupem dle EAC (European Against Cancer; Beillard E, et al. Leukemia 2003).
Studie IRIS prokazala, Ze redukce BCR-ABL1 transkriptd (BCR-ABL1/kontrolni gen,
ti. normalizovany pocet kopii BCR-ABL1) o minimalné 3 fady v porovnani se
standardizovanou hladinou 100 %, ktera byla vypoltena jako median hladin
transkriptd BCR-ABL1 s pfestavbou Major u vzorkd pacientd v dobé diagndzy,
vyznamné pfedpovida pravdépodobnost preziti bez progrese. Tato 3- fadova
redukce byla pfevedena do numerického mezinarodniho méfitka (IS = international
scale) a odpovida hladiné 0,1 % BCR-ABL IS, jenz je oznaCovana jako velka
molekularni odpovéd (MMR). O ukotveni hladin BCR-ABL1 v mezinarodni Skale na
dvou hodnotach ustanovenych v ramci studie IRIS: standardizovana vstupni hladina
BCR-ABL1 (100 % IS) a standardizovana hodnota MMR (0,1 % IS) se dohodlo
konsorcium expertll na mezinarodni sjezdu konaném na pudé National Institutes of
Health (NIH) v Bethesdé v roce 2005 (Hughes T, et al. Blood 2006). Doporu¢ena
citlivost metodik byla stanovena na hladinu minimalné 0,01 % BCR-ABL1 (IS)
odpovidajici 4- fadovému poklesu hladiny od standardizované vstupni hladiny.
Logickym vyusténim dosavadnich poznatkl bylo rozhodnuti harmonizovat lokalni
metodiky BCR-ABL1 laboratofi v ramci mezilaboratorni standardizace, ¢ehoz mélo
byt dosazeno vyménou referenénich materiald s hodnotami zméfenymi v centralni
referen¢ni laboratofi. Na zakladé téchto krokl( bylo doporuceno vytvofit dostate¢né
mnozstvi referennich materialll pro kontroly kvality standardizovanych protokold
monitorovani BCR-ABL1.

7.1. Standardizace monitorovani MMR

Velkd molekularni odpovéd je vyznamnym molekularné genetickym parametrem

odrazejicim uspésnost lécby CML prostiednictvim TKI a umoziujicim predikci
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celkového preziti a preziti bez udalosti. Bylo nezbytné, aby laboratofe poskytujici
vySetfeni kvantifikace BCR-ABL1 transkriptu metodou RT-qPCR harmonizovaly své
metodiky a jednotné vydavaly vysledky v mezinarodnim méfitku. Pod zastitou ELN
byl v roce 2007 zahajen projekt EUTOS for CML (The EUropean Treatment Outcome
Study for CML), ktery mezi své hlavni ukoly zafradil vytvofeni standardizované
metodiky (Branford S, et al. Leukemia 2006). V roce 2007 probéhlo mezinarodni
testovani variability méfeni hladin transkriptt BCR-ABL1 v 39 laboratofich ze 14
evropskych zemi. Testovani poskytlo zaklad pro dalSi harmonizaci postupt, které
pouzivaji rozdilné protokoly pro pre-analytickou a analytickou fazi a pro vytvoreni
mezinarodniho referen¢niho standardu nezbytného pro standardizaéni proces (Muller
M, et al. Leukemia 2008). Nasledné bylo v roce 2008 zahajeno testovani za ucasti 57
evropskych laboratofi, v némz byla ve dvou krocich ovéfena funkénost metodik a
vypocten nejprve preliminarni a pozdéji také validovany konverzni faktor (CF) pro
vyjadfovani vysledkt v IS. Na zakladé testovani bylo vybrano 24 laboratofi, které
mély ve svych zemich plnit funkci narodnich referen¢nich laboratofi a pokracovat ve
validaci CF pro ostatni lokalni laboratofe (Muller M, et al Leukemia 2009). Prvni
publikované vysledky potvrdily, Ze pomoci CF lIze sjednotit vysledky rozdilnych
analytickych postupu (Branford S, et al. Blood 2008). Na zakladé mezilaboratorni
vymény vzorkl bylo testovano, zda metodiky 38 laboratofi z 15 zemi celého svéta
podavaji konzistentni vysledky s referencni laboratofi a zda je Ize konvertovat do IS
pomoci vypoctenych CF. Soucasné s reportovanim vysledkd v IS byl vyzdvihnut
vyznam externich i internich kontrol kvality, urCeni pfesnosti a reprodukovatelnosti
metod a nutnost odliSeni analytické variability méfeni od klinicky relevantnich zmén.
Procedura validace a re-validace CF vychazi z analyzy 25-30 vzorkd CML
pacientl, které méfi referencni a testovana laboratof. Cely proces je financné i
Casové naroCny a dostupny jen pro omezeny pocet laboratofi, jelikoZ pro mnoho
laboratofi je problematické ziskat potfebné mnozstvi vhodnych primarnich vzorki
pacientl pro testovani. Obecné je doporucovano prepoctové koeficienty re-validovat
kazdy rok a také vzdy, kdyZ se méni metodicky postup, chemikalie, pfistroje, apod.
Pokud se zjisti nestabilita CF je doporu¢eno provést naslednou validaci do pul roku.
Je dulezité zduraznit, Ze k procesu validace prepoctového koeficientu mohou
pristoupit laboratofe, jejichz RT-qPCR metodika spliiuje stanovené parametry
analyzy zahrnuijici linearitu méfeni a dostateény pocet kopii kontrolniho genu, ktery

rovnéz urCuje pozadovanou citlivost. Jednim z faktor( pfispivajicich k variabilité
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metodik mezi laboratofemi je pouzivani riznych plasmidovych kalibratord, které
umoznuji stanovit mnozstvi analyzovanych cilovych molekul onkogenu BCR-ABL1 a
kontrolniho genu. Plasmidové kalibratory se odliSuji dle vyrobcl, mnohdy si
laboratofe vyvijeji kalibratory vlastni. Cilem rozsahlé prace vybranych EUTOS
referen¢nich laboratofi bylo vyvinout a validovat mezinarodni certifikovany referenéni
plasmidovy standard pro vyraznou pomoc a ushadnéni procesu standardizace.
Vystupem prace je existence referenéniho materidlu ERM-AD623a-f, ktery je
v souCasné dobé komercné dostupny (Pfiloha 10). Jedna se o sadu plazmidovych
standardd nesoucich soucasné sekvence pro gen BCR-ABL1 (pfestavba Major) a
kontrolni geny ABL1, BCR a GUSB a muze byt pouzivan pfimo pro diagnostické
analyzy vzorku cDNA nebo nepfimo pro kalibraci lokalniho plazmidového standardu.
Je nutné zduraznit, ze samotné pouzivani ERM-AD623 standardu nevede k vydavani
vysledkl v IS, jelikoZ nepostihuje variabilitu celé metodiky zahrnujici izolaci celkové
RNA a reverzni transkripci do cDNA, ktera do méfeni mezi laboratofemi vnasi
nejvétsi variabilitu. Vyznamné vSak napomaha zvysit pfesnost samotného méfeni
RT-gPCR ve smyslu ureni poctl kopii méfeného BCR-ABL1 a kontrolniho genu.
Tento certifikovany plazmidovy kalibrator je vhodny pro optimalizaci a kontrolu
ucinnosti RT-gPCR pro BCR-ABL1 a kontrolni gen. Pro spravnou laboratorni praxi by
obé RT-gPCR reakce, tedy pro BCR-ABL1 a kontrolni gen, mély byt stejné ucinné.
To znamena, Ze pfi analyze BCR-ABL1 s pfestavbou major a kontrolniho genu
v certifikovaném plazmidu, by hodnoty Ct mély byt identickeé, jelikoz jsou geny
v plazmidu pfitomny v poméru 1/1.

Pro zajisténi toho, aby laboratofe mohly vydavat vysledky v IS bez nutnosti
vymény vzork( pacientd s referen¢ni laboratofi pro obdrzeni prepoctového
koeficientu, bylo zapotfebi vyvinout sekundarni referencni material postihujici celou
metodiku pocinaje zpracovanim primarniho vzorku periferni krve. V ramci
mezinarodni studie zahrnujici vybrané EUTOS referenéni laboratofe byl vyvinut a
validovan prvni bunéény BCR-ABL1 sekundarni referenéni panel. Jedna se o
lyofilizované mixy bunék bunécnych linii K662 (BCR-ABL1 pozitivni b. linie odvozena
od blastického zvratu pacientky s CML) a HL-60 (BCR-ABL1 negativni b. linie
odvozena z blastu akutni myeloidni leukémie) v definovanych pomérech (PFiloha 11).
Sekundarni referenéni panel byl kalibrovan na prvni mezinarodni geneticky
referenéni panel pro kvantifikaci mMRNA BCR-ABL1 svétové zdravotnické organizace
WHO (World Health Organization) (White D, et al. Blood 2010). Byl to vibec prvni
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BCR-ABL1 panel, slouzici jako primarni standard pro kalibraci BCR-ABL1 metod a
vydavani vysledkl v IS, ktery byl akreditovan WHO. WHO BCR-ABL1 referenc¢ni
panel je jen omezené dostupny, a to pro vyrobce BCR-ABL1 testd, kit a
sekundarnich standardd (Cross NC, et al. Ann. Hematol 2015).

V ramci EUTOS studie (Pfiloha 11) bylo pfipraveno 12000 kusu sekundarniho
referenéniho panelu lyofilizovanych bunék s vyuzitim stejnych bunék jako v pfipadé
WHO panelu. Kvuli potfebé monitorovani hluboké molekularni odpovédi byl zahrnut
standard s hladinou MR*® (MR — hluboka molekularni odpovéd; vice v kapitole 7.3.).
Hodnoceni kvality kontroly ukazalo, Zze sekundarni panel vykazoval homogenitu,
minimalni zbytkovou vihkost a dvouapulro¢ni stabilitu v realném Case.

Referenéni panel byl uspésné zpracovan a testovan vsemi 44 zucastnénymi
laboratofemi, coz naznacuje, ze je kompatibilni s mnoha rldznymi konfiguracemi
metody pro kvantifikaci BCR-ABL1 pomoci RT-qPCR. Prostfednictvim analyzy
standardni kfivky ukazujici miru linearity kvantifikace jsme zjistili, Ze téméF polovina
test vykazuje znamky nedostate¢né optimalizace projevujici se predevSim
nelinearitou méfeni a nizsi ucinnosti prabéhu PCR. Zajimavé je, Ze kdyz laboratofe
pouzily optimalni mnozstvi vstupniho vzorku RNA, coZ bylo v ramci studie pro
kazdou metodiku testovano, dosahlo 60 % laboratofi praimérnych hodnot BCR-ABL1
do dvojnasobku urCenych hodnot referenéniho panelu, 84 % laboratofi méfilo
s dobrou presnosti (< 2,5 fadu smérodatné odchylky) v rozsahu od 0,1 % - 0,01 %
BCR-ABL1 a 76 % laboratofi ukazalo 100 % detekéni schopnost hladiny MR43, ;.
0,0032 %. Ktémto vynikajicim vysledkim nejspiSe pfispély 3 faktory; pouziti
ovérfeného optimalizovaného mnozstvi vstupniho vzorku specifického pro dany test,
skutecnost, ze 78 % testl vyuziva navrh EAC primerQ (Beillard E, et al. Leukemia
2003) a to, ze 71 % testd je kalibrovano na IS prostfednictvim vymény vzorkl s
jednim ze dvou hlavnich mezinarodnich referen¢nich center. Vysledky ukazuji, ze
pouzivani publikovanych testl a harmonizovany postup kalibrace testu na IS mohou
vést k uspésné standardizaci BCR-ABL1 analyzy. Pro tyto ucely je zfejma potfeba
jednoduchého a Siroce dostupného kalibratniho mechanismu, jako je tento
sekundarni panel, pro zajisténi méreni v IS v laboratofich v pribéhu ¢asu.

Validovani pouziti tohoto sekundarniho referenéniho panelu pro BCR-ABL1
kvantifikaci a kalibraci testd na IS v sou€asné dobé probiha v ramci mezinarodniho
projektu EUTOS 2016, pfi¢emz doporu€eny postup pro aplikovani v praxi by mél byt

publikovan v roce 2018.
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7.2. Pokles hladiny BCR-ABL1 €asné po zahajeni Iécby TKI

predpovida priibéh onemocnéni

Prognostické skérovaci parametry, jako jsou Sokalovo a Hasfordovo (Euro) skore,
byly zavedeny do lékafské praxe pro odhad rizika prib&éhu onemocnéni v dobé, kdy
byli pacienti Ié€eni IFN-a nebo busulfanem (Sokal JE, et al. Blood 1984; Hasford J, et
al. J Natl Cancer Inst 1998). Oba parametry jsou nadale uziteCnymi nastroji v dobé
[éCby TKI (Baccarani M, et al. Blood 2013). Navic k nim pfibyl i tfeti, znacné
zjednoduseny skorovaci systém EUTOS, ktery do kalkulace zahrnuje velikost sleziny
a pocet basofild v dobé diagndzy (Hasford J, et al. Blood 2011). Ukazalo se, ze
EUTOS skére predpovida pravdépodobnost dosazeni kompletni cytogenetické
odpovédi (CCgR) a preziti bez progrese u pacientl lIé€enych imatinibem. Rovnéz se
ukazalo, ze odhad odpovédi na léCbu TKI je u€inny na zakladé hodnoceni Casové
zavislych proménnych zahrnujicich hematologicka, cytogeneticka a molekularni
kritéria, ktera definuji optimalni odpovéd, varovné signaly a selhani IéCby ve 3., 6. a
12. mésici a v nasledujicich ¢asovych obdobich od zahajeni IéCby TKI (Baccarani M,
et al. Blood 2013). Prace némecké skupiny The German CML study group na
souboru 1303 nové diagnostikovanych pacientl lécenych imatinibem v prvni linii
ukazala, Ze 28 % pacientu, u kterych nedoslo k redukci hladiny BCR-ABL1 pod 10 %
IS ve 3. mésici, mélo pétileté celkové prezZiti pouze 87 % (Hanfnstein B, et al.
Leukemia 2012). Vyznamné lepSi mira preziti byla zjiSt€éna u pacientu s hladinou
BCR-ABL1 1-10 % IS a <1 % IS, av8ak obé tyto skupiny se neliSily mezi sebou.
Z toho ddvodu byla hranice 10 % BCR-ABL1 IS zvolena jako relevantni mezni
hladina definujici vysoce rizikovou skupinu pacientll. Prace némecké a rovnéz britské
skupiny usuzuji, ze pokles hladiny BCR-ABL1 ve 3. mésici od zahajeni léCby
imatinibem muze predstavovat dllezity prognosticky marker nasledujiciho prabéhu
léCby a muze byt ukazatelem pro Casny prevod rizikové skupiny pacientd na Ié¢bu
TKI 2. generace (Hanfnstein B, et al. Leukemia 2012; Marin D, et al. JCO 2012).
NaSe prace, ktera zpracovala molekularni data pacientu Ié€enych v 1. linii v realné
praxi tfi Ceskych center, ktera v té dobé jiz méla standardizovanou metodiku pro
kvantifikaci BCR-ABL1 transkriptd a méfila porovnatelné, ukazala, ze kumulativni
incidence dosazeni kompletni cytogenetické odpovédi (CCgR; 0 metafazi kostni

dfené s Ph chromosomem) a MMR ve 12. a 18. mésici od zahajeni |éCby imatinibem
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je vyznamné spjata s hladinou BCR-ABL1 < 10 % IS dosaZenou po 3 mésicich |éCby
(Pfiloha 12). Nicméné jsme nepotvrdili, Zze by hladiny BCR-ABL1 ve 3. mésici
odrazely preziti bez progrese (definovano jako preziti bez evidence AP nebo BC,
ztraty kompletni hematologické odpovédi, velké cytogenetické odpovédi, nartst poctu
bilych krvinek nebo umrti v pribéhu IéCby imatinibem) a udalosti (definovano jako
progrese, ztrata CCgR, selhani dosazeni kompletni hematologické odpovédi v 6.
mésici, velké cytogenetické odpovédi ve 12. mésici, CCgR v 18. mésici, netolerance
k imatinibu — dlvodu k pfevodu na jinou lécbu). Zatim neexistuji data, ktera by
jednoznacné prokazala, Zze pozvolnéjSi odpovéd na léCbu by méla prokazatelny
negativni dopad na celkové preziti. Rovnéz je otazkou, zda Casné prevedeni na
[éCbu TKI 2. generace vyvola rychlejSi odpovéd. OdliSné biologické charakteristiky
pozvolné odpovidajicich pacientll mohou byt dosti heterogenni a inhibitory druhé
generace mohou byt jen castecné ucinné. Navic, z praxe vime, Ze pozvolné
odpovidajici pacienti, ktefi dle ELN kritérii odpovidaji neoptimalné, mnohdy dosahuiji
MMR za delSi Cas a jejich outcome je srovnatelny s optimalné odpovidajicimi
pacienty. Naproti tomu by ze zmény terapie na TKI 2. generace jiz po 3 mésicich
mohla profitovat vysoce rizikova skupina pacientd s hladinami BCR-ABL1 210 % IS,
protoze by mohlo dojit k ¢asné a efektivni eliminaci BCR-ABL1 pozitivnich klonu a
snizeni rizika rozvoje rezistence.

V praxi se hranice 10 % BCR-ABL1 IS zatim neuplatnila jako kritérium pro
zménu léCby. K tomuto pfispiva i fakt, ze kvantifikace BCR-ABL1 v analyzovaném
vzorku je ovlivnéna variabiltou samotného méfeni, ktera odpovida
mnohastuprniovému procesu od zpracovani primarniho vzorku az po konecny vypocet
vysledku. Variabilita, ktera ur€uje miru nejistoty méfeni, stoupa s klesajici hladinou
BCR-ABL1 ve vzorku. Nejistoty méfeni jsou vypolteny na zakladé testovani
reprodukovatelnosti, pficemz toto testovani by mélo byt v ramci validace metody
provedeno kazdou laboratofi. Ur€itému rozmezi hodnot hladiny transkriptt BCR-
ABL1 pak odpovida pfislusny interval, v némzZ je dany vysledek povazovan za
spravny. V pfipadé, Ze si lékaF neni jisty, jak posoudit napf. hrani¢ni aktualni
vysledek pacienta v daném obdobi, je vhodné méfeni hladiny transkriptd BCR-ABL1
zopakovat mimo interval béZzného monitorovani. Zda se, Zze mnohem pfesnéjSim
prediktorem rizikové skupiny pacientl, ktera by mohla profitovat z Easné zmény
IéCby, je individualni kinetika poklesu hladiny BCR-ABL1. Hanfnstein B et al.

(Leukemia 2014) ukazali, Ze jako nejvice prediktivni veli€¢ina byla identifikovana pul
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fadova redukce hladiny BCR-ABL1 ve 3. mésici od vstupni hladiny méfené v dobé
diagndzy, kdy byl pouzity kontrolni GUSB. Dle autoru by pacienti v riziku progrese
onemocnéni mohli byt precisné identifikovani nedosazenim pul fadového poklesu
hladiny BCR-ABL1 ve 3. mésici od zahajeni 1éCby TKI. S jesté pfesnéjSim odhadem
rizikovosti progrese onemocnéni na zvoleném prvoliniovém TKI ¢asné po zahajeni
|éCby pfiSla australska skupina (Branford S, et al. Blood 2014). Mezi skupinou
pacientld s hladinou nad 10 % BCR-ABL1 jsou pacienti, ktefi v pribé&hu |éCby
prospivaji. Autofi prace si vzali za cil identifikovat v této skupiné pacienty se
skuteCnym rizikem progrese onemocnéni. Pacienti s BCR-ABL1 halving time
dosazenym za méné nez 76 dni méli vyznamné lepSi pribéh onemocnéni
Vv porovnani s pacienty s delSim ¢asem. Multivariantni analyzy ukazaly, Ze halving
time je vyznamnym parametrem pfedpovédi pribéhu onemocnéni u rizikové skupiny
pacientd s hladinou BCR-ABL1 vy8Si nez 10 % IS ve 3. mésici od zahajeni [éCby.
Obdobné jako 10 % mezni hladina BCR-ABL1 ve 3. mésici tak i pul fadova
redukce BCR-ABL1 ¢&i halving time se v lékafské praxi dosud neuplatnily jako
parametry, které by vedly k ¢asné (ve 3. mésici) zméné léCby u rizikovych pacientd.
Divodem je chybéjici randomizovana klinicka studie, ktera by ukazala pfiznivy dopad
Casné zmény léCby u takto definovanych rizikovych skupin pacientd na dalSi pribéh
onemocnéni. Pravidelné monitorovani hladiny BCR-ABL1 kazdé 3 mésice od
zahajeni lécby zustava kliCové pro sledovani a hodnoceni prubéhu odpovédi na
[éCbu v Case. Lékafi zpravidla reaguji se zménou |éCby teprve pfi potvrzeni
nedostatecCné odpovédi na IéCbu v nasledujicich obdobich sledovani a na zakladé
detekce mutaci v kinazové domény BCR-ABL1, které predstavuji jeden

z mechanism rezistence vaci 1éEbé TKI (viz. kapitola 5.1.).

7.3. Definice a standardizace hluboké molekularni odpovédi

S del$i dobou sledovani lé¢by CML pacientl imatinibem se ukazuje, ze pacienti
vykazuji niz8i hladiny BCR-ABL1, nez je MMR a v nékterych pfipadech neni BCR-
ABL1 pomoci RT-gPCR detekovan. Pacienti Ié€eni dasatinibem (Kantarjian H, et al.
J Engl J Med 2010) nebo nilotinibem (Saglio G, et al. J Engl J Med 2010) v prvni linii
dosahuji Castéji a rychleji hlubSich odpovédi, tj. hladin pod 0,1 % BCR-ABL IS

v porovnani s lé€bou imatinibem. Pacienti, ktefi po 1é¢bé TKI dosahuji dlouhodobych
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hlubokych molekularnich odpovédi, maji vyhled pro vysazeni |éCby, jak ukazuji
klinické studie zabyvajici se vysazenim |éCby u této skupiny pacientd (STIM, EURO-
SKI, TWISTER, ENESTfreedom, Dasfree, aj.). Proto bylo zapotfebi seriézné se
zabyvat otazkou definice a standardizace hlubokych molekularnich odpovédi na
zakladé méfeni mnozstvi BCR-ABL1 transkriptu s pfestavbou major (varianty e13a2,
elda2; 99 % CML pacientl), pro které existuje externi plasmidovy kalibrator pro
uréeni poctu kopii. Panelem odborniki ELN bylo navrzeno oznaceni pro hlubokou
molekularni odpovéd jako MR (,deep“ Molecular Response) (Baccarani M, et al.
Blood 2013). Spole¢né s dalSimi EUTOS laboratofemi jsme se zabyvali technickymi
detaily a zplsobem interpretace, které laboratofim umozni kategorizovat pacienty ve
standardizované formé. Vyvinuli jsme laboratorni postup definujici MR
reprodukovatelnym zpusobem (Pfiloha 13). Doporuéeni vzes$la na zakladé konsensu
mnoha pracovnich mitinkdl a pouzitou terminologii jsme opfeli o doporu¢eni MIQE —
the Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments
guidelines (Bustin SA, et al. Clin Chem 2009). Jelikoz vétSina laboratofi pouziva
kontrolni gen ABL1, mensSina GUSB, a BCR se pouzivd pouze v nékterych
australskych ¢i americkych laboratofich, doporuceni se tykaji metodik vyuZivajicich
kontrolni geny ABL1 a GUSB. Na zakladé paralelniho méfeni obou kontrolnich gen
u 1567 vzorku s hladinami <10 % BCR-ABL1 IS a poc¢ty kopii kontrolniho genu ABL1
>10 000, byl vypocitan median poméru GUSB/ABLA1, ktery Cinil 2,4. Proto jsme pro
potfebu definovani hlubokych MR uvazovali, Zze 10000 kopii transkriptu ABL1
odpovidd ve stejném objemu cDNA 24000 kopiim GUSB. Uroveri hluboké
molekularni odpovédi jsme definovali dle poctu Fadua poklesu hladin transkriptd BCR-
ABL1 od IRIS standardizované hranice 100 % IS v pfipadé detekovatelnosti a tedy
kvantifikovatelnosti BCR-ABL1. V pfipadé nedetekovatelnosti kopii BCR-ABL1
transkriptl se hloubka molekularni odpovédi fidi dle méfeného poctu kopii
kontrolniho genu, ktery sou€asné odrazi miru citlivosti analyzy konkrétniho vzorku.

BCR-ABL1 laboratofe dle naSich doporuceni vyhodnocuji MR nasledovné:

= MR* pokles o 24 fady od IRIS standardizované hranice, tj. bud detekovatelna
choroba na hladiné <0,01 % IS BCR-ABL1 nebo nedetekovatelna choroba (0
kopii BCR-ABL1) pfi detekci 210 000 kopii ABL1 resp. =24 000 kopii GUSB v

kazdé z testovanych paralel;
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* MR*5 pokles o 24,5 fadu od IRIS standardizované hranice, tj. bud
detekovatelna choroba na hladiné <0,0032 % IS BCR-ABL1 nebo
nedetekovatelna choroba (0 kopii BCR-ABL1) pfi detekci souctu 232 000 kopii
ABL1 resp. 277 000 kopii GUSB;

* MR® pokles o 25,0 fadl od IRIS standardizované hranice, tj. bud
detekovatelna choroba na hladiné <0,001 % IS BCR-ABL1 nebo
nedetekovatelna choroba (0 kopii BCR-ABL1) pfi detekci sou¢tu =100 000
kopii ABL1 resp. 2240 000 kopii GUSB.

Prace takeé definuje kritéria hrani¢nich hodnot pozitivity vzorku, pravidla pro negativni
kontroly a NTC (No Template Control), hranice pro pocty kopii referenéniho genu. PFi
nesplnéni jednotlivych kritérii €i pravidel neni vysledek validni.

Schopnost laboratofi dosahovat pouzitim lokalnich metodik Uroveri MR?4,
MR43, pfipadné MR® byla testovana v ramci projektu EUTOS for CML v soudinnosti s
klinickou studii ENEST1st (Hochhaus A, et al. Leukemia 2016) a vybranymi EUTOS
laboratofemi véetné nasi. V roce 2014 probéhlo tieti testovani v ramci ,EUTOS MR*®
trial Evaluation Performance® a certifikat o tom, Ze laboratof je schopna detekovat
MR4*> u vysokého podilu vzorkd, obdrzelo témér 80 % zUcastnénych laboratofi.
Testovani schopnosti detekovat MR#°> pokracuje dale vramci nového projektu
EUTOS 2016.

Uplatnéni standardizovaného méfeni a hodnoceni MR na sebe nenechalo
dlouho ¢ekat a realizovalo se v ramci akademické evropské klinické studie EURO-
SKI (EUROpean Stop TKI). Certifikované EUTOS*® laboratofe vySetiovaly hladiny
BCR-ABL1 s prestavbou major ve vzorcich periferni krve pacientl centralizované pro
jednotlivé zugastnéné zemé (pro CR to byla naSe laboratof oddé&leni molekularni
genetiky a NRL UHKT). Pro definitivni zafazeni pacientli do studie a tedy zahajeni
vysazeni l1éCby TKI musela pfislusna EUTOS*® laboratof potvrdit, Ze se pacient po
minimalné 3 letech IéCby TKI a 1 roku trvajici hluboké molekularni odpovédi skutecné
nachazi v odpovédi MR* a nizsi. U pacientt definitivné zafazenych do studie bylo
monitorovani a hodnoceni MR provadéno EUTOS*® laboratofemi v prvnim pUlroce
kazdé 4 tydny. DalSiho pudl roku byli pacienti monitorovani kazdych 6 tydn( a
nasledujici 3 roky byli sledovani kazdé 3 mésice. Kdykoliv pfi zjisténi ztraty MMR byli
pacienti okamzité prevedeni zpét na IéCbu TKI, a i nadale byli monitorovani. Hlavnim
vystupem EURO-SKI studie je zjistit délku trvani MMR ¢&i hlubsi MR po zastaveni

[éCby TKI. Mezi dalSim druhotnymi cili a vystupy studie je z hlediska monitorovani
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MR vhodné zminit napfiklad vypoCet pravdépodobnosti preziti bez molekularniho
relapsu po vysazeni |éCby TKI, dopad miry MR a délky trvani MR pred vstupem do
studie na pravdépodobnost preziti bez ztraty MMR. Vysledky EURO-SKI studie
ukazuji, ze 60 % pacientl si drzi MMR 6 mésicl po vysazeni |éCby a 49 % pacientl
po 24 mésicich (Saussele S, et al. Blood 2017). Ukazuje se, Ze délka lécby TKI a
trvani MR maji vyznamny dopad na udrzeni si odpovédi po vysazeni léCby. Vysledky
EURO-SKI studie budou v nejblizS§i dobé publikovany a budou tvofit zaklad pro
uplatnéni v klinické praxi. Pro mnoho pacientl to bude znamenat zvy3eni kvality
zivota ubytkem nezadoucich uc€inki z dlouhodobé [éC¢by TKI. Pro zdravotnictvi
pfinese takovy IéEebny protokol nemalé financni uspory.

Pro zavedeni léCebného protokolu zahrnujiciho vysazeni léCby TKI je nutné, aby
pacienti s CML méli co nejlepSi dostupnost vySetfeni hluboké molekularni odpovédi
v laboratofi se standardizovanou metodikou. V souasné dobé probiha plnéni
evropského projektu EUREKA (EUropean survey on the assessment of deep
molecular REsponse in CP CML patients after at least 2 years of therapy with
tyrosine KinAse inhibitors), ktery shromazduje informace o mife MR u pacientu, ktefi
po 2 letech lécby TKI v bézné Iékarské praxi evropskych hematologickych
zdravotnickych zafizeni dosahuji MMR a MR. Jednim zvystupd je ovéreni

dostupnosti standardizovaného méfeni MR v evropskych zemich.

7.4. Vyhled na vyssi citlivost a presnost méreni MR

V ramci projektu EUTOS 2016 se nékolik evropskych laboratofi v€etné nasi zabyva
otazkou zvySeni citlivosti a presnosti méfeni hlubokych molekularnich odpovédi
pomoci detekce a kvantifikace zbytkového mnozstvi BCR-ABL1 prostfednictvim
nejnovejsich nanotechnologii, jako je digitalni PCR (dPCR) (Vogelstein B, Kinzler KW
Proc Natl Acad Sci 1999). Pfednosti dPCR je absolutni kvantifikace bez nutnosti
pouziti plazmidovych standardi pro tvorbu kalibraéni kfivky a urCeni poctu kopii
sledovanych genli a vysoka citlivost umoznujici pfesné kvantifikovat zbytkové
mnozstvi sledovaného genu ¢i transkriptu. Podstatou dPCR je rozdéleni reakéni
smeési na stovky az miliony dil€ich vzorki o nano — az pikolitrovych objemech. Z
analyz lze vypocitat absolutni pocCet kopii cilového genu na 1 pl objemu. Prvni data

ukazuji na vysSi pfesnost a spolehlivost detekce zbytkového mnozstvi BCR-ABL1
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v porovnani s RT-gPCR na stejné urovni citlivosti. dPCR umozriuje vysSi citlivost
detekce, ktera je urena mnozstvim dil€ich vzorku, ale duleZitou otazkou zUstava, jak
vysoka citlivost je vlastné vhodna a potiebna pro relevantni interpretaci dat pro
lékafskou praxi, a to i sohledem na cenu provedeni analyzy. To je jeden zcill
stanovenych v ramci EUTOS 2016.

DalSi oblasti studia je pouziti pacient specifické genomické prestavby BCR-
ABL1 pro kvantifikaci zbytkové nemoci na urovni DNA. Jak jiz bylo zminéno v uvodu
této prace, kazdy CML pacient nese specifickou fuzi genll BCR a ABL1 na DNA
urovni (Pfiloha 9; Krumbholz M Genes Chromosomes Cancer. 2012). DNA je
stabilnéjsi molekulou nez RNA a je znamo, zZe kvantifikace genu, respektive Useku
DNA konkrétniho genu, vérohodné odrazi pocCet analyzovanych bunék. V pfipadé
BCR-ABL1 je to mnoZstvi CML bunék. Odpada i nutnost reverzni transkripce RNA do
cDNA, ktera je nutna pro provedeni PCR a ktera nejvice ovlivhuje variabilitu méfeni.
Prvni data ukazuji, Zze BCR-ABL1 DNA detekce zbytkové nemoci pomoci pacient-
specifickych testd by mohla byt v pfipadech hlubokych molekularnich odpovédi a
nedetekovatelnosti BCR-ABL1 transkriptu citlivéjSi a poskytovat realnéjSi obraz o
zbytkovém onemocnéni (Ross DM et al. 2010 Leukemia; Alikian M et al. 2016 J Mol
Diagn). Uplatnéni DNA detekce BCR-ABL1 v Iékafské praxi CML je prfedmétem
vyzkumného projektu 3 hematologickych center podporovaného zdravotnickou
agenturou AZV (AZV 15-31540A; 2015-2018) ,Molekularni detekce chronické
myeloidni leukémie pomoci pacient-specifické fuze genu BCR-ABL1: dopad na
efektivitu 168by*; hl. Fesitel K. Machova Polakova (UHKT), spolufesitelé J. Zuna (2. LF
UK) a T. Juréek (FN Brno)). V ramci projektu provadime vysSetieni prospektivné u
nové diagnostikovanych pacientu, u pacientu, ktefi se v pribéhu lé€by TKI nachazeji
v hlubokych molekularnich odpovédich a také u pacientd, u kterych je vysazena
lé¢ba TKI v ramci EURO-SKI. Porovnavame mezi sebou urovné hladin mRNA a DNA
BCR-ABL1, ale také data zjisténa pomoci gPCR a dPCR. Z prubéznych vysledku je
zfejmé, Ze kvantifikovatelna mnozstvi mMRNA a DNA méfena v celkovych leukocytech
periferni krve spolu signifikantné koreluji, coz potvrzuje, Zze mira exprese BCR-ABL1
odrazi pocet leukemickych bunék v periferni krvi. To neni pfekvapivé zjisténi, kdyZ si
uvédomime, ze monitorovani hladiny BCR-ABL1 transkriptl se uplatiuje v Iékafské
praxi vice nez 10 let a prokazatelné odrazi miru uc€inku TKI na redukci leukemickych
bunék. OdliSnosti nachazime u vzorkl(, u kterych nebyl transkript BCR-ABL1

detekovan. Ktomu, abychom jednoznaéné mohli mluvit o vySsi citlivosti méfeni
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zbytkové nemoci na urovni DNA, si musime pockat, az v ramci projektu budeme mit

analyzovan kompletni soubor ¢itajici pfes 100 pacientu.

8. Zaver

V soucCasné dobé je chronicka myeloidni leukémie diky cilené inhibici onkoproteinu
Bcr-Abl prostfednictvim inhibitort tyrozinovych kinaz |é¢ebné velmi dobfe zvladatelné
nadorové onemocnéni. Vysoce citlivé komplexni vySetfovani mutacniho statutu BCR-
ABL1 a farmakogeneticka charakterizace reprezentuji dilezité molekularné genetické
faktory pro zkvalitnéni Ié€by pacientd s CML. Standardizace kvantifikace transkriptl
onkogenu BCR-ABL1 umozhujici vydavani vysledkld v mezinarodnim méfitku, stejné
tak jako méreni hluboké molekularni odpovédi se snahou racionalné implementovat
nové technologie umoznujici spolehlivéji a prfesnéji kvantifikovat zbytkové molekuly
BCR-ABL1, jsou nezbytnou soucasti |éCebnych protokold CML. VétSina pacientd
dosahuje MMR a MR a néktefi pacienti (cca 10 % z celkového poc¢tu CML pacientu),
ktefi setrvavaji v hluboké molekularni odpovédi po nékolika letech |éCby, dokonce
maji vyhled na vynechani TKI bez navratu onemocnéni. AvSak zatim se zda, Ze u
vétSiny pacientl prezivaji LSC a solova Iécba TKI neumozriuje LSC cilit. Ze vSech
dostupnych dat je ziejmé, Ze klonalni vyvoj LSC bunék rezistentnich vuci TKI bude
mezi pacienty pomérné heterogenni. Mizeme ocekavat, Ze u nékterych pacientu se
v tomto procesu bude vice uplatfovat urcita signalni draha, u dalSich pacientl pak
zase jina. Dosud popsané signalni drahy uplatnéné u CML LSC Ize terapeuticky cilit.
Nékteré preparaty jsou ve fazi testovani vramci klinickych studii. Jsem vSak
presvédCena, Ze pro vyhled na vylé¢eni CML budeme muset byt schopni identifikovat
pretrvavajici LSC a jejich zplsob rezistence vici TKI u kazdého konkrétniho pacienta
a aplikovat specifickou I1é¢bu, ktera umozni LSC zcela eliminovat.

V&Fim, Ze tato prace dokumentuje, Ze se v Ceské republice podafilo pro
pacienty s CML zaijistit dostupna standardizovana vySetfeni BCR-ABL1 a Ze se
aktivné v mezinarodnim kontextu podilime na jejich neustalém zlepSovani, coz
pfispiva k vybornym vysledkim I|éCebné praxe CML. Rovnéz véfim, ze diky
spolupraci mezi domacimi a zahrani¢nimi pracovisti mizeme vytvaret vyzkumné
tymy, které pfispivaji k poznatkim o CML LSC, které umozni v budoucnu rezidualni

nemoc terapeuticky pfekonavat.
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