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Mechanismy rezistence k inhibitorim tyrozin kinaz p¥ri 1é¢bé pacientii

s chronickou myeloidni leukemii

Zavedeni 1écby inhibitory tyrozin kinaz (TKI) znamenalo prilom v 1é¢bé pacientti
s chronickou myeloidni leukemii (CML). I pfes velkou Gspésnost této terapie se u 20 az
30 % pacientl rozviji rezistence k této 1écbé. Cilem této prace bylo za vyuziti in vitro
CML modelu sledovat mechanismy souvisejici s rozvojem mutaci v kinazové doméné
(KD) BCR-ABLI a ptipadné¢ jinych genech, které¢ jsou zodpovédné za rezistenci k TKI.
Dale byl sledovan vliv stfidavé terapie interferonem alfa (IFN-a) a TKI na zastoupeni
klonti s multirezistentni mutaci a role aktivace imunitniho systému v dosazeni 1é¢ebnych
odpovédi na tomto typu lécby. Jako posledni byla studovana moznost vyuziti méteni
exprese transportérit hOCT1 a ABCB1 v dobé& urceni diagnézy u pacientti s CML jako
prediktivniho markeru odpovédi na 1é¢bu imatinibem.

Buniky CML bunééné linie KCL-22 jsou po vystaveni uc¢inku imatinibu schopny
opakované vyvijet mutace v KD BCR-ABLI1. Na klonech odvozenych od kultury
KCL-22 jsme prokézali existenci de novo mutageneze. U Ctyf klonti KCL-22, které byly
schopny proliferovat v prostfedi s4uM imatinibem, doslo k vyvoji mutaci v KD
BCR-ABL1, nebo KRAS. Vyvoj mutaci byl asociovan se zmeénou exprese geni
ucastnicich se odpovédi bun€k na poskozeni DNA a jejich oprav. V klonech KCL-22
vyvijejicich mutace jsme v porovnani s kontrolnimi klony KCL-22 pozorovali zvySeni
exprese gentl alternativni drahy nehomologniho spojovéani konct (alt-NHEJ), ktera je
spojovana s vyss§i chybovosti oproti kanonické NHEJ draze. Konkrétné jsme pozorovali
zvySenou expresi DNA Ligazy I a genu PARP, naopak byla sniZzena exprese DNA Ligazy
IV.

Multirezistentni mutace T3151 v KD BCR-ABL1 nebo kompozitni mutace
predstavuji lécebny problém u pacientli v piipadech, kde neni mozné z divodu
komorbidit pouzit ponatinib nebo provést transplantaci kmenovych hematopoetickych
bunck (HSCT). VyuzZiti stfidavé nebo kombinované terapie TKI s IFN-a spolu se
sledovanim dynamiky mutovanych kloni pomoci vysoce citlivé metody sekvenovani
nové generace (NGS) nabizi efektivni alternativni 1é¢ebny pfistup. Ve skupiné takto
1éCenych pacient doslo k poklesu ptitomnosti multirezistentni mutace na tirovni RNA
do nedetekovatelnosti a dosazeni hlubokych molekuldrnich odpovédi u 4/6 pacientt.

Sledovani imunitnich profilli u téchto pacientd ukdzalo zvySené hladiny NK bunék,



naznacujici imunitni aktivaci. Nejvice patrnd byla aktivace v piipadé€, ze byl jako
ptedchozi TKI vyuzit dasatinib zndmy svym imunoaktivacnim efektem.

Intracelularni koncentrace imatinibu je ovlivilovana funkci membranovych
prenasect. Jejich nedostatecna funkce ma za nasledek subletdlni intracelularni
koncentraci imatinibu, kterd nedostate¢né¢ inhibuje BCR-ABL1 protein. Snizeni
exprese/aktivity hOCT1 nebo zvySeni exprese/aktivity ABCB1 napoméha snizeni
intracelularni koncentrace. Sledovali jsme expresi geni ZOCTI a ABCBI u CML
pacientl v dobé urCeni diagnézy v souvislosti se schopnosti dosazeni optimalnich
odpovédi na 1é¢bé imatinibem. Mira exprese #OCTI ani ABCBI v dobé diagndzy
nepiedpovida schopnost dosazeni odpovédi na terapii imatinibem v 6 a 12 mésicich
a neukdzala se jako vhodny prognosticky marker pro ptedpovéd UspéSnosti terapie.
Exprese hOCTI a ABCBI je ovlivnéna pfitomnosti nezralych bunéénych forem
myeloidni vyvojové fady v analyzovanych vzorcich, které maji niz$i expresi obou

testovanych transportéru.



Mechanisms of resistance to tyrosin kinase inhibitors in treatment of

patients with chronic myeloid leukemia

The introduction of tyrosine kinase inhibitor (TKI) therapy represented
a breakthrough in the treatment of patients with chronic myeloid leukemia (CML).
Despite a high success rate of the TKI therapy, 20-30 % of patients develop resistance to
the treatment. The aim of this work was to study the mechanisms, related to the mutation
development in BCR-ABLI kinase domain (KD) or in the other genes responsible for
TKI resistance, using the in vitro CML models. Furthermore, the effect of interferon alpha
(IFN-a) and TKI sequential therapy on the presence of clones with multidrug-resistant
mutations and a role of activation the immune response in achieving the treatment
response were followed. Lastly, we studied the possibility of using the measurement
of gene expression of hOCT1 and ABCBI transporters at the time of diagnosis in CML
patients as a predictive marker of the imatinib treatment response.

KCL-22 CML cell line cells exposed to imatinib were repeatedly able to develop
BCR-ABLI1 kinase domain mutations. We demonstrated the existence of de novo
mutagenesis in clones derived from the KCL-22 cell line. In four clones, which can
proliferate in 4uM imatinib, mutations in BCR-ABL1 KD or KRAS were developed. The
development of mutations was associated with changes of expression of genes involved
in DNA damage and DNA repair signaling pathways. We observed an increased
expression of alternative NHEJ pathway genes in clones that were able to develop
mutations compared to control clones. The alternative NHEJ repair pathway is more error
prone compare to the canonical NHEJ pathway. We showed a higher expression of DNA
Ligase I and PARP gene and lower expression of DNA Ligase IV in clones developing
the mutations.

The multi-resistant mutation T3151 and compound mutations are known therapy
complication when is not possible to use ponatinib or alloHSCT due to comorbidities.
Using sequential therapy TKI and IFN-a or its combination together with the next
generation sequencing (NGS) monitoring of the presence of the mutated clone showed an
effective possibility for management of these complicated cases. In four of 6 patients, this
type of therapy resulted in the decrease of mutated BCR-ABLI1 transcript to undetectable

level and achievement of deep molecular response. Immuno-profiling of these patients



showed an increased levels of NK cells indicating the immunoactivation, which was the
most visible in patients with dasatinib as the previous therapy before IFN-a.

An intracellular concentration of imatinib is affected by the activity of membrane
transporters. Insufficient function of transporters led to a sublethal intracellulary
concentration of imatinib, which is not able effectively inhibit BCR-ABLI protein. The
decreased expression/activity of hOCT1 and increased expression/activity of ABCBI
helps to reduce the intracellular imatinib concentration. We measured the expression of
hOCTI and ABCBI in samples of CML patients at the time of diagnosis in relation to the
ability to achieve an optimal response to the imatinib therapy. Since expression levels of
hOCTI and ABCBI at the time of diagnosis did not predict the achievement of optimal
therapy response at 6 and 12 months on imatinib therapy, the expression level of (OCT1
and ABCBI does not seem to be the appropriate predictive marker of the successful
imatinib therapy. The total expression of both transporters is affected by the presence of

immature myeloid cells in peripheral blood, in which is lower than in mature cells.
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1 Literarni uvod

1.1 Chronicka myeloidni leukemie

Chronickd myeloidni leukemie (CML) je klondlni myeloproliferativni
onemocnéni, které vznika maligni transformaci kmenové pluripotentni hematopoetické
buniky. Molekularni podstata onemocnéni, tzv. Filadelfsky chromozom (Ph chromozom),
pojmenovany podle mésta objevu, byl popsan v roce 1960 Nowellem a Hungerfordem
(Nowell P. C. a Hungerford D.A., 1960). J. D. Rowley vroce 1973 popsala vznik
Ph chromozomu reciprokou translokaci t(9;22)(q34;q11) mezi dlouhymi raménky obou
chromozomu (Rowley J. D., 1973). Nasledn¢ byl popséan fizni gen BCR-ABL 1, vznikajici
pfipojenim velké Casti Abelson genu (ABLI), ulozené na 9. chromozomu, do oblasti
breakpoint cluster region (BCR) na chromozomu 22. Tyrozin kindza ABLI1 ztraci svoji
pfirozenou regulaci aje konstitutivné aktivni. Patologii napomahd také zménéna
lokalizace chimérického proteinu v butice. Na rozdil od proteinit BCR a ABL1, kter¢ jsou
prevazné v jadie, se fuzni protein BCR-ABL1 vyskytuje prevazné v cytoplazmé, kde
muze fosforylovat fadu substrati. Patologicka aktivace vede k deregulaci fady signalnich
drah. Dochazi ke zvySené proliferaci, snizené apoptdze, snizené¢ adhezi myeloidnich
prekurzorovych bunck ke stromalnim bunikam kostni dfené a nezévislosti na rustovych
faktorech (Goldman J. M. a Melo J.V., 2008). V pokrocilejsich stadiich nemoci dochazi
také k porucham diferenciace bunék. VSechny tyto patologické déje se u pacientl
projevuji nespecifickymi ptiznaky, jako je zvySend tinava, dusnost, bolesti kloubt, kosti
a zvySena teplota. Z laboratornich nalezl je typickd granulocytéza s posunem doleva.
Incidence onemocnéni celosvétove je 1,6 ptipadi na 100 000 obyvatel (Cortes, J. E.
2016), v Ceské republice 1,2 ptipadii na 100 000 obyvatel. Pro onemocnéni jsou typické
tf1 faze. Preneoplasticka chronicka faze pfechazi bez 1é€by po 3-6 letech do akcelerované
faze. V akcelerované fazi je v krevnim obraze vyrazna leukocytdza a trombocytopenie.
Blasty, nediferencované buiiky, mohou tvofit 15-30 % bun¢k periferni krve. Terminalni
faze onemocnéni se nazyva blasticky zvrat. V této fazi se CML podoba akutnim
leukemiim se Spatnou progndézou a moznostmi lécby. Medidn doby preziti blastického
zvratu bez U¢inné 1écby jsou 2-4 mésice. Blasty tvoii v této fazi vice nez 30 % bunék
v periferni krvi. Myeloidni prekursory mohou tvofit infiltraty také v lymfatickych
uzlinach, na kGizi nebo v kostech. Podle pievazujicich prekurzorovych bunék lze blasticky

zvrat rozdélit na myeloidni (60 %) a lymfoidni (30 %). Zbyvajicich 10 % tvoii vzacné se
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vyskytujici blasticky zvrat do erytrocytarni nebo megakaryocytarni formy a zvraty
smiSené (Kantarjian H. M., et al. 2002, Kantarjian H. M., et al. 2006). VétSina piipadi
onemocnéni je odhalena v chronické fazi, zachyt az v akceleraci onemocnéni
a blastickém zvratu je v soucasné dob¢ ve vyspélych zemich spiSe vyjimecny. AvSak
pacienti s primarni ¢i ziskanou rezistenci vii¢i TKI jsou ve vysokém riziku progrese
onemocnéni do blastického zvratu. Proto i v dneSni dob€ zlstava preventivni pfistup
1é¢by jedinou moznosti predchazet blastickému zvratu, viici kterému neni zatim dostupna
ucinna 1écba. Pochopeni mechanismi rezistence vici TKI a transformace CML
z chronické faze do blastického zvratu predstavuje zasadni téma vyzkumu CML.
Zavedeni 1é¢by TKI, které cilen¢ blokuji aktivitu BCR-ABL1 kinazy, zasadné
zménilo prognézu pacient s CML avyrazné zvySilo pravdépodobnost dosazeni
dlouhodobé optimalni 1é€ebné odpovédi. Stale se rozsitujici paleta TKI také umoziuje
1épe piekonavat nedostatecnou odpovéd’ €i intoleranci k uzivanému typu TKI. Vysledky
prvnich studii sledujicich uspésnost 1écby TKI ukazaly po Sestiletém sledovani 83 %
ptipadl bez progrese onemocnéni s celkovym piezitim 88 % (Hochhaus A., et al. 2009).
Po desetiletém sledovani v Randomizované CML studii IV, zahrnujici 956 pacienti, bylo
pozorovano 82 % pacient bez progrese onemocnéni s celkovym ptezitim 84 %.
Osmdesat devét procent pacientti dosahlo velké molekularni odpovédi (MMR), ktera je
definovana jako pokles hladiny transkriptu BCR-ABL1 < 0,1 % (IS) (Kalmanti L., et al.
2015). Dlouhodoba hluboka molekularni odpovéd’ na TKI vedla u nékterych pacientt
k vibec prvnimu testovani moznosti 1é¢bu zcela vysadit (Mahon F., et al. 2010, Ross D.
M., etal. 2013). S dalSimi pfibyvajicimi klinickymi studiemi, véetné nejvétsi pan-
evropské studie EURO-SKI (European Stop Tyrosine Kinase Inhibitor Study) se ukazuje,
ze ve 40-60 % ptipadl dochazi k molekularnimu relapsu onemocnéni, tj. ztrat¢ MMR
(Mahon F., et al. 2010, Saussele S., et al. 2018). Spici CML kmenov¢ bunky, které¢ jsou
rezistentni k TKI, jsou pravdépodobné zodpovédné za molekularni relapsy, pozorované
u vice nez poloviny pacienti (Jergensen H. G., etal. 2007, Copland M., et al. 2006,
Holyoake T. L. and Vetrie D. 2017). Eliminace téchto bun¢k a optimalizace 1é€ebnych
postupi s cilem predpovédét moznost molekuldrniho relapsu po vysazeni TKI a pfipadné

mu piedejit je vyznamnym trendem v soucasném vyzkumu CML.
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1.1.1 BCR-ABLI gen

Fuzni gen BCR-ABLI je tvoten na 5’konci BCR genem a na 3’ 4BL1 genem. Misto
zlomu je variabilni, nejcastéji dochazi k spojeni v tzv. major oblasti v intronu 13 a 14
BCR genu s 140 kb velkym regionem ABL 1 genu mezi exonem 1b a 2. Pfepisem fizniho
genu tedy nejCastéji vznikaji transkripty el3a2 a el4a2. Oba tyto transkripty davaji vznik
proteinu o velikosti 210 kDa. Minoritné dochazi k prestavbé davajici vznik transkriptu
ela2 kodujici protein o velikosti 190 kDa. Byla popséna itada atypickych raritnich
piestaveb napt. e6a2, el9a2, b2a3, jejichz vyskyt je spiSe vyjimecny (Obrazek 1A).
Nejcastéji se vyskytujici patologicky protein p210 obsahuje vice nez 10 domén. Ser/Thr
kindza, Rho/GEF a dimeriza¢ni (coiled-coil) doména z ptivodniho BCR proteinu se
spojuje s doménami SH, prolin bohatymi, DNA vazebnymi a aktiva¢nimi doménami v
ABLI proteinu. V ABL1 casti se také nachazi jaderny lokalizacni (NLS) a jaderny
vstupni signal (NES). Nejvice je v CML patogenezi studovana SH1 doména ABL1, Tyr
177 a Ser/Thr kindza BCR, které jsou zasadni pro funkci BCR-ABL1 (Chu S., et al. 2007,
Hantschel O., 2012). V patologii ABL1 kinazy v rdmci fuzniho proteinu je zasadni ztrata
mista myristilace na N konci proteinu, nebot’ N koncovd myristilace umozZiuje

autoinhibici SH1 domény (Obrazek 1B).
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Obrazek 1 A. Struktura BCR-ABLI genu. Vznik translokace v oblasti major, mezi exony 13 al4 nebo 14
al5 genu BCR a exony lb a 2 genu ABLI. B. Struktura proteinu C-C — coiled-coil doména,
Serin/threoninova doména, Rho/GEF doména, SH1-SH3 domény, PxxP- prolin bohatd doména, NLS-
jaderny lokalizacni signal, DNA vazebnd doména, NES-jaderny exportni signal; obrazek prevzaty
z B.Chereda and J. V. Melo. 2015.
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1.2 Signalni drahy ovlivhéné BCR-ABL1

BCR-ABLI1 protein zasahuje svou kindzovou aktivitou do fady signalnich kaskad,
které se podileji na proliferaci, indukci apoptoézy a dalSich fyziologickych bunéénych
d&jich. Fazni protein vytvaii vazebné misto pro SH2 a fosfotyrozin-vazebné domény
(PTB) adaptorovych proteinti a vznika tak multiproteinovy komplex GRB2, GAB2, SOS
a CRKL (Hantschel O., 2012). Tento proteinovy komplex vede k aktivaci
Ras/MEK/ERK, JAK/STAT a PI3K/AKT signalnich drah (Chu S., et al. 2007, Sattler M.,
et al. 2002).

1.2.1 JAK/STAT

Tato signalni drdha zahrnuje fyziologickou signalizaci pies cytokinovy receptor
(napf. pro hematopoetin), jenz zpusobi aktivaci JAK kindzy a naslednou aktivaci STAT
transkripéniho faktoru, regulujictho bunécnou proliferaci, diferenciaci, migraci
a apoptozu. Konstitutivni fosforylace STAT1 a STATS byla popsana na BCR-ABLI
pozitivnich bunéénych liniich a také na primarnich CML bunikdch (Chai S. K., et al.
1997). JAK2 muze zesilovat BCR-ABL1 aktivitu fosforylaci kritického tyrozinu 177
(Samanta, A. K., etal. 2009, Samanta, A.K., etal. 2011). Na mys$im modelu bylo
prokazano, ze STATS je nezbytny pro rozvoj a udrzeni CML. STATS knockout mysi
nevyvinuly CML v pfitomnosti BCR-ABLI translokace. Delece JAK2 kindzy v mySim
modelu neovlivnila rozvoj myeloidni leukemie, avsak ukézala se byt dilezita pro rozvoj
lymfoidni leukemie. Zd4 se tedy, Ze BCR-ABLI je schopen aktivovat STATS a ovlivnit
proliferaci bez ucasti JAK2 (Samanta, A. K., et al. 2009). Horita et al. popsali stéZejni
roli STATS v zébrané apoptozy transkripéni aktivaci BCL-xL (Horita M., et al. 2000).
BCL-xL je protein rodiny BCL-2, ktery je transmembranovou molekulou
v mitochondriich a brani aktivaci apoptézy uvolnénim cytochromu c. Byla testovana
moznost zacilit tuto drahu pouZitim kombinace TKI s ruxolitinibem (inhibitorem JAK?2),
coz vedlo ke zvySeni apoptdzy progenitorovych a kmenovych bun€k a sniZeni tvorby
spicich leukemickych kmenovych bun¢k (LSC) na mySim modelu (Gallipoli P., et al.
2014). .

1.2.2 PI3K/AKT
PI3K (Fosfatidylinositol-3-kindza) / AKT (Protein kindza B) signdlni draha
reguluje transkripéni faktory, ovliviiujici bunéény rast proliferaci a apoptozu.

BCR-ABLI1 tvofi multimerni komplex s PI3K a adaptorovymi proteiny GRB2/GAB2,
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CBL a CRKL, kde je kinaza aktivovana. Dal$§i molekulou v draze aktivace je serin
treoninova kinaza Akt, ktera je soucasti antiapoptotické kaskady. Akt je také stimulovana
interleukinem 3 (IL3), coz vede k fosforylaci proapoptotického proteinu Bad.
Fosforylovana forma Bad je inaktivni, tudiz neni schopna vézat proapoptotické proteiny
jako BCL-xL a je likvidovana pomoci cytoplazmatického proteinu 14-3-3. Zda se tedy,
ze BCR-ABLI protein je schopen napodobit fyziologickou signalizaci pies IL3
ovlivnénim PI3K/Akt drahy. BCR-ABL1 také ovliviiuje aktivitu SHIP a SHIP2 fosfatdz,
které jsou aktivovany pii odpovedi buiniky na rastové faktory. Role aktivace této drahy
v transformaci hematopoetické buiiky je tedy nesporna (Skorski T., et al. 1997). Inhibice
mTOR (dal$iho ¢lena signalni drahy) vede k upregulaci sestrinu 3 (SESN3), coz ma
inhibi¢ni vliv na CML buiiky vcetné bunék s T3151 mutaci (Vakana E., etal. 2013).
Blokace mTOR je také asociovana se vstupem bun¢k do G0/G1 faze bunécného cyklu
a poklesem exprese cyklinu D1 a BCL2 proteinu, coz vede ke zvySeni apoptdzy bunck

(LiL., et al. 2012).

1.2.3 Ras/MAP

Ras protein pfes RAF-1/MEK/ERK drdhu ovliviiuje bunécnou proliferaci
a BCR-ABLI je schopen Ras aktivovat (Goldman J. M. a Melo J.V., 2003). Obdobné¢
jako u aktivace PI3K drahy hraje zasadni ulohu v aktivaci MAP kindzové drahy
multimerni proteinovy komplex. Autofosforylace na Tyr177 BCR-ABL1 vytvaii vazebné
misto pro adaptorovy protein GRB2, ktery je ve vazb&é na SOS protein schopen
stabilizovat Ras v jeho aktivni GTP formé. Také dal$i adaptorové proteiny jako SHC,
aktivovany vazbou k BCR-ABLI1 pies SH2 doménu, a CRKL aktivovany vazbou pies
SH3 doménu, mohou aktivovat Ras (Goldman J. M. a Melo J. V., 2003). Ras pies RAF-
I/MEK/ERK drahu ovlivituje bunéénou proliferaci. Modi et al. ukézali z&sadni roli
GRB2 exprese v stimulaci proliferace BCR-ABL1 pozitivnich bunék (Modi H., et al.
2011).

1.2.4 Src kinazy
Na patologické bunééné signalizaci u CML se také mohou podilet kindzy z rodiny
Src. Lyn a Hck kindzy, které se ucastni regulace apoptdzy a proliferace, mohou v pifipadé
deregulace vést k podpofe maligni transformace. V CML patogenezi mohou byt Src
kinazy aktivovany BCR-ABLI1 proteinem, ale mohou se také aktivovat jinym, na

BCR-ABLI1 nezavislym mechanismem. Jejich aktivita je spojovéna s pokrocilejSimi
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fazemi onemocnéni a také se vznikem rezistence na TKI. ZvySend aktivita Lyn kinazy
byla popsdna v asociaci s overexpresi antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Dai Y., et al.
2004). Src kinazy se fosforylaci Tyr694 podileji na zadrzovani STATS v cytoplazmé
v BCR-ABL1 pozitivnich bunkach. Cytoplazmatickd lokalizace pravdépodobné
ovlivituje cilovou funkci STATS. Muize dochazet k stimulaci diferenciace a senescence

nebo naopak stimulaci prezivani a G1/S progrese (Chatain N., et al. 2013).

1.2.5 Signalni drahy v kmenové leukemické burce

Leukemické kmenové buiiky (LSC) pfedstavuji malou populaci charakterizovanou
Lin-, CD34+, CD38-, CD90+, CD45RA- (Wisniewski D., etal. 2011). Tyto bunky
mohou vytvaret spici kmenové leukemické bunky, které jsou rezistentni k TKI (Copland
M., etal. 2006, Bhatia R., etal. 2003, Jorgensen H. G., etal. 2007). LSC jsou
charakterizované vyssi schopnosti osidlovat kostni dfefi imunokompromitovanych mysi,
na rozdil od béznych hematopoetickych kmenovych bunék CD34+ (HSC) (Gerber J. M.,
etal. 2011). Maji také schopnost sebeobnovy a jsou rezistentni k indukci apoptdzy
(Graham S. M., etal. 2002, Copland M., et al. 2006). LSC jsou nachylné ke genové
nestabilité a maji porusené mechanismy opravy poskozeni DNA. BCR-ABLI1 vede buiiky
ke zvySené proliferaci a ptezivani, je tedy ponc¢kud paradoxni, ze tyto BCR-ABL1
pozitivni LSC maji schopnost vytvaret spici LSC (Holyoake, T., et al. 1999, Holyoake T.
L. a Vetrie D. 2017). TKI ve spicich LSC neindukuje apoptézu (Graham S. M., et al.
2002, Jorgensen H. G., etal. 2007). U¢inek TKI miiZze napomoci k uvedeni LSC do
spiciho stavu. Pod vlivem TKI je blokoviana BCR-ABLI1 kindza atim 1 aktivita
PI3K/AKT drahy, ktera fosforyluje transkripéni faktor FOXO v cytoplasmé. Tato blokace
vede k tomu, ze faktory FOXO1 a FOXO3 se vraceji do jadra, kde reguluji expresi CCD1,
ATM, CDKNIC a BCL6, coz vede k zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi a vytvaii se
antiapoptoticky fenotyp bun¢k GO (Hurtz C., etal. 2011, Pellicano F., et al. 2014).
Ukazuje se, Ze piezivani LSC neni zavislé na kindzove aktivité, a proto tedy snaha o jejich
eliminaci cestou uziti TKI neni Gspé€sna (Hamilton A., et al. 2012). LSC vyuzivaji pro
prezivani aktivaci Hedgehog signalni drdhy s klicovym faktorem SMO. Draha vede
k inhibici apoptdzy a zastaveni bunétného cyklu diky aktivit¢ MDM2, ktera potlacuje
p53. Delece nebo farmakologicka inhibice SMO vede ke ztraté vlastnosti kmenové buiky
(Zhao C., et al. 2009, Dierks C., et al. 2008, Irvine D. A., et al. 2016). Transkripcni faktor
c-MYC a protein p53 jsou centralni molekuly v signalni siti, charakterizujici deregulace
fyziologickych déji v LSC (Abraham S. A., et al. 2016). B-catheninova signalizace je
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dalezita pro vyvoj a sebeobnovu HSC a LSC (Zhao C., et al. 2007). B-cathenin je soucasti
Wnt signalni drahy. Wnt po vazbé na Frizzled receptor zabratiuje ubiqitinem mediované
degradaci B-catheninu, ktery muze po translokaci do jadra regulovat expresi genil
ucastnicich se udrzeni kmenovosti HSC a LSC (Moon R. T., et al. 2004, Cobas M., et al.
2004). Znalosti vlastnosti LSC mohou byt vyuzity pfi snaze o jejich eradikaci u pacientt.
Holyoake a Vetrie shrnuji molekuly vhodné k zacileni LSC napt. PPARy, CD25, 1L-1,
RAP/IL1, PD-1/PD-L1 (Holyoake T. L. a Vetrie D. 2017). Aktivace receptoru PPARy
pomoci agonistl (glitazony), bézné uzivanych v 1é¢b¢ diabetu mellitu, vede pres STATS
ke snizeni exprese HIF2a a CITED2, coz jsou hlavni regulacni molekuly v udrzeni
kmenovosti buiiky (Prost S., et al. 2015). Povrchova exprese markeru CD25 (a-fetézec
IL2R) je u CML LSC regulovéna transkripénim aktivatorem STATS. VétSina CML LSC
je CD25+ CD26+ IL1-RAP+, tento fenotyp bun€k by bylo moZno vyuZzit jako
terapeuticky cil (Sadovnik I., et al. 2017). Napt. membranové asociovana dipeptidaza
DPP-4, ktera je vysoce exprimovana v jatrech a ledvinach, je znama také jako marker
CD26, vyskytujici se na povrchu CML LSC (Herrmann H., et al. 2014). CD26 je moZno

zacilit gliptiny, vyuZivanymi bézn¢ v 1¢cbé diabetu.

1.3 Lécba CML

Lécba CML je od roku 2001 zaloZena pfevazné na tyrozinkindzovych inhibitorech.
Prvnim objevenym a nejcastéji pouzivanym TKI je imatinib mesylat (dfive oznacovany
jako STI571). Jedna se o 2-phenylaminoantipyrimidinovy derivat, navrzeny jako
specificky inhibitor pro rodinu ABL1 proteinovych tyrozinkinaz (Druker B. J., et al.
1996). Imatinib je TKI prvni generace, ktery kompetitivné inhibuje vazebné misto pro
ATP na molekule proteinkinazy. Zabranuje fosforylacni aktivit¢ BCR-ABLI1 kinazy,
ktera je udrzovana v neaktivni konformaci (Schindler T., et al. 2000). Imatinib take
inhibuje receptor pro c-KIT a receptor pro destickovy rtstovy faktor a a f (PDGFR).
Vysledky rozsahlé klinické studie (IRIS-the international randomized study of
interferon versus  STI  571) wukazaly uspéSnost 1écby imatinibem unové
diagnostikovanych pacientli s CML v chronické fazi. Kompletni cytogenetické odpoveédi
dosahlo 82,8 % pacienti v medianu sledovani 10,9 let (Hochhaus A., etal. 2017).
U pacientli v pokrocilejSich fazich onemocnéni je uspéSnost 1é€by imatinibem niZsi.

Nasledn¢ byly vyvinuty a testovany TKI druhé generace. Nilotinib je strukturnim
derivatem imatinibu, jehoz inhibi¢ni ucinek je az 25x vyssi v in vitro podminkach. Stejné
jako imatinib se vaZze do BCR-ABL1 kinazy v inaktivni konformaci. Tento €k je u¢inny
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na fadu mutaci v kindzové doméné, jez zpusobuji rezistenci k imatinibu (Weisberg E.,
et al. 2005). Dasatinib je dudlni inhibitor, ktery je schopen mimo BCR-ABL1 inhibovat
i1 drahy Src kindz, které se ucCastni patogeneze CML a aktivuji se i jako mechanismus
rezistence k imatinibu. Chemicky se jedna o thiazolecarboxamid, in vitro byla popsana
az 300x vyssi inhibi¢ni aktivita nez u imatinibu (Hochhaus A. 2006). Na rozdil od
imatinibu a nilotinibu se dasatinib vdze do kindzové domény v aktivni i inaktivni
konformaci, uc¢inné blokuje také c-KIT receptor, PDFGR a ephrin A receptor. Dasatinib
se vyuziva také k 1é¢be rakoviny prsu, zaludku a dlazdicobunécného karcinomu plic (Kim
E. M. H,, etal. 2013, Pitini V., etal. 2013, Shi M., et al. 2013). Byl popsan i ucinek
dasatinibu v kombinaci s chemoterapii na eliminaci kmenovych bun¢k akutni myeloidni
leukemie (AML) aktivaci p53 na myS$im modelu (Dos Santos C., et al. 2013). Dal§im
inhibitorem druhé generace je dudlni BCR-ABLI/SRC inhibitor bosutinib, G¢inny
v nanomolarnich koncentracich, ktery je schopen piekonat rezistenci k vét§iné mutaci
v kindzové doméné¢ BCR-ABL1 s vyjimkou V299L a T315I (Cortes J. E., etal. 2011,
Redaelli S., et al. 2009).

Tteti generace TKI byla vyvinuta pro 1écbu pacientli s rezistenci k imatinibu,
jejichz vyuziti se nabizi také u pacientd s intoleranci k ostatnim TKI. Ponatinib byl
vyvinut specidlné pro piekonani rezistence zptisobené multirezistentni mutaci T315I,
kteréd neni citlivd k Zadnému jinému TKI (O'Hare T., et al. 2009, Cortes J. E., et al. 2012).
Jedna se také o ucinny inhibitor FLT3, coZ rozsifuje jeho pouziti i u AML (Gozgit J. M.,
et al. 2011) a také inhibitor RET kinazy, kter4 je asociovana s karcinomem S§titné Zlazy
(De Falco V., et al. 2013). Velmi efektivni se také zda byt vyuZiti ponatinibu u pacientl
s akutni lymfoblastickou leukemii s pfitomnosti Ph chromozomu (Ph+ ALL), ktefi jsou
rezistentni k TKI terapii I a II generace.

Vyvoj novych inhibitorit stdle pokracuje. V klinickych studijich je naptiklad
testovan alostericky inhibitor asciminib, jehoZ mechanismus ucinku je zalozen na vazbé
k BCR-ABL1 mimo vazebné misto pro ATP. VaZe se do myristilové kapsy kindzy a tim
kindzu blokuje v inaktivni konformaci. Zda se, Ze vzhledem k odliSnému mechanizmu
ucinku je tento 1ék schopen piekonat rezistenci, zpisobenou veskerymi mutacemi
v kindzové doméné. Je tedy dalsi terapeutickou moznosti pro CML pacienty
s rezistentnimi mutacemi v KD BCR-ABL1 (Hughes T., et al. 2019).

Dalsi terapeutickou moznosti je alogenni transplantace kmenovych bun¢k (HSCT),

coz je prenos kmenovych bun¢k od ptibuzného nebo neptibuzného HLA identického
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darce po ptedchozi eliminaci piivodni maligni krvetvorby. Vlastni zékrok i reakce §tépu
proti hostiteli (GVHD), ktera po ném c¢asto nasleduje, jsou znacné rizikové. Diky Siroké
paleté TKI se pouziti této terapie v Iécbé CML aplikuje jiz spise vyjimecné.

IFN-a byl v minulosti spolu s alogenni transplantaci jedinou moznosti 1€cby CML.
Zatimco vyuziti transplantace v 1écbé CML klesd, vyuziti IFN-a v kombinaci s TKI zde
nachdzi znovu své misto (Talpaz M., et al. 2015). IFN-a pasobi na leukemické bunky na
fad¢ arovni. Ovliviiuje expresi az 300 gent, podporuje diferenciaci a apoptoézu, inhibuje
bunécny rist a proliferaci (Der S. D., etal. 1998, Chawla-Sarkar M., etal. 2003).
IFN-o obnovuje piirozenou regulaci mikroprostiedi kostni diené, kterd ovliviiuje
proliferaci progenitord. U CML je regulace mikroprostfedi defektni, dochazi napt. ke
zmeéné v produkei cytokini (GM-SCF, IL1B3, ILIRA TGF-B) (Bhatia R. a Verfaillie C.
M. 1998, Peschel C., et al. 1996). IFN-a také tlumi CML pomoci aktivace imunitnich
bun¢k pacienta, jako jsou lymfocyty B 1T, NK bunky aantigen presentujici buiky
(Molldrem J. J., et al. 2000). Paquette et al. popsali diferenciaci dendritickych bunék
z mononuklearnich CML bunék pisobenim IFN-a a to in vitro a také in vivo (Paquette R.
L., et al. 2002). Burchert et al. popsali schopnost IFN-a indukovat tvorbu myeloblastinu
a s nim spojené specifické T bunééné imunitni odpovédi u CML pacient (Burchert A.,
et al. 2003). V éte TKI se jevi vyznamny také ucinek IFN-a na spici kmenové leukemické
buiiky, které nejsou zasaZzitelné pomoci TKI. Pouziti kombinace obou 1¢kli pak tento
problém fesi diky schopnosti IFN-o indukovat u CML kmenovych bun€k opusténi GO
faze a vstup do bunécéného cyklu. Po aktivaci se stavaji zasazitelné TKI (Copland M.,
etal. 2006, Vianello F., etal. 2010). Rada klinickych studii také testuje vyuziti
IFN-a v kombinaci s TKI pro udrzeni dlouhodobé hluboké molekularni odpovedi po
vysazeni TKI 1é€by (Dimou M. a Panayiotidis P., 2014, Burchert A., et al. 2015).

Lécba CML a hodnoceni odpovédi na terapii TKI se fidi dle doporuceni evropské
leukemické sit¢ (European LeukemiaNet — ELN), které vychazi z vysledkd tady
rozsahlych klinickych studii, jeZ neustale probihaji (Baccarani M., et al. 2013, Hochhaus
A., etal. 2020). Dokument definuje optimalni odpoveéd’ v priib&hu 1écby TKI a feSeni
situace pii jejim nedosazeni (Tabulka 1 a 2). Diky Sirokému spektru TKI je mozné
optimalizovat 1éCebny postup s ohledem na vék a konkrétni situaci u pacienta. TKI
vykazuji kromé zasadniho lécebného vlivu na CML také tadu rtznych neZzadoucich
vedlejSich ucinkl, které je tfeba pii vybéru vhodného preparatu zohledinovat. Pro

hodnoceni UspéSnosti 1écby se mimo jiné vyuzivd monitorovani hladiny transkriptu

19



BCR-ABLI1. Pod zastitou ELN v ramci projektu EUTOS for CML (European Treatment
and Outcome Study) probihd standardizace metodiky pro jeji hodnoceni. Laboratote
provadéjici toto vySetfeni jsou napojeny na sit’ referencnich laboratofi s centralni EUTOS
laboratofi v Salisbury (UK). Korek¢ni faktor (CF), ktery jednotlivé laboratoie ziskavaji,
umoznuje sjednocené vyjadieni v hodnotach mezinarodni stupnice IS (international
scale) (Miiller M. C., et al. 2009, Cross N. C. P., et al. 2012, Cross N. C. P., et al. 2015).
Na zaklad¢ hladin BCR-ABLI1 v IS je pak mozno hodnotit hloubku molekularni odpovédi

na léc¢bu.

Tabulka 1. Definice 1é¢ebné odpovédi na zdkladé hodnoceni krevniho obrazu vcetné morfologie,
cytogenetickych a molekularné genetickych analyz (Baccarani M., et al. 2013, Cross N. C. P, et al. 2012,
Hochhaus A., et al. 2020, Cross N. C. P., et al. 2015).

< 1 Stupeii
Typ odRovedl na Odpolzfédi Definice
1écbu <y
na lécbu
leukocyty méné nez 10x10% 1 krve,
o CHR trombocyty méné nez 450x 10°/1 krve,
Hematologicka - ; " BB e ThrresS
e nepflrtomnost nezralych bupek v periferni krvi,
nepfitomnost splenomegalie
pHR jakékoliv zlepSeni krevniho obrazu
CCR 0 % Ph+ bunék v kostni dfeni
ch;‘(’)%zg?“"ka pCR 1 — 34 % Pht+ bunck v kostni dfeni
mCR 35 — 95 % Ph+bunék v kostni dfeni
no CR 95 % Ph+bunék v kostni dieni
?ﬁ\f{}}) <0,1 % BCR-ABLI(IS)
MR* < 0,01 % BCR-ABLI(IS) nebo nedetekovantelny transkript pfi
Molekulérni poctu kopii kontrolniho genu GUSB>24 000, ABL1>10 OOQ
wilgouid MR*? <0,0032 % BCR-ABLI(IS) nebo nedetekovantelny transkript
pfi poctu kopii kontrolniho genu GUSB>77 000 4BLI1>32 000
< 0,001 % BCR-ABLI(IS)
MR?® nebo nedetekovatelny transkript pii po¢tu kopii kontrolniho
genu GUSB>240 000, ABL1>100 000

Legenda: pHR-Castetna hematologicka odpovéd’, CHR-kompletni hematologickd odpovéd, CCR-kompletni
cytogenetickd odpovéd’, pCR-Castecnd cytogeneticka odpovéd’, mCR—mala cytogenetickd odpovéd’, no CR-zadna
cytogenetickd odpovéd’, MMR-velka molekularni odpovéd, MR* hlubokd molekularni odpovéd definovana jako
pokles o 4 fady od pocatecni hladiny v dobé diagnézy stanovenou jako 100 % BCR-ABL1 (Hughes, Timothy, et al.
2006), MR*> hlubok4 molekuldrni odpovéd” definovand jako pokles o 4,5 fady od 100 % BCR-ABLI, MR? hluboka
molekularni odpovéd’ definovand jako pokles o 5 fadti od 100 % BCR-ABLI1, IS-hodnota BCR-ABL1 % piepoctena
do jednotek IS. GUSB-glukoroniddza beta
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Tabulka 2. Doporucena hodnoceni odpovédi na 1écbu TKI v 1. linii (Baccarani M, etal. 2013,
Hochhaus, A., et al. 2020)

Mésice od o a1 .
P Optimalni Varovna [ car
zahajeni odpoved’ odpoved’ Selhani 1é¢by
1é&by TKI P P
BCR-ABLI1 BCR-ABLI1 BCR-ABL1 > 10 % IS
3 <10 %IS >10 % Pokud je potvrzeno v nasledujicich
1-3 mésicich
BCR-ABLI1 BCR-ABL1 0
6 <1 %IS 1-10 % IS BCR-ABLI1 > 10 % IS
BCR-ABLI1 BCR-ABLI1 0
12 <0.1%]IS >0.1-1 % IS BCR-ABL1>1%IS
BCR-ABL1>1%1IS
Vicenez 12 | BCR-ABLI1 EChShIE) mutace v KD BCR-ABL1
N >0,1-1% IS o s, ,
mesici <0,1 %IS . pritomnost vysoce rizikovych ptidatnych
Ztrata MMR S .
chromozomalnich abnormalit

Legenda: MMR-velka molekularni odpovéd’, IS- hodnota BCR-ABL1 % ptepoctena do jednotek IS.

1.4 Imunologie CML

Stejné jako u ostatnich malignich onemocnéni, také u CML je imunitni reakce
organismu ovliviiovana leukemickymi builkkami, ¢imz jsou pfirozené imunitni
mechanismy poruseny. U nové diagnostikovanych CML pacientli byly pozorovany
sniZzené hladiny NK bunék se snizenou schopnosti degranulace. K upraveni hladin NK
bun¢k nedoslo ani po 10-34 mésicich terapie imatinibem (Chen C. L., et al. 2012). Také
invariantni NKT buiiky jsou dysfunk¢ni u pacientll v diagnéze, ale jejich funkce byla
obnovena pii 1é€bé IFN-o nebo TKI v pfipadé dosaZeni kompletni cytogenetické
odpovédi (Rossignol A., et al. 2012).

Bachy etal. popsali ovlivnéni hladin regulacnich T bunék (Treg), které jsou
zodpovédné za navozeni tolerance k nadorovym antigeniim. Hladiny Treg byly zvysSeny
u pacientll se sttednim a vysokym rizikem dle Sokalova skore oproti pacientim
nizkorizikovym. Vysoka hladina argindzy-1, produkované myeloidnimi supresorovymi
bunikami, kterd je schopna inhibovat funkci T efektorovych bunék, byla pozorovana
u pacientil s vysoce rizikovym Sokalovym skore (Bachy E., et al. 2011).

CML buniky pacientl v diagnoze véetné CD34+ bunék exprimuji na svém povrchu
ligand pro apoptoticky receptor PD-L1 (programmed death receptor ligand-1). Receptor
pro tento ligand (PD-1), vyskytujici se na povrchu T lymfocytt jako inhibi¢ni receptor,
zpisobi po vazbé€ ligandu potlaceni efektorovych funkci (Christiansson L., et al. 2013).

Posileni obnovy imunitniho dohledu se jevi jako vyznamné pro pacienty v piipade
planovani vysazeni 1é¢by TKI s cilem snizit molekularni relapsy onemocnéni. Lécba
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IFN-a posiluje expresi proteinasy 3 (PR3 - myeloblastin), kterd je schopna indukovat
produkci PR3 specifickych cytotoxickych T lymfocyti, které se mohou podilet na udrzeni
dlouhodobé hluboké molekuladrni odpovédi po vysazeni TKI (Burchert A., et al. 2010).
Imunoterapie s vyuzitim monoklonalnich protilatek by mohla napomoci k eradikaci LSC.
Na povrchu LSC se vyskytuje IL1 receptor accesory protein (IL1-RAP), ktery neni
pfitomen na normdlnich hematopoetickych kmenovych bunikdch. Monoklonalni
protilatka proti IL1-RAP po své vazbé na antigen je pak schopna vyvolat antigenné
dependentni bunécnou cytotoxickou reakci NK bunék, ¢imz by mohly byt LCS specificky
likvidovany (Jaras M., et al. 2010).

Vyuziti imunitnich checkpoint inhibitort zndmych z 1écby nékterych solidnich
nadorii by mohlo najit své uplatnéni také v 1é€bé CML (Ott P. A., et al. 2013). Inhibi¢ni
signalizaci spousténou vazbou molekuly PD-L1 na povrchu leukemickych bun¢k s PD-1
receptorem na povrchu T lymfocytd, ktera vede k tlumeni efektorovych funkci
T lymfocytd a navozeni tolerance, je mozné ovlivnit podanim protilatky proti PD-1
(novolumab). Snizend exprese inhibi¢ni molekuly PD-1 byla pozorovana u pacientli
v MMR na TKI 1é¢bé (Hughes A., et al. 2017).

Pfitomnost vysoké exprese povrchové molekuly CD86 na povrchu
plazmocytoidnich dendritickych bun€k se jevi jako negativni prognosticky faktor pro
udrzeni dlouhodobé remise po vysazeni 1é€by TKI (TFR). Ligand CD86 interaguje
s inhibi¢ni kostimula¢ni molekulou CTLA-4 na povrchu CD4+ a CD8+ T lymfocytu
a podporuje tak vyvoj Treg. Chronickd negativni kostimulace pak vede k postupnému
vycerpani efektorovych T lymfocyti (Schiitz C., et al. 2018). Utlumeni této signalizace
inhibi¢ni protilatkou proti CTLA-4 (ipilimumab) by mohlo napomoci obnoveni

pfirozené¢ho imunitniho dohledu a udrZeni TFR.

1.5 Rezistence k 1é¢bé TKI

Jak jiz bylo zmiflovano v Givodu, 1é¢ba CML pomoci TKI zcela zménila prognézu
pacientil s timto onemocnénim. AvSak ptes velkou uspésnost 1écby vykazuje 20 — 30 %
pacientl rezistenci a tedy selhdni TKI terapie. Pacienti, ktefi dle hodnoceni popsaného
v Tabulce 2 jsou v kategorii Varovna odpoveéd’ nebo Selhani 1é¢by, mohou vykazovat
rezistenci k 1é€b€. Pacienti mohou byt rezistentni jiz vstupné (primarni rezistence), tzn.
na inicidlni 1é¢bu nereaguji. Nebo pacienti na 1écbu z pocatku reaguji, avSak odpoved po
n¢jakém cCase ztrati, jinymi slovy rezistenci ziskavaji (Baccarani M., etal. 2013,

Hochhaus A., 2006).
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Mechanismy rezistence k TKI Ize rozdélit na BCR-ABL1 zavislé a nezavislé. Mezi
mechanismy zavislé na aktivit¢ BCR-ABL1 kinazy lze zatadit somatické mutace
v kindzové doméné¢ BCR-ABLI1, zvysenou expresi nebo amplifikaci genu BCR-ABLI1
genu (Gorre M. E., et al. 2001). K mechanismtim rezistence nezavislych na BCR-ABL1
aktivite patii aktivace jinych signalnich drah napft. drah Src kinaz (Goldman J. M. a Melo
J. V., 2003), o kterych pojednava kapitola 2.2.4, nebo signalizace pies STAT3 (Eiring A.
M., et al. 2014). Mutace v dalSich genech, vyznamnych u jinych myeloproliferativnich
onemocnéni (ASXL1, DNMT3a, TET?2 apod.), jsou spjaté s rezistenci vici 1é¢bé stejné tak
jako ptidatné chromozomalni abnormality (trizomie chromozomu 8, pfitomnost druhého
Ph chromozomu, vznik izochromozomu 17 a dalsi (Schmidt M., et al. 2014, Zaccaria A.,
etal. 2010, Schoch C., etal. 2003). Tyto faktory jsou vysledkem genové nestability
a porusenych opravnych mechanismtt DNA (Melo J. V. a Barnes J. D. 2007). Na rozvoji
rezistence se rovnéz podileji zmény v mikroprostiedi kostni diené napt. aktivaci drahy
TGFB/AKT/FOXO a B-catheninové drahy (Feldhahn N., etal. 2012, Wagle M., et al.
2016, Eiring A. M., et al. 2015).

Neucinnost 1é¢by TKI, ktera vyustuje v klinickou manifestaci rezistence spjatou
s klicovymi mechanismy popsanymi vySe a jejich kombinaci, jednoznac¢né souvisi
s nedostatecnym mnozstvim TKI cilicim molekuly BCR-ABLI1 proteinu syntetizovanymi
CML bunkami. Subletilni intracelularni davky TKI umoziuji CML bunkam pieZit
a adaptovat se. Pricin nedostatenych terapeutickych davek TKI je hned nékolik:

1. Nizka adherence k 1éku

Analyzy sledujici uzivani TKI pacienty s CML ukazuji, Ze pouze 45-50 %
dodrzuje pravidelnou konzumaci 1¢kti (Guilhot F., et al. 2010, Geissler J., et al.
2017). Americka studie ukazuje, Ze na v€asné zahajeni &by ma vliv také finan¢ni
situace pacientll. Winn et al. ukazuje, Ze az 40 % pacienti z USA ve veku
70 a vice let zacina uZzivat TKI s cca 180dennim zpoZdénim od doby urceni
diagnézy (Winn A. N, et al. 2016).

2. Snizend davky TKI indikovana lékafem z davodu toxicity TKI

3. Snizené vstiebavani TKI

Tento fakt souvisi s funkci cytochromu P450 3A4, také se soubéZnym uZivanim
1€kt snizujicich pH v zaludku (Eley T., et al. 2009, Haouala A., et al. 2011), dale

s vysokou hladinou bilkoviny akutni faze alfal kyselého glykoproteinu v krevni
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plazmé, ktery se s vysokou afinitou vaze k imatinibu (Larghero J., et al. 2003,
Gambacorti-Passerini C., et al. 2003).

4. Mira exprese a aktivity lIékovych pfenaSecu pres plazmatickou membranu bunék;

influxni pienaseCe rodiny SLC (solute carrier membrane transport protein)
a efluxni prenaseCe ABC (ATP-binding cassette transporters) (Assouline S.

a Lipton J.H. 2011, White D. L., et al. 20006).

1.5.1 Mutace v kinazové doméné BCR-ABL1

V klinické praxi 1éby CML jsou u pacientl s neoptimalni odpovédi na 1écbu TKI
vySetfovany mutace v kindzové doméné (KD) BCR-ABLI. Jednd se o jednobodové
nukleotidové zamény vedouci ke zméné v polypeptidovém fetézci. To vede ke zméné ve
struktute proteinu a TKI se pak nemiize do vazebného mista G¢inné vazat a blokovat
efektivné funkci kindzy. V zavislosti na typu mutace dochazi k naruSeni vazby bud’ ze
sterickych diivodu, nebo je ovlivnén vznik vodikovych mistkd, ptipadné jinych slabych
vazebnych interakci, které jsou zasadni pro efektivni vazbu TKI (Gambacorti-Passerini
C., etal. 2003). Dosud bylo publikovano vice nez 50 typid mutaci v KD BCR-ABLI
(Obrazek 2) (Soverini S., et al. 2014, Soverini S., etal. 2015, O'Hare T., et al. 2012).
Podle pozice mutace v proteinovém fetézci je rozdélujeme na mutace v P-smycce,
v kontaktnim mist¢ imatinibu, v aktivatni smycce nebo v katalytické doméné
(Gambacorti-Passerini C., et al. 2003). Mutace v P-smy¢ce a kontaktnim misté imatinibu
jsou spojeny s horsi prognozou (Hughes T. a Branford S., 2003). Nejc¢astéjsi mutace pii
1é¢be imatinibem jsou na reziduich M244, G250, Q252, Y253, E255, V299, F311, T315,
F317,M351, F359 a H396 (Obrazek 3) (Zabriskie M. S., et al. 2014).
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Obrazek 2. Kinazova doména BCR-ABL1 s mutacemi zachycenymi u pacienti rezistentnich k 1é¢bhé
imatinibem. P-loop — misto vazby ATP, SH2 a SH3 vazebna doména, A-loop aktivac¢ni smycka. K247R
a Y320C jsou popsana SNP. Pfevzato z publikace (Soverini S, et al. 2014)

Obrazek 3. Krystalova struktura ABL1 kinazové domény v komplexu s imatinibem. Dvanact hlavnich
pozic nejcastéjsich mutaci zodpoveédnych za rezistenci k TKI (oranzove), multirezistentni mutace T3151
(Cerven¢), P-smycka (zluté), Aktivacni smycka (zelen€). Pfevzato z publikace (Zabriskie M. S., et al. 2014)

Mutace typu tranzici (zdména purinové baze za purinovou nebo pyrimidinové za
pyrimidinovou) jsou vyrazné Castéj$i neZ mutace typu trasverzi (zamena purinové baze
za pyrimidinovou a opa¢n¢) (Hughes T., et al. 2006). Vyskyt mutaci v KD BCR-ABL1
je signifikantné spjaty se ztratou léc¢ebné odpovedi s krat§im medianem piezivani do doby

progrese onemocnéni a s kratSi celkovou dobou pfeziti pacienti s CML na 1écbé
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imatinibem v 1. linii (Soverini S., etal. 2014). Vyskyt mutaci je vyS$i u pacientl
v akcelerované fazi ablastickém zvratu v porovnani s chronickou fazi onemocnéni
(Hughes T. a Branford S., 2003). Soverini et al. 2006 publikovali vysledky analyz mutaci
v ramci rozsahlé¢ italské studie GIMEMA working party. Analyza mutaci byla provedena
u 370 pacientdt (CML aPh+ALL) a ukazala ptitomnost mutace u43 % (127/297)
pacientq, kteti vykazovali rezistenci k imatinibu. U pacientl v chronické fazi byly mutace
zachyceny v 27 % ptipadt (54/198), v akcelerované fazi v 52 % (11/21), v myeloidnim
blastickém zvratu v 75 % (24/32) a v lymfoidnim blastickém zvratu v 83 % (38/46). Osm
nejcastéji zachycenych mutaci na 1écbé (M244V, G250E, Y253F/H, E255K/V, T315],
M35I1T, F359V) bylo detekovéano v 85 % ptipadech rezistence (Soverini S., et al. 2006).
V nasi praci Machova Polakova et al. ukazujeme zachyt mutaci u pacientii v chronické
tazi CML, kteti vykazuji zastaveni poklesu hladiny BCR-ABL1 na hranici MMR (0,1 %
IS) po dobu minimaln¢ 6-9 mésici. Mutace byly detekovany v 9/32 piipadech a
5/9 zachyti mutace bylo nésledovano ztraitou CCR a narGstem hladiny transkriptu
BCR-ABL1. Analyza mutaci v pfipad¢ zastaveni poklesu hladiny BCR-ABL1 na hladiné
MMR se jevi jako vhodny diagnosticky nastroj pro v€asnou zménu 1é¢by (Machova
Polakova K., et al. 2010). Dvé publikované prace popsaly zachyceni pfitomnosti mutace
jiz v dob¢ diagnozy. Willis et al. 2005 detekovali mutace u pacientl v akcelerované fazi
a blastické zvratu pfed zahdjenim terapie imatinibem. Zatimco u pacientl v chronické
fazi mutace detekovany nebyly (Willis S. G., etal. 2005). Mutace, zachycené pred
zahajenim terapie pomoci vysoce citlivé metody ASO PCR, pak v mnoha ptipadech
nebyly detekovany u pacientll pfi nasledném selhani 1é€by imatinibem. Pfitomnost
mutaci vyjimecné detekovanych v dobé diagnozy nemusi tedy znamenat, Ze tato mutace
bude zodpoveédna za ptipadny rozvoj rezistence a progresi onemocnéni. Roche-Lestienne
et al. popsali zachyt mutace pfed zahajenim terapie u 3 pacientl. Jeden pacient byl
v chronické fazi nemoci a dva v akcelerované fazi. Zaroven ve své praci popisuji detekci
mutaci aZ v dob¢ progrese onemocnéni, kde analyzy téchto pacientii v dobé diagnozy za
pouziti citlivych metod mutace nezachytily (Roche-Lestienne C., et al. 2002). Klinicka
relevance pfipadného zachytu pfitomnosti mutaci v dobé diagnézy je z dostupnych dat
spornd. V praci nasi skupiny jsme pomoci sekvenovani nové generace piitomnost mutaci
v KD BCR-ABLI v dobé diagnozy nepotvrdili. Jednalo se o pacienty diagnostikované v

chronické fazi nemoci (Machova Polakova K., et al. 2015). Na zéklad¢ dosavadnich
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vysledkli konsorcium ELN doporucuje vysetifovat BCR-ABL1 mutace vstupné pouze
v pripadech akcelerované faze a blastického zvratu (Soverini S., et al. 2011).

Stale nejrozsifencjsi metodou vysetfovani mutaci v kindzové domén¢ je metoda
Sangerova sekvenovani (Alikian M., et al. 2012). Metodu je mozno pouzit pro skrinink
mutaci, bez znalosti konkrétni mutace, nevyhodou je nizsi citlivost detekce (20 %).
Citlivejsi metody jako kapkova digitalni alelové specifickd polymerazova fetézova reakce
(ddASO-PCR), vysokorozliSovaci analyza kiivek tdni (HRM) vSak vyZzaduji znalost
sledované pozice. Prilomem v detekci mutaci na hodnotach pod 20 % bylo zavedeni
NGS technologie. Vyuziti této technologie umoziuje odhaleni pfitomnosti mutaci na
nizkych hladinach (> 1 %), coz Iépe charakterizuje mutacni stav a umoziuje efektivnéji
volit TKI druh¢ ptipadné tfeti generace (Soverini S., et al. 2013).

Klinicka relevance zachytu mutaci na nizkych hladindch pomoci NGS v prib&hu
1é¢by je predmétem diskuzi a dalSich studii (Soverini S., et al. 2013). Nase prace ukazuji
jednoznacny piinos technologie s vyssi citlivosti pro optimalizaci 1é¢ebnych postupi.
V 55 % testovanych vzorkl (58/106) NGS technologie odhalila pfitomnost mutaci
nedetekovatelnych standardnim sekvenovanim. U poloviny nové zachycenych mutaci
(51 %) se jednalo o mutace nedostatecné citlivé k terapii, kterd byla zvolena na zakladé
jejich nezachyceni pomoci standartniho sekvenovani. Byly vSak také zachyceny mutace
na nizkych hladinach, které se v rezistenci k TKI nikdy neuplatnily (Machova Polakova
K., et al. 2015, Soverini S., et al. 2013). NGS technologie umoznuje komplexné sledovat
evoluci mutaci jako dynamicky proces zahrnujici fadu dalSich d&jh. K odliseni
pritomnosti klinicky relevantnich mutaci od chybového pozadi je nutné mit dobie
propracované bioinformatické nastroje (Machova Polakova K., et al. 2015).

Parker et al. ukazuje vyuziti dalsi vysoce citlivé metody, multiplexni hmotnostni
spektrometrie, pro detekci mutaci u pacientl pfed zménou terapie na TKI druhé generace.
Ve studii zahrnujici 220 pacientd byla mutace zachycena piimou sekvenaci v 127
pfipadech, metoda hmotnostni spektrometrie zachytila nizké hladiny mutaci u dalSich
64 pacientl. V pfipadé€, Ze mutace na nizké hladiné vykazovala rezistenci k TKI, ktery
byl nésledné pouzit, klon s mutaci expandoval a byl zodpovédny za nésledny relaps
onemocnéni v 85 % pripadi (Parker W. T., etal. 2011). Dosavadni data naznacuji, ze
znalost pfitomnosti mutace na nizké hladin€ je vyznamna pro optimalizaci vybéru TKI

v dalsi linii.
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Rezistence k imatinibu zpisobend mutaci v KD BCR-ABLI je feSitelnd zménou
l1écby na TKI druhé a tfeti generace. Nilotinib je i€¢inny na vSechny imatinib rezistentni
mutace s vyjimkou Y253F/H, E255K/V, T3151 a F359V/I/C. Dasatinib nepiekona
mutace V299L, T315I/A, F317L/V/I/C. K bosutinibu jsou rezistentni mutace E255K,
V299L aT3151. Mutaci T3151 je schopen pitekonat pouze ponatinib. Informace
o mutacich, které by byly rezistentni k bosutinibu a ponatinibu, jsou vSak vzhledem ke
kratké dobé¢ jejich pouzivani omezené (Soverini S., et al. 2014). Aminokyselina na pozici
315 je esencialni pro vznik kritického vodikového mustku pro vazbu s TKI. Mutace
T3151 znemoziuje vazbu vétSiny TKI (Tokarski J. S., et al. 2006, Weisberg E., et al.
2005). Ponatinib ve své vazbé nevyuziva tento vodikovy miustek, a proto je schopen
inhibovat BCR-ABL1-T315I protein.

Nékteré mutace davaji BCR-ABLI1 proteinu specifické vlastnosti. V in vitro testech
byla popsana nejvyssi proliferaéni aktivita ubunék smutaci s Y253F a E255K.
Pfitomnost téchto mutaci také zvySovala transformacni potencial a enzymovou aktivitu
vy$si onkogenni potencial, ktery je dan fosforylaci odliSného adaptorového tyrozinového
mista Tyr 2°” oproti nemutovanému BCR-ABLI, ktery vyuziva Tyr?>? (Skaggs B. J., et al.
2006). Vysokou rezistenci k TKI také vykazuji tzv. kompozitni mutace (pfitomnost dvou
a vice riznych mutaci v jednom leukemickém klonu) a mutace polyklondlni (pfitomnost
dvou a vice riznych mutaci v riznych klonech u pacienta ve stejném case). Nékteré
polymutované klony vykazuji vyssi rezistenci nez mutace T3151 (Gibbons D. L., et al.
2014). Klony nesouci kompozitni mutace, které obsahuji mutaci T3151 s dal$i mutaci,
vykazuji rezistenci k ponatinibu. Napt. klon nesouci kompozitni mutaci T315I/E255K
vykazuje 22,7x vyS$si rezistenci k ponatinibu neZ klon nesouci samostatnou mutaci
T315I. ICso pro tento polymutovany klon je 6,5x vyssi, nez je plazmatickd koncentrace
ponatinibu (101nM) u pacientli 1é€enych béZznou davkou 45mg/den (Zabriskie M. S.,
et al. 2014).

1.5.2 Mutageneze v leukemické buice a epigenetické faktory ovliviiujici
rozvoj mutaci
Mechanismus vzniku mutaci v kindzové doméné¢ BCR-ABL1 nebyl doposud zcela
objasnén. Na rozvoji se pravdépodobné podileji naruSené mechanismy reparace DNA,
popsané nize. Svou roli zde mohou sehrat i epigenetické faktory. Sirtuin 1 (SIRT1) patii
do skupiny NAD zavislych histon deacetylaz (deacetylazy skupiny III), které jsou znamé
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jako regulatory energetického metabolismu, tumorigeneze a odolnosti bunék ke stresu.
SIRTI1 se podili na deacetylaci histont H4K16 a HIK26 ataké deacetylaci fady
nehistonovych proteini, ¢imz reguluje fadu biologickych procest véetné bunééného ristu
a apoptozy (Li L. a Bhatia R., 2015). Hraje roli také v regulaci fyziologické hematopoézy
pfi hypoxii aleukemické hematopoézy regulaci p53 aktivity. BCR-ABLI aktivuje
expresi SIRT1 v hematopoetickych progenitorech, ¢imz podporuje proliferaci spojenou
s deacetylaci fady jeho substrat jako je p53, FOXOI1 a Ku70 (Yuan H., etal. 2012).
Wang et al. popsali souvislost mezi aktivitou SIRT1 a schopnosti CML bunék vyvijet
mutace. CD38 je povrchova molekula a multifunkéni ectoenzym, ktery katalyzuje
syntézu a hydrolyzu cyklické ADP-ribosy z NAD+. Vysoka exprese povrchové molekuly
CD38 sniZuje intracelularni hladinu nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD+), ¢imz je
inhibovéna aktivita NAD+—dependentni deacetylazy SIRT1. Bylo popséno, Ze inhibice
SIRT1 v souvislosti se zvySenim povrchové exprese CD38 zamezila vzniku BCR-ABLI
mutaci v buiikéch vystavenych t¢inku imatinibu (Wang Z., et al. 2014). SIRT1 aktivita
v CML buikéch stimuluje chybové opravy DNA spojené s vyvojem mutaci (Wang Z.,
etal. 2013).

1.5.3 Genomova nestabilita CML bunék a vznik dalSich chromozomalnich
abnormalit a mutaci
Bunéény c-ABL1 protein se podili na procesech oprav poskozeni DNA. ATM
kindza se pfi poSkozeni DNA vaZze na SH3 doménu c-ABL, ¢imZ je aktivovana. Nasledné
pak aktivuje drahu mismatch repair prostfednictvim proteinu MLH1. Opravnou drahu
homologni rekombinace (HR) ovliviiuje c-ABL ptes protein RADS5S1. Opravna driha
nehomologniho spojovani koncti (NHEJ) je tlumena fosforylaci DNA proteinkinazy
(DNA-PK). Fosforylace zplsobi disociaci komplexu DNA-PK s proteinem Ku z vazby
na DNA. Také fosforyluyje WRN protein, ¢imz inhibuje jeho exonukledzovou
a helikazovou aktivitu (Shaul Y. a Ben-Yehoyada M., 2005).
Protein BCR-ABL1 se svou aktivitou podili na poruchach oprav DNA
v leukemickych bunkach. Jsou zde naruSeny oba zikladni mechanismy oprav
dvouretézcovych zlomi DNA, ato HR iNHEJ (Nowicki M. O., etal. 2004).
V BCR-ABL1 pozitivnich bunkéch je snizena funkce katalytické podjednotky DNA
dependentni proteinkinazy, kterd je esencidlni pro ucfinny mechanismus NHEJ
(Deutsch E., et al. 2003). NHEJ je v CML buiikdch méné ucinna se zvySenym poctem
chybnych oprav (Gaymes T. J., et al. 2002, Brady N., et al. 2003).
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Repara¢ni mechanismus s vyuzitim HR ovliviluyje BCR-ABL1 aktivaci
a blokovanim degradace proteinu RADS51 (Slupianek A., et al. 2001). Aktivace RADS1
je realizovana fosforylaci na T315 BCR-ABL1. BCR-ABL1 blokuje proteolytickou
degradaci RADS1 aktivaci kaspazy 3 (Nowicki M. O., et al. 2004).

Na destabilizaci genomu v CML buiikdch se podili také snizeni exprese genu
BRCA-1, ktery se t¢astni udrzeni integrity (Deutsch E., et al. 2003)

BCR-ABL1 ovlivituje tzv. ,,DNA damage sensors“ (ATM a ATR kindzy)
a naruSuje jejich funkci. Takto ovlivnéna ATM signalizace zptisobuje trvalou fosforylaci
checkpoint kindzy 2 (CHK2). Inhibice ATR vede k zabrané fosforylace checkpoint
kindzy 1 (CHKI), kterd je klicovéa pro aktivaci kontrolniho bodu v S fazi buné¢ného
cyklu. Kontrolni body pro opravu poSkozeni DNA jsou tedy u CML narusSeny (Burke
B. A. a Carroll M., 2010). Inhibice ATR funkce pfispivd ke zvySenému piesunu
BCR-ABLI1 do jadra (Dierov J., et al. 2004).

Na vzniku jednotetézcovych a hlavné dvouretézcovych zlomi DNA se podili také
zvySend hladina reaktivnich kyslikovych radikald (ROS) v BCR-ABLI pozitivnich
bunikach (Nowicki M. O., et al. 2004, Koptyra M., et al. 2006). Tyr177 BCR-ABLI byl
popsan jako hlavni regulator produkce ROS v CML bunkéach. Nadprodukce ROS je
zpusobena bud’ zvySenym glukézovym metabolismem, nebo zvySenou aktivitou elektron
transportniho fetézce v mitochondriich (Kim, J. H., et al. 2005). ZvySend produkce ROS
je zavisla na aktivité¢ PI3K/mTOR signélni drahy.

V akcelerované fazi onemocnéni byva pozorovan vznik pfidatnych
chromozomalnich abnormalit, jejichZ pfitomnost se podili na progresi onemocnéni
a rezistenci k TKI. Vyskytuje se trizomie 8 (33 %), pfitomnost druhého Ph chromozomu
(30 %), izochromozom 17 (20 %), trizomie 19 (12 %), ztrata chromozomu Y (8 %),
trizomie 21 (7 %) a monozomie 7 (5 %) (Johansson B., et al. 2002). Vyjime¢né byla
pozorovana také translokace zahrnujici X chromozom (Elder P. T., etal. 2010).
Chromozomalni abnormality zasahuji geny, které jsou kritické v progresi onemocnéni.
Izochomozom 17  zplsobuje ztratu tumorsupresorového genu p53, trizomie
8 chromozomu pak overexpresi proto-onkogenu c-MYC (Becher R., et al. 1990, Collins
S. a Groudine M., 1982). Nejnovéjsi ELN doporuceni pro terapii CML z roku 2020
nekteré tyto zmény (trizomie chromozomu 8, piitomnost druhého Ph chromozomu,

izochromozom 17, trizomie 19 a 7, monozomie 7 a komplexni zmény karyotypu) noveé
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oznacuje jako vysoce rizikové, jejichZ pfitomnost je spojena s horsi odpovédi na 1écbu

a vysoky rizikem progrese onemocnéni (Hochhaus A., et al. 2020).

1.6 Bunécné transportéry z rodin ABC a SLC
Bunééné transportéry ucastnici se transmembranového transportu 1é¢iva maji vliv
na vnitrobunécnou terapeutickou koncentraci TKI. Nedostatecné mnozstvi TKI mize byt

pricinou selhani 1écby.

1.6.1 Transportéry rodiny SLC22 (hOCT)

Human organic cationt transporter 1 (hOCT1) je ¢lenem rodiny SLC22 bunéénych
transportérii, u kterého byla prokazana funkce transportu imatinibu (Thomas J., et al.
2004). SLC transportéry se skladaji z 12 transmembranovych domén tvofenych a-helixy,
dlouhé¢ extracelularni smycky mezi doménou 1 a 2 a dlouhé intracelularni smycky mezi
doménou 6a7. Extracelularni smycka je glykosylovana a zprosttedkovava
homooligomerizaci (Brast S., et al. 2012), zatimco intracelularni smycka je zapojena do
potranskripcnich regulaci. Podskupina zahrnujici hOCT1, hOCT2 a hOCTS3 se podili na
transportu organickych kationtl, organickych bazi a n€kterych neutrdlnich sloucenin.
Transport je zajiStovan na ATP nezavislym mechanismem. Pasivni difizni systém je
pohanén elektrochemickym gradientem transportované molekuly a posilovany
membranovym potencidlem (Koepsell H., etal. 2007). Thomas etal. 2004 popsali
transport imatinibu do CML buiiky jako aktivni, teplotné zavisly proces zprostfedkovany
hOCT]1 transportérem. Byla sledovana exprese hOCT1 na povrchu CML bunéénych linii
1 bun€k pacientdl. Pfi pouZiti inhibitoru tohoto transportéru byl pozorovan snizeny vstup
imatinibu do buiiky a snizena koncentrace uvnité bungk. Ugast hOCT2 a hOCT3 na
transportu imatinibu byla vyloucena (Thomas J., etal. 2004). Na tuto praci navazali
Crosmann et al, kteti popsali sniZzenou expresi hOCT1 v mononuklarnich bunkéch kostni
diené pred zahdjenim lécby u pacientl, ktetfi nedoséhli optimalni odpovédi na 1écbu
imatinibem oproti skupin€ dobfe odpovidajicich pacientd a zdravych darch
(Crossman L. C., et al. 2005).

White et al. 2006 potvrdili G€ast hOCT1 na transportu imatinibu méfenim jeho
aktivity. Méfeni provadeli na monuklearnich bunikéch periferni krve od 25 de novo CML
pacientli, kde sledovali IC50, intraceluldrni koncentraci imatinibu a hodnotu IUR
(intracelular uptake and retention). Hodnoty v dob¢ diagnézy a v ase 12 mesicl na 1é¢be

imatinibem dobie reflektovaly odpoveéd’ pacientii na 1écbu. Autofii v této praci nepotvrdili
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transport nilotinibu pfes hOCT1, hOCT2 a hOCT3 (White D. L., et al. 2006). V nasledné
praci na 99 pacientech pozorovali signifikantné vyssi aktivitu hOCT1 u pacienti s niz§im
IC50. Pacienti s vy$§i hOCT1 aktivitou dosahli ¢casté€ji MMR ve 24 mésicich (85 %),
oproti pacientiim s niz8i aktivitou hOCT1 (45 %). U 5 pacientil byla pozorovana nulova
aktivita hOCT1 v dob¢€ diagndzy a vSichni tito pacienti nedosahli MMR (White D. L.,
et al. 2007). Na bunécné linii KCL-22 s overexpresi hOCT1 byla pozorovéana zvySena
intracelularni koncentrace imatinibu oproti kontrolnim buiitkam (Wang, L., et al. 2008).
Tito autofi ve své praci tvrzeni o vlivu exprese hOCT1 podpofili nalezenim signifikantni
korelace vysoké exprese hOCT1 pted zahdjenim 1é¢by s dobrou odpovédi na 1é¢bu. Jiné
prace vsak korelaci mezi vysokou hladinou exprese #OCT1 a lepsi odpovédi na 1écbu
nepotvrdily (White D. L., et al. 2010, Zhang, W. W_, et al. 2009, Kim, Y., et al. 2014).

Pritomnost polymorfismii a jinych genetickych zmén v genu kodujicim hOCT!
muze ovlivnit u¢inny transport 1é¢iva do bunky. Byla popsana fada genetickych variant,
avsak pouze 4 prace popisuji signifikantni korelaci mezi jejich pfitomnosti a snizenym
transportem imatinibu. Napfiiklad Giannoudis et al. sledovali vliv pfitomnosti 23 SNP
v hOCT1 na transport imatinibu do buniky a nalezli signifikantni pokles transportu pouze
v pritomnosti M420del (rs35191146) (Giannoudis A., etal. 2013). Di Paolo et al.
pozorovali roli SNP rs683369 c480C>G na farmakokinetiku imatinibu. Pacienti
s genotypem GC a GG vykazovali signifikantné niz§i clearence imatinibu a vyssi
plazmatickou koncentraci. NiZ8i funkce transportéru v pfitomnosti alespon jedné G alely
A., etal. 2014).

Ve vztahu k transportu imatinibu je nejvice prostudovana role hOCT1 transportéru,
tento transportér vSak neni jedinym, ktery do metabolismu léku zasahuje. V nasi praci
Jaruskova et al. 2017 jsme se zaméfili na sledovani role polymorfisml v promotorovych
oblastech 15 SLC a4 ABCB transportérit ve vztahu s dosahovanim optimalnich
1é¢ebnych odpovédi na terapii imatinibem. V rozsdhlé praci byla nalezena rozdilna
frekvence SNP rs460089 a rs2631365 v regulacnich oblastech exprese genii SLC22A4
a SLC22AS5 ve skupinach pacientd optimaln€ a neoptimaln€ odpovidajich na terapii
imatinibem v 1. linii. Pacienti nesouci rs460089-GC genotyp méli signifikantné vyssi
pravdépodobnost dosazeni MMR, zatimco pacienti s rs 460089-GG byli ve vys§im riziku
selhani 1é¢by. Riziko selhani 1éCby bylo jesté vyssi u kombinace genotypti rs460089-GG
ars2631365-TC (Jaruskova M., et al. 2017).
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1.6.2 Transportéry rodiny ABC

Efluxové prenasece popsané v souvislosti s transportem TKI z buiiky ven patii do
rodiny pfenasecii typu ATP binding casette (ABC). Jedna se o rodinu velmi pocetnou
a evolucné konzervovanou s vyskytem od prokaryot az po ¢lovéka. Obvykle se skladaji
znkolika podjednotek. Jedna az dvé podjednotky jsou transmembranové
a 1-2 podjednotky tvofi s membranou asociované ATPazy. Tyto ATPazy poskytuji
energii ziskanou hydrolyzou ATP, ktera je vyuzita k pohanéni transportu substrat pres
membranu. U eukaryot se jednd vyhradné o transport toxinii a 1é¢iv ven z bunék. Nekteti
¢lenové ABC rodiny (ABCB, ABCG, ABCA a ABCC) jsou znami v souvislosti
s nddorovymi onemocnénimi (Ross D. D. a Doyle L. A., 2004). ABCBI protein, zndmy
téz jako P-glykoprotein nebo MDR1-multidrug resistence protein, popsal poprvé J. R.
Juliano v roce 1976 v souvislosti s l1ékovou rezistenci (Juliano R. L. a Ling V., 1976).

ABC transportéry pravdépodobné hraji roli v rezistenci k TKI (Eechoute K., et al.
2011). Mahon et al. 2003 ve své praci popsali vliv zvySeni exprese ABCB1 na rezistenci
k imatinibu s pouzitim bunétné linie K562. Experimenty na buitkaich CML pacientl
v blastickém zvratu v této praci ale zvySenou expresi ABCBI1 neukézaly. Za pouziti
mononukledrnich bunék z periferni krve 6 CML pacientli pii inkubaci s imatinibem
a s inhibitorem ABCBI1 vSak demonstrovali ucast ABCB1 na transportu imatinibu.
Z jejich pozorovani vyplyva, ze CML blasty k odstranovani lé€iva pravdépodobné
vyuzivaji jinou pumpu (Mahon F., et al. 2003). Widmer et al. potvrdili icast ABCBI na
aktivnim odstraiiovani imatinibu z buné¢k za pomoci méfeni koncentrace imatinibu
v kultivacnim médiu transfekované bunécné linie MDR+ a MDR-LLC-PK1, kterou
vystavili riiznym koncentracim imatinibu (Widmer N., etal. 2003). Park etal.
nepozorovali rozdil v aktivit¢ ABCB1 u mononuklearnich buné€k z periferni krve CML
pacienti a zdravych darcli. Pozorovali vSak signifikantné vyS$$i expresi ve skupiné
pacientd, u kterych 1é¢ba imatinibem selhavala (Park S. H., et al. 2015). N¢které studie
ukazuji, Ze exprese ABCB1 se miize v CML buiikach zvySovat samovolné nebo miize byt
indukovana podavanim léciva. Vesconcelos et al. pozorovali zvySeni ABCB1 exprese
v souvislosti s progresi CML. Zaroveil na in vitro experimentu ukdzali indukci zvySeni
ABCBI na urovni mRNA 1 proteinu na CML buné¢nych liniich vystavenych imatinibu
(Vasconcelos F. C., et al. 2011). Zda se tedy, Ze imatinib ovliviiuje ABCB1 fenotyp CML

bun¢k. Existuji vSak i prace, které¢ ucast ABCB1 na rezistenci k imatinibu vyloucily

33



(Ferrao P. T., et al. 2003). Hamada et al. popsali, Ze imatinib miZe fungovat naopak jako
inhibitor ABCB1 (Hamada A., et al. 2003).

Imatinib byl popséan jako substrat dalSiho pfenasece z této rodiny breast cancer
resistence glykoprotein (ABCG2) (Burger H., et al. 2004). Shukla et al. poposuji imatinib
jako substrat ABCB1 a ABCG2 v Sirokém rozmezi koncentraci. Ve vysokych
koncentracich vzhledem k vysoké afinité mize fungovat vyhradné jako inhibitor (Shukla

S., et al. 2008). Tento fakt by mohl vysvétlovat rozporuplna data v literatuie.
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2 Cil prace:

Studium mutageneze kindzové domény BCR-ABLI1 arole exprese bunécnych
Iékovych transportérti v rozvoji rezistence bunck chronické myeloidni leukemie

k 1é¢bé imatinibem.

2.1 Specifické cile

1) Objasiovani molekularnich mechanismit umoziujicich mutagenezi kindzové
domény BCR-ABLI na vhodném in vitro modelovém syst¢ému CML bunécnych linii
vystavovanych tc¢inku imatinibu.

2) Monitorovani dynamiky BCR-ABL1 mutaci pomoci NGS pro
individualizovanou terapii pacientd ve vysokém riziku progrese onemocnéni. Hodnoceni
ulohy imunitni odpovédi na individualizovanou 1é¢bu v souvislosti s 1é€ebnou odpovédi.

3) Studium moZnosti vyuZziti méfeni hladiny exprese bunécnych transportéri
hOCT1 a ABCBI1 jako prognostického markeru pro predpovéd 1é¢ebné odpovédi na

imatinib.
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3 Material a metody

3.1 Bunécné linie
Veskeré bunécné linie pouzité v této praci byly ziskany z Leibniz-Institut DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Némecko
(Tabulka 3). Pouze linie MOLM-7 byla ziskdna od Dr. Minowadu (Tsuji-Takayama K.,
et al. 1994).

Tabulka 3. Seznam bunéénych linii

Buné¢né linie DSMZ ¢islo
K562 ACC-10
KCL-22 ACC-519
CML-T1 ACC-7
MOLM-7 zdroj mimo DSMZ*
MOLM-13 ACC-547
SKM-1 ACC-554

* Linie MOLM-7 byla ziskdna od Dr. Minowadu (Tsuji-Takayama K., et al. 1994)

3.1.1 BCR-ABLI1 pozitivni bunécné linie
K562
Bunééna linie K562 je odvozena z bunék pleurdlniho vypotku 53leté pacientky s CML
v blastickém zvratu (Lozzio C. B. a Lozzio B.B., 1975)
KCL-22
Bunééna linie KCL-22 je odvozena zbunék pleurdlniho vypotku 32leté pacientky
v blastickém zvratu CML. Buniky nesou dva Ph chromozomy a mutaci v genu 7P53
(Kubonishi I. and I. Miyoshi. 1983).
CML-T1
Bunééna linie CML-T1 je odvozena z bunék periferni krve (PK) 30let¢ Zeny s CML
v blastickém zvratu. Bunky této linie nesou povrchové markery T lymfocytil
a BCR-ABLI fazni gen. V bunikdch neni pfitomen Ph chromozom. Jedna se o kryptickou
fazi, kdy dochazi k inserci genu ABLI do chromozomu 22 (Kuriyama K., et al. 1989).
MOLM-7
MOLM-7 je bunécna linie odvozena z bunék PK 44leté pacientky s CML v blastickém
zvratu (Tsuji-Takayama K., et al. 1994).
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3.1.2 BCR-ABLI1 negativni bunécné linie

MOLM-13

MOLM-13 je linie odvozena z bun¢k PK pacienta s akutni myeloidni leukemii. Buiky
pochéazi od 20let¢tho muze s AML FAB Mb5a v relapsu po pivodni diagnéze MDS
(myelodysplasticky syndrom) RAEB — refrakterni anemie s pfebytkem blasth
(Matsuo Y., et al. 1997).

SKM-1

SKM-1 je bunécna linie odvozena z bunék PK 76let¢ého muze s AML M5. AML se
u tohoto pacienta vyvinula z ptivodni diagn6zy MDS (Nakagawa T. a Matozaki S., 1995).

3.1.3 Priprava kloni KCL-22

Klony bunééné linie KCL-22 byly ziskdny sortovanim po jedné bunice dle
ptitomnosti povrchového markeru CD38. Ptiprava probihala na pracovisti pritokové
cytometrie laboratoii CLIP (Childhood Leukaemia Investigation Prague) FN Motol a 2.
1ékaiské fakulty UK na pfistroji BD FACS Aria III (Becton Dickinson, USA) s pouzitim
BD FACS Diva Software verze 6.1.3. KCL-22 CD38+ a KCL-22 CD38- klony byly
ziskany sortem za sterilnich podminek do kultivaéniho média s 0,004uM imatinibem,
nebo v piipad¢ kontrolnich klonii pouze do kultivaéniho média. Tyto klony byly dale
kultivovany pii 37 °C a byly z nich odebirany vzorky pro izolaci RNA a DNA. Prvni
odbér byl proveden po 21 dnech od sortu, kdy klony poprvé poskytly dostatek materialu
pro izolaci nukleovych kyselin. Odbéry materialu byly néasledné provadény v 14dennich
intervalech. Po 1 mésici kultivace v 0,004uM imatinibu byly proliferujici klony
pfemistény do 0,4pM imatinibu a po dalSim mésici do 4uM imatinibu viz schéma
(Obrazek 4). Vzorky pro izolaci nukleovych kyselin z kontrolnich klontt KCL-22 CD38+
a KCL-22 CD38- kultivovanych bez vystaveni ucinku imatinibu byly odebirany ve

stejnych ¢asovych intervalech.

3.2 Vzorky pacientii
Pacientlim s chronickou myeloidni leukemii byla odebirdna PK s vyuZitim citratu
sodného jako protisrazlivého ¢inidla. Stejnym zptisobem byly ziskdny také vzorky
zdravych darci. CML pacienti, jejichz vzorky byly analyzovany v ramci této prace, byli
1é¢eni v Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze (UHKT), na III. interni klinice
Fakultni nemocnice Kréalovské Vinohrady Praha (FNKYV), v Interni hematologické
a onkologické klinice pii FN Brno a v Hematoonkologické klinice pti FN Olomouc. Tato
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prace byla provedena v souladu se zasadami Helsinské deklarace a byla schvalena
etickymi komisemi UHKT, FNKV, FN Brno a FN Olomouc. Vsichni pacienti, jejichz

vzorky byly analyzovany v této praci, podepsali informovany souhlas.

KCL-22 kultura
FACS sortovani podle
povrchového
. markeru CD38 .
CD38+ 1 bunka CD38- 1 burika
0,004 uM IM 0,004 pM IM
l 1 mésic kultivace i
CD38+ proliferujici klony CD38-proliferujici klony
premistény do 0,4 puM IM premistény do 0,4 uM IM
l 1 mésic kultivace i
CD38+ proliferujici klony CD38- proliferujici klony
premistény do 4 uM IM premistény do 4 uM IM

Obrazek 4. Schéma pripravy kloni izolovanych z bunééné linie KCL-22

3.3 Metody

3.3.1 Izolace leukocytii z PK a priprava bunéénych lyzata
Celkové leukocyty byly izolovany metodou osmoticke 1yzy z odbéru PK. Celkové
leukocyty byly po odstranéni erytrocytil a ostatnich slozek krve promyty ve fosfatovém
pufru (PBS). Pocet Zivych bunék v suspenzi PBS byl stanoven pomoci barveni
v trypanové modii/Trypan Blue (Sigma-Aldrich, USA) na pfistroji TC20 Automat Cell
counter (Bio-Rad, USA). Ziskané leukocyty byly lyzovany v TRIzol™ Reagents

(Invitrogen, USA) v koncentraci 10 milionti bun¢k na 1 ml roztoku.
Cast odbéru PK pacienti byla pouzita pro separaci mononukledrnich
a granulocytarnich bunécnych subpopulaci. K oddéleni frakci byla pouzita metoda
gradientové centrifugace ptes Ficoll®Paque (Sigma-Aldrich, USA). Oddélené frakce
byly promyty v PBS, pfipadné zbaveny erytrocytarni frakce osmotickou lyzou a slouzily

k ptipraveé bunécnych lyzath vyse popsanym zplisobem.
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3.3.2 Priprava bunéénych lyzati a izolace NK z bunécnych linii

Z bunéénych linii vystavovanych riznym podminkam byly pfipravovany
bunécné lyzaty jako vychozi material pro dalsi analyzy. Bunky byly po odstranéni
kultivacniho média promyty PBS aspocitany. Lyzéaty zcelkovych kultur byly
zpracovavany v koncentraci 1-10 miliénti bunék/ml TRIzol™ Reagents. Lyzaty z klonti
KCL-22 byly pfipravovany v koncentraci 0,5-2 miliony/ml TRIzol™ Reagents.
V piipadé nedostatecného mnozstvi bunék pii sbéru materidlu v experimentu s klony
KCL-22 byl ptipraven lyzat do lyzacniho média RLT Plus (All Prep DNA/RNA-Micro
Kit, Qiagen, Némecko), ktery slouzil pro izolaci RNA i DNA z minimalniho mnozstvi
bun¢k. Ptiblizné 300 000 bunék bylo lyzovano v 300 ul roztoku. Postup izolace DNA
a RNA probihal dle doporuceni vyrobce.

V pozd¢jsich Casovych sbérech, pfi dostatecném mmnoZstvi materidlu byl pro
izolaci DNA vyuzit izolacni pfistroj MagCore HF16 Plus (RBC Bioscience, USA)
s pouzitim Genomic DNA Whole Blood Kitu. Vychozim materidlem byl 0,5-1 milion
bunék v 400 ul PBS. Celkovy vytézek z izolace byl 3-6 pg DNA.

3.3.3 1Izolace RNA z trizolovych lyzath a pfiprava cDNA

Buné&éné lyzaty v TRIzol™ Reagents slouzily k izolaci celkové RNA. K Iml
bunééného lyzatu bylo pfidano 200 pl smési chloroform + isoamylalkohol (49:1)
anasledovala centrifugace pii 12 000g 15 min pii 4 °C. Centrifugaci byly oddéleny
organickd a vodna faze. Vodna faze (400 pl) obsahujici RNA byla pfenesena do €istych
zkumavek aRNA byla precipitovana pomoci stejného objemu vychlazeného
izopropanolu. Po vysrazeni ziskané RNA zvodného roztoku pii 40 min inkubaci
v 20 °C byla smés opét centrifugovana pii1 10000g 15 min pii 4 °C. Ziskana RNA byla
promyta v 1 ml 75% ethanolu a centrifugovana pii 10 000g 8 min pii 4 °C. Po odstranéni
ethanolu byla RNA rozpusténa ve sterilni vod€ urcené pro molekularni biologii
(DNAse/RNAse free).

Celkovy vytézek RNA ve vzorcich pacientd azdravych darct byl 3-6 pg.
U bunéénych linii byl vytézek 1,5-6 pg. Pro sledovani genové exprese BCR-ABLI,
hOCTI] a ABCBI byla RNA piepsana do cDNA s pouzitim ndhodnych hexamert
a reversni transkriptdzy M-MLV (Promega, USA) dle postupu doporuceného vyrobcem.
Pro detekci mutaci v kindzové doméné BCR-ABL1 metodou Sangerova sekvenovani

1 NGS byla RNA ptepsdna do cDNA s pouzitim nahodnych hexamerii a reversni
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transkriptazy SuperScript II (Invitrogen, USA). Pro sledovani genové exprese pomoci
RT? Profiler PCR Arrays (Qiagen, Némecko) byla cDNA piipravena pomoci kitu RT?
First Strand kitu (Qiagen) podle postupu doporuc¢ené¢ho vyrobcem.

3.3.4 Analyzy genové exprese

3.3.4.1 Onkogen BCR-ABLI

Exprese BCR-ABLI byla méfena kvantitativni reversné transkriptdzovou PCR
(qQRT-PCR) metodou standardizovanou v ramci projektu Evropské leukemické sité
The EUropean Treatment Outcome Study (EUTOS for CML) (Miiller M. C., et al. 2009).
Vysledky jsou uvadény v mezinarodnim métitku (IS — International Scale). Postup pro
meéteni exprese probihal dle Standardniho operac¢niho postupu (SOP04 ptiloha 11)
Oddéleni molekularni genetiky UHKT aNarodni referenéni laboratofe pro DNA
diagnostiku Praha (NRL DNA). Laboratotf vyuzivd Kkontrolni gen GUSB
(B-glucuronidaza), ktery byl vybran na zdkladé komplexni analyzy. V testovani
provedeném v na$i laboratofi se ukézalo, Zze spolehlivé kvantifikuje ive vysokych
hladinach exprese BCR-ABLI genu na rozdil od genu ABLI, u kterého byla prokazéna
linearita méteni pouze v hladinach do 10 % BCR-ABLI (Rulcova J., etal. 2007,
Moravcova J., et al. 2009).

Pouzité sekvence primert a sond (Tabulka 4) byly validovany v rdmci programu
Europe Against Cancer (Gabert J., et al. 2003). SloZeni reakéni smési a amplifikacni

program je uveden v Tabulce 5 a 6).

Tabulka 4. Sekvence primeri a TagMan sondy pro analyzu BCR-ABL1

Nazev Sekvence
BCR-ABLI1 Forward 5'-TCCGCTGACCATCAATAAGGA-3'
BCR-ABL1 Reverse 5'- CACTCAGACCCTGAGGCTCAA -3'
BCR-ABL sonda 5'- FAM-CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA -BHQ1-3'
GUSB Forward 5'- GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT-3'
GUSB Reverse 5'- CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3'
GUSB sonda 5'-FAM- CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA -BHQ1-3'

Tabulka 5. Reak¢ni smés pro qRT-PCR analyzu

Reagencie Objem

RNA H,O 11,7 pl

Pufr 2,5 ul

MgCl, (25 mM) 4,0 ul

dNTP (10 mM) 0,50 pl

primer forward (20 uM) 0,375 ul

primer reverse (20 uM) 0,375 ul

TagMan sonda (20 pM) 0,31l

FastStart Taq polymeraza (5U/uL) 0,25ul
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Tabulka 6. Amplifika¢ni program

Krok ¢&. teplota cas Pocet cyklii
1 95 °C 10 min
2 95 °C 15s
3 60 °C 1 min 45x krok 2-3

K urceni poctu kopii onkogenu BCR-ABLI akontrolniho genu GUSB byla pfi
kazdé RT-qPCR analyze analyzovana fada plazmidovych standardli se zndmym poctem
kopii (MBCR-ABL a GUSB - Ipsogen, Qiagen, Némecko, nebo ERM- AD623 pro oba
geny - Join Research Centre, Belgie). Z hodnot Ct téchto standardii byla sestavena
kalibracni kiivka, kterd slouzila k ureni poctu kopii genu BCR-ABLI (GUSB) ve
vzorcich. Kazdy analyzovany vzorek byl méfen v duplikatu. Vypocet hladiny transkriptu
BCR-ABLI (IS) probihal dle vzorce:

Y. pocet kopii BCR — ABL1
Y. pocet kopii GUSB
Hodnotu CF (conversion factor) ziskava laboratof na zakladé mezilaboratornich testi zkouSek jakosti, ktera je

organizovana v ramci EUTOS projektu referenc¢ni celoevropskou laboratofi (National Genetics Reference laboratory
Wessex, Salisbury UK). CF umoziiuje métené hodnoty exprese BCR-ABL1 uvadét v IS.

hladina transkriptu [% IS] = X 100 X CF

3.3.4.2 Exprese hOCTI a ABCB1

Genova exprese bunécnych transportéri byla méfena pomoci TagMan gene
expresion assay Hs00184491 ml pro ABCBI a Hs00427552 ml pro hOCTI (Thermo
Fisher Scientific USA) s pouzitim TagMan™ Gene Expression Master Mixu (Thermo
Fisher Scientific USA). Jako kontrolni gen byl pouzit GUSB analyzovany pomoci
primert a TagMan proby, jak bylo uvedeno vysSe. Pro urceni poctu kopii pii analyzach
exprese obou vySe uvedenych transportéru byly vytvofeny plazmidové standardy. Pro
pripravu standardi byl pouzit TOPO TA Cloning kit (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific USA) s postupem doporuc¢enym vyrobcem. Ziskané ovétené plazmidy byly
izolovany pomoci Qiaprep Spin Miniprep kitu (Qiagen, Némecko). VloZeny inzert
v plazmidu byl ovéfen sekvenaci a ziskany plazmid byl linearizovan pomoci restrikéniho

enzymu NSI 1. Vypocet poctu kopii v ziskaném standardu prob¢hl dle vzorce:

Vaha [Da(g/mol)] = (Velikost plazmidu + velikost inzertu)[bp] * 330[Da] * 2 [nucleotide/bp]

Vaha [g/mol]

Avogadrovo cislo

pocet kopii =
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Plazmidové standardy, s ur€enym poctem kopii, nafedény desitkovou fadou do
nosi¢ové DNA (SalmonSperm DNA-100ng/ul-Invitrogen-Thermo Fisher Scientific
USA), slouzily v analyzéach k urceni absolutniho poc¢tu kopii ve vzorcich. Pro vysledny
vypocet byl pouzit vzorec:

abs. pocet kopii hOCT1(ABCB1)
exprese hOCT1(ABCB1)[%] = abs. potet kopii GUSB X 100

3.3.4.3 Exprese gent pomoci RT? Profiler™ PCR Array Human DNA Damage
Signaling Pathway a RT? Profiler™ PCR Array Human DNA Repair

Pii méfeni exprese genu signalnich drah ucastnicich se odpovédi na poskozeni
DNA a oprav DNA byl dodrzen postup doporuceny vyrobcem (Qiagen, Némecko). RNA
byla pirepisovana pomoci RT2 First Strand Kit (Qiagen, Némecko). V analyzach bylo
dodrzeno doporucené mnozstvi RNA v rozsahu 25-500 ng. Kazda analyza obsahovala
kontrolu PCR reprodukovatelnosti a kontrolu nepfitomnosti kontaminace genomickou
DNA. Vysledky méfeni exprese analyzovanych genti byly normalizovany na pramér
4 kontrolnich gent obsazenych v kitu (B2M, GADPH, RPLP0O, HPRT). Kontrolni gen
ACTB byl zhodnoceni vytazen, nebot zmény jeho exprese v analyzach se vyrazné
odliSovaly od ostatnich kontrolnich genti. Hodnoceni bylo provadéno metodou AACT
(Bustin 2004). Hodnota 2° 22T byla stanovena pro jednotlivé geny. Jako signifikantni
zména exprese byla povazovana zmeéna o vice nez dvojnasobek; FC (fold change) vyssi
nez 2, nebo nizsi nez 0,5. Analyza DNA damage signaling i analyza DNA repair signaling
obsahovala 84 geni. Soucasti obou analyzy bylo 40 genti shodnych, celkem tedy byla

provedena analyza 128 rtiznych genti (Pfiloha 1).
3.3.5 Detekce mutaci v kinazové doméné BCR-ABL1

3.3.5.1 Sangerovo sekvenovani v prostfedi kapilarni elektroforézy

Analyza mutaci v kinazové doméné BCR-ABL 1 probihala dle nasi ptivodni prace
(Polakova K. M., etal. 2010) a standardniho opera¢niho postupu (SOP04 pftiloha 9)
Oddéleni molekularni genetiky UHKT aNarodni referenéni laboratofe pro DNA
diagnostiku Praha (NRL DNA). Selektivni amplifikace useku ¢cDNA fazniho genu
BCR-ABLI byla provadéna pomoci primert forward 5°-TGA CCA ACT CGT GTG TGA
AAC TC-3" areverse 5'-TCC ACT TCG TCT GAG ATA CTG GAT T-3" s vyuzitim
AccuPrimeTM SuperMix (Invitrogen, USA). Ziskané PCR produkty byly 100x fedény

ve vodé pro molekularni biologii. Ve druhém kroku PCR byl amplifikovan usek kindzové
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domény z ptedchoziho kroku amplifikace s pouZzitim forward primeru 5°-TGG TTC ATC
ATC ATT CAA CGG-3° areverse primeru 5°-GAT ACT GGA TTC CTG GAA CA -3°.
Ziskany amplifika¢ni produkt byl ptecistén pomoci QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Némecko). Kvalita obou PCR produktt byla kontrolovana pomoci elektroforézy
v 2% agardze. Precisténé PCR produkty z druhé amplifikace slouzily jako templat pro
sekvenacni reakci provadénou s pouzitim kitu Big-Dye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Qiagen, Némecko) dle postupu doporuc¢ené¢ho vyrobcem. Sekvenacni
produkty byly precistény DyeExTM 2.1 Spin Kitem (Qiagen, Némecko), vysuSeny
v systému SpeedVac arozpuStény ve 25 pl formamidu. Rozpusténé produkty byly
denaturovany 3 min pii 96 °C. Sekvenacni analyza pobihala na pfistroji ABI PRISM 3500
(Thermo Fisher Scientific, USA). Ziskané sekvence byly analyzovany s pouZzitim

softwaru Mutation Surveyor v 5.00 (Softgenetic, USA).

3.3.5.2 Sekvenovani nové generace — NGS

Postup NGS analyzy kinazové domény BCR-ABL1 popisuje detailn€ nase plivodni
prace Machova Polakova et al. 2015. Selektivni amplifikace cDNA kinazové domény
BCR-ABLI byla provedena ve dvou krocich. V prvnim kroku doslo k preamplifikaci
BCR-ABLI spouzitim forward primeru, lezicim vexonu 13 BCR genu
(5'TGACCAACTCGTGTGTGAAACTC3"), areverse primeru polozeném v exonu 11
ABLI (5'-ATCTCAGGCACGTCAGTGGT-3"). Druha amplifikace byla provadéna
s pouzitim primerovych part, které¢ byly navrzeny v ramci evropského konsorcia IRON
IT study (Interlaboratory RObustness of Next-Generation Sequencing) (Kohlmann A.,
et al. 2013), jehoZ byla naSe laboratof soucasti. Amplifikace probihala ve 4 PCR reakcich,
poskytujicich 4 castecné se piekryvajici amplikony o velikosti cca 350bp, které
pokryvaly celou cDNA sekvenci, kddujici kinazovou doménu BCR-ABLI. NGS analyza
probihala na pfistroji GS Junior Roche (technologie 454; Roche Applied Sciencies,
Svycarsko). Data byla analyzovana za pomoci softwaru Amplicon Variant Analyzer
(Roche, Svycarsko). K filtrovani chyb sekvenace byl pouzit algoritmus vychazejici z dat
méfenych v kindzové doméné ABLI zdravych jedinct (Machova Polakova K., et al.
2015). Postup v tomto ptipad€ vychazel ptimo z produktu amplifikace kindzové domény
ABLI (bez preamplifikace BCR-ABLI). Z divodu ukonceni technické podpory NGS
platformy spolec¢nosti Roche Applied Scientific ke konci roku 2016 bylo nutné prevést
technologii na platformu MiSeq Illumina (USA). NGS analyza na platform& MiSeq byla

provadéna pomoci postupu Nextera XT. Selektivni amplifikace kodujici oblasti kinazové
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domény BCR-ABL1 byla provedena za pouziti forward primeru lezicim v exonu 13 BCR
genu (5'GAAACTCCAGACTGTCCACA3") areverse primeru lezicim v exonu 9/10
ABLI genu (5" CCTTTTCCACTTCGTCTGAG -37). Amplikon byl pfecistén pomoci
PCR Purification Kitu (Qiagen, Némecko) abyla zméfena koncentrace ziskané¢ho
produktu fluorimetricky pomoci PicoGreen (Invitrogen, USA). Nafedéné PCR produkty
(0,2 ng/ul) byly pouzity jako vstupni materidl do Nextera XT kitu (Illumina, USA) pro
piipravu amplikonové knihovny, dle postupu doporuceného vyrobcem. Ze ziskanych
knihoven byl vytvofen pool o2nM koncentraci, ktery byl fedén a denaturovan dle
doporuceni vyrobce. Sekvenovana byla 10pM knihovna pomoci Micro kitu V2 — 300
cykli (Illumina USA) na sekvenacni platformé MiSeq Illumina (USA). Analyza dat
probihala pomoci softwaru NextGene (Softgenetics, USA). Limit blanku (LoB), limit
detekce (LoD) alimit kvantifikace (LoQ) byly stanoveny z NGS dat ziskanych po
analyze cDNA kindzové domény ABL1 15 zdravych darcti v duplikovanych analyzach.
Vypocet frekvence chyb byl proveden pomoci Poissonovy distribuce. Pro amplifikaci
cDNA kinazové domény ABLI zdravych darcti byl pouzit odliSny forward primer
(5"-GTAGCATCTGACTTTGAGCC-3"), ktery hybridizuje k exonu 2 genu ABLI.

3.3.5.3 Digitalni ASO PCR pro detekci mutaci v DNA

K detekci mutaci v kindzové doméné BCR-ABLI na urovni DNA pomoci alelové
specifické kapkové digitalni PCR (ASO-ddPCR) byly pouZity assaye pro detekci mutace
T3151, E255K a Y253H od firmy Bio-Rad (USA). Reakéni smés a podminky reakce byly
provedeny dle doporuceni vyrobce. Analyza byla provadéna ve dvou az cCtyfech
replikatech. Pro ur€eni % mutace v BCR-ABLI byla provedena kvantifikace BCR-ABLI
DNA. Pro tuto analyzu byla pouZita specifickd assay navrzena dle sekvence DNA zlomu
u linie KCL-22. Ke stanoveni mnozstvi DNA a tim i poctu analyzovanych bun¢k byl
méfen pocet kopii genu pro albumin. PouZité primery jsou uvedeny v Tabulce 7.

Vypocet:

Y. kopii mutace ve 20ul
S kopii BCR — ABL1 ve 204l |

% mutace = 100
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Tabulka 7. Sekvence pouZitych primeri

Nazev Sekvence
BCR-ABL1 Forward KCL-22 5'"GATGCTCTGTGCCTTGGAT3’
BCR-ABLI1 Reverse KCL-22 5" ACAAGGTATGCAAATGGATGTAAC3’
BCR-ABL1 Probe KCL-22 5'CCCACTCCCGTCCTCATTACAGAA3’
Albumin Forward 5'TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT3’
Albumin Reverse 5'CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT3’
Albumin probe 5'TGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGAT3’

3.3.6 Detekce mutaci v genech nejcastéji mutovanych u myeloidnich malignit

3.3.6.1 Analvza mutaci pomoci SeqCap EZ HyperCap Nimble gen (Roche)-NGS

Metodika umoziluje analyzu mutaci ve vybranych 33 genech nejCastéji
mutovanych u myeloidnich malignit. Seznam analyzovanych genu shrnuje Tabulka 8.

Ptiprava knihovny probihala podle SeqCap EZ HyperCap Workflow (Roche,
Svycarsko) s postupem double capture. Koncentrace ziskané knihovny byla uréena
pomoci KAPA Library Quantification Kit dle postupu vyrobce (Roche, Svycarsko).
Sekvenovéana byla 15pM knihovna pomoci V2 Sequence kitu — 300 cykla (Illumina,
USA) na sekvenaéni platformé MiSeq Illumina (USA). Analyza dat probihala pomoci
software NextGene (Softgenetics, USA). Citlivost detekce mutaci v této analyze je 5 %

pfi pozadovaném minimalnim pokryti 500 ¢teni na nukleotid.
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Tabulka 8. Seznam sekvenovanych genii panelu SeqCap (Roche)

Zkratka Nazev genu Sekvenované exony

ABLI1 Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 4-10
ASXL1 Putative Polycomb group protein ASXL1 12
ATRX ATP-dependent helicase ATRX, X-linked helicase 11 8-10, 17-31
BCOR BCL-6 Interacting Corepressor vSechny exony
BCORLI1 BCL6 Corepressor Like 1 vSechny exony
CBL E3-ubiqutine protein ligase 8+9
CEBPA CCAAT/enhancer-binding protein alpha vSechny exony
DNMT3A | DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A vSechny exony
EZH2 Histone-lysine N-methyltransferase enzyme vSechny exony
FLT3 Receptor-type tyrosine-protein kinase FLT3 14+15+20
GATAI1 Erythroid transcription factor-GATA-binding factor 1 |2
GATA2 GATA-binding factor 2 2-6
IDH1 Isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+)-soluble 4
IDH2 Isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+)-mitochondrial 4
KIT Mast/stem cell growth factor receptor (SCFR) 2+8-19
KRAS K-ras protooncogene, GTPase 2+3
MLL 5-11
(KMT2A) | Histone-lysine N-methyltransferase 2A
NPM1 Nucleophosmin (NPM) 11
NRAS N-ras protooncogene 2+3
PHF6 PHD finger protein 6 vSechny exony
PTEN Phosphatase and tensin homolog 5+7
PTPNI11 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 3+13
RUNX1 Runt-related transcription factor 1 vSechny exony
SF3B1 Splicing factor 3B subunit 1 12-16
SMC3 Structural maintenance of chromosomes protein 3 10,13,19,23,25+28
SRSF2 Splicing factor, arginine/serine-rich 2 1
TET2 Tet methylcytosine dioxygenase 2 3-11
TP53 Tumor suppressor p53 2-11
U2AFI Splicing factor U2AF 35 kDa subunit 2+6
WT1 Wilms tumor protein 4-9

U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor 35 y
ZRSR2 kDa subunit-related protein g i vSechny exony
SIRT1 NAD-dependent deacetylase sirtuin-1 vSechny exony
EZH1 Histone-lysine N-methyltransferase EZH1 vSechny exony
PRPF8 Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 vSechny exony

3.3.6.2 Analyza mutaci v genu KRAS pomoci sangerova sekvenovani

Detekce mutaci probihala ve 212 bp dlouhém amplikonu leZicim mezi introny

1 a 2. Pfiprava amplikonu probihala dle reakce popsané v Tabulka 9, 10 a 11.

Tabulka 9. Sekvence pouZitych primeri

Nazev Sekvence
KRAS Forward 5" AAAGGTACTGGTGGAGTATTTGA 3’
KRAS Reverse 5" ACGAATATGATCCAACAATAGAGGT 3’
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Tabulka 10. SloZeni reakéni smés pro PCR reakci

Reagencie Objem
RNA H20 8 ul
AccuPrime™ SuperMix [ 10 pl
primer forward (10 uM) 0,5 pl
primer reverse (10 uM) 0,5 ul
DNA 1ul
Tabulka 11. Amplifika¢ni program
Krok ¢&. Teplota Cas Pocet cykli
1 94 °C 2 min
2 94 °C 155
3 60 °C 30s
4 68 °C 2 min 35x krok 2-4

Kvalita PCR produkti byla kontrolovana pomoci elektroforézy v 2% agaroze.

PCR produkty slouzily jako templat pro sekvenacni reakci provadénou s pouzitim kitu

Big-Dye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Qiagen, Némecko), reakéni

podminky jsou uvedeny v Tabulka 12 a 13. Sekvenacni produkty byly preciStény

DyeEx™ 2.1 Spin Kitem (Qiagen, Némecko), vysuSeny v systému SpeedVac

arozpustény ve 25 pl formamidu. Rozpusténé produkty byly denaturovany 3 min pfi

96 °C. Sekvenacéni analyza pobihala na pfistroji ABI PRISM 3500 (Thermo Fisher

Scientific, USA). Ziskané sekvence byly analyzovany s pouzitim softwaru Mutation

Surveyor v 5.00 (Softgenetics, USA).

Tabulka 12. SloZeni reak¢ni smési pro sekvenaci forward a reverse Fetézce.

Reagencie Objem
RNA H,O 5,5ul
5x sequencing buffer 1l
Big-Dye v3.1 Sequencing Kit 1l
primer forward /reverse 10 uM 1 ul
Produkt PCR reakce 1,5l

Tabulka 13. Amplifika¢ni program sekvenacni reakce

Krok ¢&. teplota cas Pocet cyklii
1 95°C 10s
2 55°C 10s
3 60 °C 4 min 25x (krok 1-3)

3.3.7 Priitokova cytometrie

3.3.7.1 Analyza imunoprofild pacientu

Analyza bunécnych subpopulaci ve vzorcich pacientt byla realizovana v rutinnich

laboratotich priitokové cytometrie UHKT Praha a FN Olomouc. Metodika umoziujici
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hodnoceni zastoupeni celkovych T lymfocytl, subpopulaci CD4+ a CD8+ T-lymfocyt
a CD56+ a CD16+ NK bungk je podrobné popsana v ¢lanku — Ptiloha €. 2.

3.3.7.2 Analyza povrchové exprese CD38

Bunécné linie KCL-22 aklony KCL-22 byly analyzovany na piitomnost
povrchové molekuly CD38 pomoci protilatky anti CD38 (Sony Biotechnologie USA).
Exprese byla métfena na prutokovém cytometru BD FACS Canto II (Becton Dickinson,

USA). Ziskané vystupy byly analyzovéany s pomoci programu FACSDiva software v 6.1.

3.3.7.3 M¢éfeni apoptozy

Pro méfeni apoptozy bunck byl pouzit Anexin V, konjugovany s fluorescencni
barvou APC (Allofykokyanin, ExBio CR). Bun&éna suspenze obsahujici 0,5x10° bungk
byla v kyvetach dvakrat promyta Anexin vazebnym pufrem (1x). Ke zbytkovému objemu
bylo pfidano 0,8uM Anexinu V — APC a kyveta inkubovana 15 minut ve tmé a chladu.
Bunky byly promyty v PBS. Vytvofena peleta bunék byla resuspendovana v 1 ml PBS
s albuminem a nasledné métena na prutokovém cytometru BD FACS Canto II (Becton
Dickinson, USA). Kratce pfed méfenim byl do zkumavky pfidan 1 pl interkala¢niho
¢inidla propidium jodidu, ktery barvi pozdné apoptotické a nekrotizujici bunky. Ziskané

vystupy byly analyzovany s pomoci programu FACSDiva software v 6.1.
3.3.8 Analyza proliferace a viability bunék

3.3.8.1 Meéfeni proliferace

K analyze proliferace ubunécnych kultur aklonii byla pouzita Quick cell
proliferation colorimetric assay (Bio Vision, USA). Pro méfeni bylo nasazeno 100 000
bunék, analyza probihala v ¢asovych bodech 72 hodin, 96 hodin a 120 hodin,
v technickych tetraplikatech. Z nasazenych bunék bylo v dobé méteni odebrano 90 pl
suspenze a smichano s 10 ul ECS roztoku. Takto pfipravend deska byla inkubovéana
2 hodiny pfi 37 °C. Absorbance byla nasledn€ méfena na piistroji Chameleon Multilabel

Microplate Reader (BioScan, USA) pfi vlnové délce 450 nm.

3.3.8.2 Analyza IC 50 pomoci MTT assay

MTT test slouzil ke stanoveni hodnot IC50 pro imatinib u pouzitych bunéénych
linii. Pouziti kitu MTT (Thermofisher, USA) se fidilo doporu¢enim vyrobce. Reakce
vychézela z 100 000 bun¢k, analyza byla provadéna po 72 h. Ze suspenze bylo odebrano
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100 pl a smichano s 10 pl roztoku s MTT a deska byla inkubovédna 4 hodiny pti 37 °C.
Nasledné byla ptidana smés HCl a SDS a provedena inkubace 12 h pti 37 °C. Absorbance
byla méfena na Chameleon Multilabel Microplate Reader (BioScan, USA) pii vlnové
délce 570 nm.

3.3.9 Cytogeneticka analyza
Cytogeneticka charakterizace bunééné linie KCL-22 a klont odvozenych od této
linie byla provedena akreditovanou metodou Analyza chromozomovych odchylek
metodou mMFISH/mMBAND  (SOP-ULBLD-CNC-3) ve spolupraci s odd&lenim
Cytogenetiky UHKT v Praze.

3.3.10 Statistické metody

K hodnoceni rozdilu genové exprese 128 gend analyzovanych pomoci RT?
Profiler™ PCR Array Human DNA Damage Signaling Pathway a RT? Profiler™ PCR
Array Human DNA Repair ve skupiné rezistentnich klontt KCL-22 a kontrolnich klont
KCL-22 byl pouzit neparovy Studentiv t-test.

Klastrovaci analyza profili genové exprese byla provedena nehierarchickou
shlukovou analyzou (K-mean clustering), zaloZenou na analyze Pearsnova korela¢niho
koeficientu. K vizualizaci profili genové exprese (heatmap) byl pouzit software MeV4
(Multiple Experiment Viewer; http://mev.tm4.org/, Saeced Al etal., BioTechniques
2003).

Statistické hodnoceni rozdilu v expresi hOCTI a ABCBI genu ve skupiné
zdravych darci a skupinach pacientli s riznou odpovédi na 1é¢bu imatinibem bylo
provedeno pomoci Kruskall Wallis testu. Nasledna analyza byla provedena Dunnovym
vicenasobnym porovnavacim testem. Korela¢ni analyzy genové exprese ABCBI a hOCT1
s mnozstvim nezralych bunék v analyzovanych vzorcich byly provedeny pomoci
Spermanova korelacniho testu. Statistickd analyza a grafy byly vytvofeny pomoci
software GraphPad Prism version 4.03 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Fisheriv exaktni test byl pouzit k analyze pravdépodobnosti dosazeni optimalni
odpovédi dle ELN doporuceni v 6 a 12 mésicich na terapii imatinibem ve skupindch

s nizkou a vysokou hladinou exprese /OCT1 a ABCBI v dob¢ urceni diagnozy CML.
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4 Vysledky

41 Cil1

4.1.1 Odvozeni CML bunéénych linii rezistentnich k 1é¢bé imatinibem

Pti vybéru vhodného modelového systému pro studium mechanismii souvisejicich
s vyvojem mutaci v kindzové doméné BCR-ABL1 byly provedeny testovaci analyzy na

liniich K562 a KCL-22. Pro obé zminéné linie byla ur¢ena hodnota poloviny maximalni

inhibi¢ni koncentrace (IC50) pro imatinib (Tabulka 14, Obrazek 5 a 6).

Tabulka 14. Hodnoty IC50 (uM) pro imatinib u bunéénych linii KCL-22 a K562

Buné¢na linie IC50 linearné (uM) IC50 polynomicky (uM)
K562 0,20 0,31
KCL-22 0,52 0,38
K562
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Obrazek 5. Analyza hodnoty IC50 pro linii K562. Analyza hodnocena v linearnim vyjadfeni s hodnotou

0,20uM IM, pfi pouziti polynomického vyjadieni hodnota IC50 0,31uM.
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Obrazek 6. Analyza IC50 bunééné linie KCL-22. Analyza hodnocena v linedarnim vyjadieni s hodnotou
0,52uM IM, pFi pouziti polynomického vyjadreni hodnota IC50 0,38uM IM.

4.1.2 Vyvoj modelového systému pro studium rezistence vici TKI:

4.1.2.1 Testovani bunééné linie K562

Vyvoj rezistentni linie K562R probihal po dobu 10 mésicii. Bunky linie K562 byly
postupné vystavovany uc¢inku imatinibu o koncentraci od 0,1uM do 2uM, pouzitd
koncentrace byla zvySovana po 0,1uM. Doba vystaveni jedné koncentraci byla 15-30 dni.
Ustalend rezistentni linie K562R roste v prostiedi s imatinibem pii koncentraci 2puM.
NGS analyza mutaci v kindzové domén¢ BCR-ABL1 z bunék rostoucich v koncentracich
0,1uM-2uM imatinibu nedetekovala ptitomnost mutaci v kindzové doméné BCR-ABLI.
Linie K562 neni vhodnym modelovym systémem pro studium rezistence
Ph+ leukemickych bun¢k spojené s mutagenezi v KD BCR-ABLI, protoZe vyuZiva jiny

mechanismus rezistence.

4.1.2.2 Testovani bunééné linie KCL-22

Vyvoj rezistentni linie KCL-22R probihal po dobu 3 mésici. Bunky linie
KCL-22 byly vystaveny ucinku imatinibu o koncentraci 0,1-4uM. ZvySovani
koncentrace probihalo z 0,4uM (45 dni) do 1,2uM (15 dni) a nasledn¢ pak do 4uM
(30 dni). Koncentrace 4uM odpovidd hodnoté plazmatické koncentrace u pacientii
lé¢enych imatinibem v davce 400-600 mg/den (Peng B., et al. 2005). Bunécna linie
KCL-22 po vystaveni u¢inku imatinibu rozviji rezistenci velmi rychle. V 5 nezavislych

experimentech byly u rostouci linie KCL-22R detekovany mutace v KD BCR-ABLI1
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vzdy od koncentrace imatinibu 0,3uM vySe. Pokud se buiiky KCL-22 vystavily G€inku
0,4uM imatinibu (tato koncentrace in vitro ptiblizn¢ odpovida hodnoté IC50), mutacni
analyzy v ¢ase od 3 do 5 tydnti detekovaly mutace T3151 a E255K.

Linie KCL-22 je vhodnym modelovym syst¢émem pro studium mechanismt

rezistence souvisejicich s mutagenezi KD BCR-ABLI.

4.1.3 Charakteristika linie KCL-22 pomoci mFISH analyzy
Pomoci mFISH metody byly charakterizovany chromozomalni zmény v buiikach
KCL-22 (Obréazek 7). Bunky nesou 51 chromozomi. Je zde pfitomen nadpocetny
derivovany chromozom 1 vznikly translokaci t(1;10), dale derivovany chromozom 17
vznikly translokaci t(17;19), deletovany chromozom X, trizomie chromozomu 6,
tetrazomie chromozomu 8 a izochromozom 21. Buiky linie KCL-22 obsahuji 2x

Filadelfsky chromozom, vznikly translokaci t(9;22).

Obrazek 7. Vysledek mFISH analyzy bunééné linie KCL-22:
(51,X,del(X)(p21),+der(1)t(1;10)(p11;?),+6,+8,+8,t(9;22)(q34;q11),der(17)t(17;19)(p11;?),
1(21)(q10),+der(22)t(9;22)

4.1.4 KCL-22 buné¢na linie ziskdva rezistenci k imatinibu rozvojem mutaci
de novo v kinazové doméné BCR-ABL1
V rezistenci k imatinibu se u bunécné linie KCL-22 uplatnuji mutace v kinazové

doméné¢ BCR-ABLI. Pro objasnéni, zda se jedna o expanzi bunck nesoucich mutace
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pfitomnych v kultufe jiz pted vystavenim G¢inku imatinibu nebo o de novo mutagenezi,
byly provedeny nasledujici experimenty:
1. Analyza neovlivnéné linie KCL-22 na pfitomnost mutaci v KD BCR-ABLI1
2. Sledovani vyvoje mutaci v KD BCR-ABL1 v ¢ase pii vystaveni imatinibu
v riznych koncentracich
3. Analyza mutaci v klonech izolovanych z bunécné linie KCL-22
4. Sledovani klonalniho vyvoje mutaci v arteficidlni kultufe pfipravené

z izolovanych klonti KCL-22 pfii vystaveni odliSnym koncentracim imatinibu

4.1.4.1 Mutace v kinazové doméné BCR-ABL1 nebyly detekovany v linii KCL-22

neovlivnéné imatinibem

NGS analyzy 8 biologickych replikath linie KCL-22 nezachytily mutace v kultuie
bez ovlivnéni imatinibem. Analyza byla provedena metodou vysoce citlivého
amplikonového sekvenovani technologii NGS s individudlnim detekénim limitem pro
kazdou pozici nukleotidi sekvenovaného tseku cDNA KD BCR-ABLI1, median 1,5 %
(1-3,7 %). Pres vysokou citlivost metody vSak nelze zcela vyloucit pfitomnost fadové
desitek bunck, nesoucich mutace, které by po vystaveni U€inku imatinibu v kultuie
expandovaly. Pro vylouceni pfitomnosti téchto preexistujicich bunék s mutacemi byly

provedeny analyzy na urovni izolovanych klontt KCL-22 (viz kapitola 4.1.4.4, strana 58).

4.1.4.2 Pii dlouhodobém vystaveni uc¢inku imatinibu na KCL-22 v kultufe

expanduji buniky s mutacemi na obou Ph chromozomech

Linie KCL-22R rezistentni k 4uM imatinibu byla pfipravena postupnym
zvySovanim koncentrace ve 3 krocich (0,4uM; 1,2uM a 4uM). V kultute byly zachyceny
mutace E255K a T315I (Obrazek 8). Selekéni tlak, zplsobeny zvySenim koncentrace
imatinibu na 4uM, vedl kexpanzi bun€k nesoucich mutace T315] na jednom
ze 2 Ph chromozom. Pfi dlouhodobém vystaveni u¢inku vysoké koncentraci imatinibu
(4uM) doslo k expanzi bun€k nesoucich mutaci E255K na obou Ph chromozomech
(Obrazek 9). Vysledky NGS analyzy detekujici pfitomnost mutaci na irovni transkriptu
byly konfirmovany DNA analyzou ddASO-PCR s moznosti piesné kvantifikace
s vyuzitim analyzy genomické fuze. Pfitomnost mutace E255K na obou
Ph chromozomech dala bunkdm proliferacni vyhodu, diky niz v kultufe nakonec zcela

prevladly.
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Obrazek 8. Analyza mutac¢niho profilu v priabéhu vyvoje rezistentni linie KCL-22R k 4uM IM.

Osa X znazornuje pouZzitou koncentraci IM; osa Y znazorfiuje % mutovaného transkriptu BCR-ABL1
analyzovaného pomoci NGS. Analyza mutaci po 45 dnech vystaveni 0,4uM IM ukazuje piitomnost mutace
E255K i T3151. V 1,2uM IM po dalsich 15 dnech je detekovana opét piitomnost obou mutaci s pfevahou
mutace T3151 (33,5 %). Po 45 dnech ve 4uM IM byla detekovana mutace T3151 v 45 % (mutovany jeden
ze dvou Ph chromozomi). Po 90 dnech se objevila pfitomnost mutace E255K v 5 %. Jeji procentualni
zastoupeni postupné nartstalo a po 180 dnech ve 4uM byla detekovana pouze mutace E255K (100 %).
Buriky s mutaci E255K nesly mutaci na obou Ph chromozomech.

[] E255K

[] 1315l
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60 90 120135165 300
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Obrazek 9. Analyza zmény mutacéniho profilu v kultufe KCL-22R ve 4uM IM na DNA irovni
pomoci ddASO PCR Fishplot graf znazoriiuje vyvoj mutacéniho profilu v kultufe. Osa X znédzornuje cas
sledovaniv 4uM IM; osa Y procentualni zastoupeni mutace VAF %.
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Pro sledovani vlivu koncentrace na vyvoj mutaci byla kultura rezistentni
k 4uM IM (KCL-22R/4uM-IM) s detekovanou mutaci T3151 ve 45 % po 45 dnech riistu
(viz Obrazek 8) umisténa do prostiedi bez IM as IM v koncentracich 1uM a 2uM.
Klonalni vyvoj v kultufe ukazuje Obrazek 10. Zména koncentrace IM ovlivnila rychlost
expanze bunc¢k nesoucich mutaci E255K na obou Ph chromozomech. V prostiedi
2uM IM doslo k expanzi subklonu E255K s mutaci na obou Ph chromozomech
nejrychleji. Rychlost expanze subklonu s mutaci E255K v prostfedi bez imatinibu byla
stejna jako ve 4uM IM, odstranéni selekéniho tlaku imatinibu neovlivnilo rychlost
expanze subklonu E255K. Zda se, Ze rast bun€k nesoucich E255K a bun¢k s mutaci
T3151 v ustdlené bunécné kultute KCL-22R/4 uM-IM je v case koncentrané

dependentni.

100- 100 -

OpM [ 255k
[J 13151

VAF%

100 -

VAF%

Dny Dny
Obrazek 10.Klonalni vyvoej kultury KCL-22R/4pM-IM v nizsich koncentracich imatinibu. Fish plot
grafy znazoriuji klonalni vyvoj kultur sledovany 75 dni pomoci metody ddASO PCR. Do nizsich

koncentraci byla kultura KCL-22R/4uM-IM umisténa po 45 dnech rtstu ve 4 uM IM. Osa Y znazoriiuje %
zastoupeni mutace a osa X délku vystaveni pfislusné koncentraci.

V kultute KCL-22R rostouci v 0,4 uM IM (KCL-22R/0,4uM-IM) doslo také pii
dlouhodobém vystaveni k expanzi bunc¢k s mutacemi T3151 a E255K (Obrazek 11).
V analyze dosahuje pfitomnost mutaci v souctu 100 %. V ptipadé bunécné linie nesouci
2 Ph chromozomy tento nalez znamend, ze veSkery BCR-ABLI transkript nese mutaci.
S nejveétsi pravdépodobnosti se jedna o ptritomnost dvou subklonti, jednoho s mutaci

T315I a druhého subklonu s mutaci E255K. Pravdépodobnost, Ze by se jednalo o buiiky
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nesouci ob¢ mutace, jedna na jednom Phchromozomu, druhd na druhém

Ph chromozomu, je mald i s ohledem na dalsi vysledky experiment popsanych nize.
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Obrazek 11. Sledovani vyvoje mutaéniho profilu KCL-22R/0,4pM-IM na vrovni transkriptu.
V kultute pfi této koncentraci byla mutace T3151 poprvé zachycena po 15 dnech vystaveni 0,4uM IM
(1,4 %), dalsich 15 dni byla detekovana pouze mutace T3151 v nartstajicimu zastoupeni (12 % den 21
a 15 % den 30). V nasledujicich ¢asovych odbérech byly detekovany mutace T3151 1 E255K. Po 170 dnech
byly detekovany mutace T3151 48 % a E255K 42 %.

4.1.43 Expanze bunék KCL-22R/4uM-IM smutaci E255K na obou

Ph chromozomech je doprovazena poklesem povrchové exprese molekuly
CD38

Vysokd exprese povrchové molekuly CD38 snizuje intracelularni hladinu
nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD+) ¢imz je inhibovana aktivita NAD+-
dependentni deacetylazy SIRTI1. Bylo popsano, Ze inhibice SIRT1 zamezila vzniku
BCR-ABL1 mutaci v buiikach vystavenych u¢inku IM (Wang Z., et al. 2014).

Expanze bun¢k KCL-22R/4pM-IM s mutaci E255K rostouci v prostiedi s 4uM
(1uM) IM byla doprovazena poklesem exprese povrchového markeru CD38 (Obrazek 12,
13A-kolacové grafy). Pfiblizné 1-10 % bunék kultury KCL-22 neovlivnéné imatinibem
na svém povrchu exprimovalo molekulu CD38.

Kultura KCL-22R/4uM-IM s muta¢nim profilem T315I (10 %) a E255K (77 %)
byla sortovana na subpopulace CD38+ a CD38-bun¢k, v kterych byla provedena analyza
mutaci v BCR-ABL1. CD38+ buniky tvofily 1,1 % vSech buné€k a nesly vyhradné mutaci
T3151. Bunky CD38- tvofily 98 % bunck z celkové kultury anesly E255K na obou
Ph chromozomech (Obrazek 13A a B). Kultura nesouci pouze mutaci T3151 na pocatku

(pted expanzi subklonu E255K) méla povrchovou molekulu CD38 na 15 % bunék.
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V dobé sortu byla CD38+ frakce tvofena pouze subklonem T315I, jehoZ exprese CD38

A4

byla vyssi nez u subklonu E255K.
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Obriazek 12. Sledovani povrchové exprese CD38 u bunék kultury KCL-22R/4pM-IM. CD38 byla
exprimovana u 0,5-10 % bunék v neovlivnéné kultute KCL-22. Méteni exprese CD38 u kultury
KCL-22R/4uM-IM vystavené 4uM IM bylo doplnéno méfenim exprese u kontrolni kultury KCL-22
a vysledné hodnoty byly na hodnotu exprese kontrolni kultury normalizovany. Po 125 dnech vystaveni
kultury 4uM IM povrchova exprese CD38 klesala a po 170 dnech zcela vymizela.
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Obrazek 13. A KCL-22R/4uM kultura vystavena 4uM IM po dobu 45 dni byla umisténa do 1uM IM
a nasledné sledovana na pfitomnost mutaci v KD BCR-ABL1 a povrchovou expresi CD38. Kolacové grafy
zobrazuji procento CD34 pozitivnich bunék (Cern€). B. Mutacni profil v subpopulacich CD38+ a CD38-
bunék ziskanych sortem kultury. Sort byl proveden po 60 dnech v 1uM IM.
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Buniky kultury KCL-22R/4uM nesouci T3151 a E255K se liSily v expresi CD38.
Role pritomnosti povrchové exprese molekuly CD38 pti vyvoji riznych typti mutaci byla
dale sledovana v experimentu s odvozenim klontt KCL-22, které byly pfipraveny sortem
po jedné bunce na zéklad¢ pritomnosti nebo neptitomnosti povrchové molekuly CD38
(viz kapitola — 4.1.3, Strana 52). Sort byl proveden do média s IM. Experiment mél mimo
jiné zodpovédét otazku, zda piitomnost povrchového markeru CD38 hraje ulohu ve

vyvoji mutaci u bunék linie KCL-22 vystavené u¢inku IM.

4.1.4.4 Klony KCL-22 rezistentni k 4uM IM byly izolovany z CD38 negativnich
a také CD38 pozitivnich bunék

V experimentu zaméfeném na piipravu rezistentnich klont, byly bunky linie
KCL-22 sortovany po jedné buiice do média s 0,004uM IM podle ptitomnosti povrchové
molekuly CD38. Takto byly pfipraveny CD38+ a CD38- klony KCL-22. Klony
pochazejici z KCL-22 CD38- bunék vykazovaly vyssi proliferaci oproti klontim z CD38+
bunek (Obrazek 14). CD38+ bunky také poskytly niz§i pocty klond, které rostly
(Tabulka 15). V nasledném kontrolnim experimentu pfii sortu CD38- a CD38+ KCL-22
bun¢k do média bez IM bylo opét ziskano méné proliferujicich klonti z CD38+ bun¢k
(15/60), oproti poctu kloni z CD38- bunck (27/60). Ptitomnost povrchové molekuly
CD38 na povrchu KCL-22 bun€k negativné ovliviiuje klonogenicitu v pfitomnosti

1 nepfitomnosti IM.
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Proliferace CD38+ a CD38- klonl KCL-22 D38+ E8
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Obrazek 14. Proliferace 3 CD38+ a 3 CD38- kloni KCL-22. Proliferace méfena pomoci ,,Quick cell
proliferation colorimetric assay*. Osa X znazoriiuje ¢as a osa Y hodnotu absorbance métfené pii 450 nm
(x1000). Hodnota absorbance se zvySuje s mnoZstvim proliferujicich bun€k. Analyza byla provedena
u 3 ndhodn¢ vybranych CD38+(zelen¢) a CD38- (Cervené) klonti. V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty
4 technickych replikata.
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Tabulka 15. Pocet klonii proliferujicich v jednotlivych fazich vyvoje izolovanych klonii rezistentnich
k imatinibu. Do 0,004uM IM bylo sortem po jedné buiice pfipraveno 60 CD38+ a 60 CD38- bunck.
Z 60 bunék rostlo 6 CD38+ a 25 CD38- klont. Po 30 dnech byly klony pfemistény do 0,4uM IM, kde
proliferovaly 3 klony CD38+ a 17 klonti CD38-. Po 30 dnech ve 0,4uM IM byly klony pfesunuty do
4uM IM, kde neproliferoval zadny klon z CD38+ bungk, ale rostly 4 klony z CD38- bun¢k.

Koncentrace IM (uM) Pocet CD38+ klont Pocet CD38- klonu
0,004 6 25
0,4 3 17
4 0 4

Ovéteni teorie de novo mutageneze bylo provedeno analyzou 24 klona, které
rostly po sortu do média s 0,004uM IM. Mutace nebyly detekovany v analyze vzorki
klont ziskanych 21. den po sortu u zddného z 24 klond. NGS analyzy na ptfitomnost
mutaci v KD BCR-ABLI1 byly provedeny z bunécnych lyzati ziskanych po 21 dnech
v 0,004uM IM (cas od sortu poskytujici dostatek materidlu k analyze) z 6 CD38+ klonil
a 18 CD38- klont. Materidl ze zbylych 7 CD38- klonl ziskanych sortem neposkytl
kvalitni RNA. Tyto klony nebyly schopné dlouhodobého rustu.

Sortem do média s 0,004uM IM s postupnym zvySovanim koncentrace IM jsme
nasledné ziskali 4 klony rezistentni k 4uM IM. Tii tyto klony nesly mutace v kindzové
doméné BCR-ABL1. Klony jsou dale oznacovany podle typu BCR-ABL1 mutace, kterou
nesly (T3151, Y253H, E255K a klon BCR-ABLI1 wt, tj. wild type-bez mutace). Vyvoj
mutaci v klonech znazorfiuje Obrazek 15. Mutace jsou v klonech detekovany
v maximalnim zastoupeni 50 %, coz v ptipad€¢ bunécné linie nesouci 2 Ph chromozomy
znamen4, Ze mutace je pfitomna na jednom Ph chromozomu, tedy mutované jsou vSechny
bunky. Kazda bunika pak nese jeden BCR-ABLI gen s mutaci a jeden BCR-ABL1 wt gen,
jak jsme ovétili pomoci ddASO PCR metody na Grovni DNA. Mutace se u klont
vyvinuly v koncentraci 0,4uM, prvni detekce byla po 60 aZ 75 dnech od sortu. Vysledky
tohoto experimentu potvrzuji teorii de novo vyvoje mutaci v buiikach KCL-22,
vystavenych Uc¢inku IM. Klony, které rozvinuly rezistenci k 4uM IM, byly odvozeny ve
vSech 4 ptipadech z CD38- bunék. Toto zjisténi by podporovalo dfive publikovanou
teorii (Wang Z., etal. 2014), Ze nepfitomnost povrchové molekuly CD38 pozitivné

ovliviiuje rozvoj mutaci, avSak opakovany experiment tuto teorii nepotvrdil.
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Obrazek 15. Vyvoj BCR-ABL1 mutaci v klonech rezistentnich k 4uM IM. Osa X znazoriiuje dny od
sortu; osa Y % mutovaného transkriptu BCR-ABL1.

V opakovaném experimentu ptipravy klont pii dodrZeni vyse popsaného postupu
bylo ziskano v koncentraci 0,004uM IM celkem 19 klont KCL-22. Deset KCL-22 klont
pochazelo z CD38+ bunck a9z CD38- bunck. V 0,4uM IM proliferovalo 6 kloni

z CD38+ bunék a 3 klony z CD38- bun¢k. V tomto piipadé vSak dva klony odvozené
z CD38+ bun¢k vyvinuly mutace v KD BCR-ABL1 (T3151, Y253H) v koncentraci

0,4uM a proliferovaly 1 v koncentraci 4uM IM. Ostatni klony ziskané v opakovaném
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experimentu v koncentraci 4uM neproliferovaly. Druhy experiment ukazal schopnost
vyvoje mutace i v klonech, které pochazeji z CD38+ buiky.

Analyza povrchové exprese CD38 u klont rezistentnich k 4uM IM, které byly
odvozeny z CD38- bunck, ukazala, ze klon piivodné odvozeny z CD38- builkky muze
expresi této molekuly vykazovat. Klon Y253H obsahoval po 165 dnech od sortu 47,9 %
CD38+ bunék, prestoze byl odvozen z CD38 negativni bunky, zbyvajici 3 klony
pritomnost molekuly CD38 na povrchu nevykazovaly (Obrazek 16). Povrchova exprese
CD38 molekuly se dynamicky méni v Case, jak ukazuje také analyza tifi nahodné
vybranych kloni v ¢ase (Obrazek 17).

Y253H E255K T315I BCR-ABL1 WT
CD38*47.9% CD38+ 1% CD38+0.4% CD38+ 0.5%

Obrazek 16. Procentudlni zastoupeni CD38+ a CD38- bunék u KCL-22R kloni. Kolacové grafy
znazoriuji procentudlni zastoupeni CD38+ (Cernd barva) a CD38- (Seda barva) bunc¢k v klonech
rezistentnich k 4uM IM. Analyza byla provedena po 145 dnech od sortu. Klony pochazi z CD38- bun¢k
linie KCL-22.

Zastoupeni CD38+ bunék KCL-22R v case
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Obrazek 17. Graf sledovani CD38 exprese v ¢ase u 3 nahodné vybranych CD38+kloni KCL-22R.
Osa X znazoriiuje dny od sortu v 0,04uM IM, osa Y zndzornuje % CD38 pozitivnich bun€k. Nahodné
vybrané¢ CD38+ klony. Analyzované klony nevyvinuly mutace v KD BCR-ABL1 a nebyly schopny piezit
v 4uM.
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Ze ziskanych dat nevyplyva jednoznaény vztah mezi nepfitomnosti povrchové
molekuly CD38 a vyvojem mutaci v kindzové doméné.

Mutace v kindzové domén¢ BCR-ABLI1 byly zodpovédné za rezistenci k 4uM IM
u 3 klond. U klonta T3151 a E255K byla mutace pfitomna na jednom z 2 Ph chromozomu
(max. 50 % na urovni transkriptu), coz bylo potvrzeno analyzou mutaci na DNA pomoci
ddPCR. Kvantifikace BCR-ABLI kopii pomoci ddPCR ukazala ptitomnost 3 kopii
BCR-ABLI fuze v buiikdch klonu Y253H. Pfitomnost dvou Ph chromozomu s teti
(kryptickou) BCR-ABLI1 fazi byla ovéfena pomoci cytogenetické analyzy (Obrazek 18).
Mutace Y253H byla ptitomna na jedné z3 BCR-ABLI fuzi (max. 30 % na trovni
transkriptu).

Pro objasnéni mechanismu rezistence, ktery vyuziva pro preziti ve 4uM IM klon
s nemutovanym BCR-ABL1 (BCR-ABL1-wt), byla provedena NGS analyza mutaci
v dalSich 32 genech, nejCastéji mutovanych v myeloidnich malignitich (Tabulka 8).
Analyza byla provedena u vSech 4 rezistentnich klont v parovych analyzach v odbérech
vprvnim  mozném  Case po sortu avodbéru srozvinutou  rezistenci
k 4uM IM.Tabulka 16Tabulka 16 zobrazuje geny, ve kterych byly detekovany zamény
pouze vV jednotlivych KCL-22R rezistentnich klonech. VsSechny 4 klony odvozené
z kultury KCL-22 nesly 13 shodnych nukleotidovych zdmén v genech DNMT3A4, TET?2,
PRPFS8, TP53, CEBPA, BCOR a BCORL (Tabulka 17). Tti detekované zamény jsou
anotovana SNP, 6 zjisténych zdmén je u linie KCL-22 popsano v databazi canSAR (Tym
J. E., et al. 2016) a 4 detekované zamény nejsou v databazi canSAR evidovany.

BCR-ABL1-wt klon nesl tfi somatické mutace, které nebyly detekovany
u zbylych 3 klonti (Tabulka 16). Mutace G74R v genu RUNXI (30 %) a K1933Kfs
v genu ATRX (40 %) byly v klonu pfitomny jiz v prvnim odbéru po sortu, zatimco mutace
G12D v genu KRAS vznikla 60-75 den po sortu (Obrazek 19). G12D KRAS mutace, ktera
se vyvinula v klonu de novo, byla poprvé detekovana v prubéhu ristu v koncentraci
0,4uM IM a je pravdépodobné zodpoveédnd za schopnost tohoto klonu proliferovat
v prostiedi 4uM IM.

Klon E255K nesl jiz od pocatku vyvoje patogenni mutaci R306X v genu 7P53.
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Obrazek 18. Cytogeneticka analyza klonu Y253H. Buiiky klonu nesou 3 BCR-ABL1 fuze a jednu
fuzi ABL1-BCR, jeden BCR nefiizovany (Cerveny) a jeden ABL1 nefuzovany (zeleng).

BCR-ABL1 wt

100
W KRAS G12D

80
4uM IM

60

40 0,4uM IM
0,004pM IM

20

% mutovaného transkriptu

21 30 45 60 75 90 90 105 165 225
dny

Obrazek 19. Vyvoj mutace G12D v genu KRAS v klonu KCL-22R BCR-ABLI1-wt. Osa X znazoriuje
dny od sortu; osa Y % mutace G12D. Mutace byla poprvé detekovana po 75 dnech od sortu a to v prostiedi
v 0,4uM IM.
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Tabulka 16. Detekované mutace v onkogenech pomoci SeqCap EZ HyperCap Nimble gen (Roche)-NGS klonti KCL-22R. Den 21 pfedstavuje prvni odbér materialu
z klonti po sortu do 0,004uM IM, den 205 piedstavuje odbér s rozvinutou rezistenci k 4uM IM (po 145 dnech v této koncentraci). Vyznam zamény byl uréen z databaze
VarSome (Kopanos C., et al. 2019).

BCR-ABLI1
Gen amZi::(I)Ill(eI;:lin Zaména GRI():(LZ:;;e 13| Chr- | COSMIC c{\?gll\g MAF Vfizlgifn;rzg::;:y L sl il EanK
¥ P D21 | D205 | D21 | D205 | D21 | D205 | D21 | D205
wt [45% | wt [30% | wt | wt | wt |45 %
T=0.000004 .
KRAS p-G12D C>T 25398284 12 COSM521 rs121913529 (1/249328) patogenni 50
G=0.000004 . ,
RUNX1 p-G74R C>G 36259271 21 151435268371 (1/239782) nejasného vyznamu 34 35
ATRX p-K1933fs delT 76855037 X | COSM6914754 patogenni 26 | 42
TP53 p-R306X G>A 7577022 17 | COSM10663 | rs121913344 NA patogenni 100 | 100

MAF- minor allele frequency data z projektu GenomAD exome, Chr-chromozom
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Tabulka 17. Detekované nukleotidové zamény pomoci SeqCap EZ HyperCap Nimble gen (Roche)-NGS u v§ech klonit KCL 22R a matefské linie KCL 22. Modré fadky
oznacuji detekované mutace u matei'ské linie KCL-22, bilé fadky oznacuji detekovand SNP linie KCL-22, rizové fadky oznacuji mutace zndmé u linie KCL-22 v databazi
canSar https://cansarblack.icr.ac.uk (Tym J. E., et al. 2016). Vyznam zdmény byl uréen z databaze VarSome (Kopanos C., et al. 2019)

Zaména A Pozice vyznam zamény dle o

Gen aminokyselin Zaména GRCh37.p13 Chr. COSMIC SNP MAF Varsome %

TP53 p.P301Qfs delG 7577036 17 1s876660726 NA patogenni 100

TET2 p-F868L G 106157703 4 COSM&7107 rs147836249 GEUIMZI T (2B, nepatogenni 50
GnomAD_exome)

CEBPA p-H84Q G>C 33793069 19 rs878854700 C=0.00003 (4/125568, TOPMED) nejasného vyznamu 35

CEBPA p-P39L G>A 33793205 19 rs1060502125 A=0.00002 (2/125568, TOPMED) nepatogenni 35

TET2 p.P29R C>G 106155185 4 COSM5020248 rs12498609 G=0.04120 (5174/125568, TOPMED) SNP 50

TET2 p.11762V A>G 106196951 4 COSM3760322 152454206 G=0.25848 (32457/125568, TOPMED) SNP 50

TP53 p.P72R G>C 7579472 17 COSM250061 rs1042522 G=0.33184 (83136/250534, SNP 100
GnomAD_exome)

DNMT3A p-E228K C>T 25471079 2 COSM2911841* nejasného vyznamu 50

DNMT3A p.V227L C>A 25471082 2 COSM2911843* | 151369743573 AL 77 R nejasného vyznamu 50
GnomAD_exome)

PRPF8 p.R1402C G>A 1564699 17 | COSM2738826* 1s563667441 Sl 7% nejasného vyznamu 100
GnomAD_exome)

CEBPA p-H58Q G>T 33793147 19 nepatogenni 30

CEBPA p-C56W G>C 33793153 19 nejasného vyznamu 30

BCOR p.V878A A>G 39931966 X | COSM2964508* rs759983308 SRR (IE: 22 nepatogenni 100
GnomAD_exome)

MAF- minor allele frequency data z projekti TOPMED a GenomAD_exome; *COSMIC Cell lines Project


https://cansarblack.icr.ac.uk/

4.1.4.5 Klondlni evoluci rezistentnich leukemickych bunék ovliviiuje typ mutace

a dal8i genetické udalosti v interakci se selekénimi podminkami

Ziskani 4 odlisnych rezistentnich kloni bunécéné linie KCL-22 ndm umoznilo také
sledovat klonalni vyvoj mutovanych subklonii ve smésné bunécné kultufe za rtiznych
podminek v Case a porovnat ho se situaci pozorovanou na ptirozené kultutre. Cilem bylo
zjistit, jak typ mutace ovliviiyje proliferaci subklonti v odlisnych koncentracich IM.

Smés klonti, kterd predstavovala model bunécné kultury, v niZz jsou pfitomny
buniky nesouci rizné mutace, byla pfipravena smichanim milionu bun¢k jednotlivych
klont (nesouci mutace BCR-ABLI T3151, E255K, Y253H a KRAS G12D). Klonalni
vyvoj byl sledovan v prostfedi bez IM, 4uM IM a 10uM IM (Obrazek 20). V prostiedi
4uM IM a 10uM IM v kultute ptevladl klon T315I tficaty den. Klon s mutaci E255K
neziskal proliferacni vyhodu v prostiedi 4uM IM a 10uM IM, ani v prostiedi bez IM.
Mutace E255K byla u klonu ptitomna pouze na jednom Ph chromozomu. Toto sledovani
ukazuje, Ze vznik mutace na druhém Ph chromozomu byl pro buiiky v pfirozené kultuie
KCL-22 zcela zésadni (Obrazek 9, strana 54). Jedin¢ diky pfitomnosti mutace E255K na
obou Ph chromozomech byly buiiky schopny pfevazit nad buiikami nesoucimi mutaci
T315I v prostiedi s 4uM IM.

V prostiedi bez IM byly po 60 dnech sledovani detekovany pouze klony T3151
a Y253H v rovnomérném zastoupeni. Nasledné zde ziskal prolifera¢ni vyhodu klon
nesouci mutaci Y253H, ktery diky pfitomnosti tfeti BCR-ABL1 fuze (Obrazek 18)
proliferoval rychleji a v kultufe postupné pievazoval.

Sledovani pfirozené ataké smésné kultury KCL-22 v case pod vlivem IM
ukazuje, Ze typ mutace neni jedinou vlastnosti ovliviiujici chovani bunék v kultufe.
Prolifera¢ni vyhoda bunék KCL-22 v pfirozené kultufe v4puM IM byla ovlivnéna
vznikem mutace na druhém Ph chromozomu u subklonu s BCR-ABL1 mutaci E255K.
Buiiky se dvéma mutacemi ziskaly vyhodu 1nad builkami nesoucimi multirezistentni
mutaci T3151. Rychlost, s jakou buniky v kultufe ptevazily, byla ovlivnéna koncentraci
IM. Ve smésné kultute, sloZzené ze subklonl nesouci mutaci na jednom Ph chromozomu
pfi vystaveni 4uM IM, prevladl subklon T315I. V prostiedi bez selekéniho tlaku IM pak
nejrychleji rostl subklon se 3 kopiemi BCR-ABLI flize a mutaci Y253H na jedné kopii
BCR-ABLI.

Chovani mutovanych subkloni uCML pacientd pii pouziti raznych

terapeutickych pfistupti bylo sledovano také v rdmeci feSeni specifického cile 2.
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BCR-ABL1 E255K
BCR-ABL1T315I

BCR-ABL1Y253H
KRAS G12D
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Obrazek 20. Klonalni vyvoj ve smésné kultuie KCL-22R klont v prostiedi bez imatinibu, ve 4uM IM
a 10puM IM. Fish plot grafy znazornuji klonalni vyvoj v pfislusnych koncentracich. Osa X znazornuje dny
sledovani; osa Y znazorfiuje % zastoupeni jednotlivych subklonti. Arteficidlni kultura byla ptipravena
spojenim milionu bunék od kazdého klonu (BCR-ABLI T3151, Y253H, E255K a KRAS G212D). Kultura
byla sledovana v odbérech po 15 dnech pomoci DNA analyzy s vyuzitim ddASO-PCR pro BCR-ABL1
mutace a pomoci Sangerova sekvenovani pro KRAS mutaci.

4.1.4.6 Klony KCIL-22R schopné vyvinout mutace v onkogenech de novo maji

upregulované geny alternativni opravné drahy NHEJ

Buniky linie KCL-22 jsou schopny vyvijet rlizné typy mutaci de novo v kinadzové
doméné¢ BCR-ABLI, ptfipadné v jinych onkogenech. Ke vzniku mutaci dochazi pii
vystaveni bun¢k koncentraci 0,4uM IM a piitomnost mutaci umoznuje buiikam klonu

prezit v4uM IM. De novo mutageneze mize byt zptisobena chybnymi bunéénymi
67



mechanizmy, které reaguji na poskozeni DNA a zajiStuji opravy poskozené¢ DNA.
Exprese gent signalni drah zahrnutych do téchto d&t byly na ziskanych klonech
nesoucich mutace v genech BCR-ABLI a KRAS sledovany v porovnani s kontrolnimi
klony KCL-22, sortovanymi do média bez IM s cilem hledat spole¢ny profil, ktery by
charakterizoval klony vyvijejici mutace zodpovédné za rezistenci k IM.

Analyzovany byly klony po sortu do 0,004uM IM (odbér 21. den — D21),
v Casném vyvoji mutace (odbér 60/75 den od sortu D60/75) a s ustanovenou rezistenci
(odbér 75/90 den od sortu — D75/90). Kontrolni klony byly analyzovany ve stejnych
casech (D21, D60, D90). Hodnoceni bylo provadéno dynamickou a statickou analyzou.
Pfi dynamické analyze byla hodnocena zména exprese v souvislosti s rozvojem mutaci.
Staticka analyza hodnotila miru exprese v jednotlivych ¢asovych bodech (D21, D60/75
a D75/90) oproti expresi v kontrolnich klonech ve stejném cCase. Jako signifikantni zména
bylo hodnoceno zvyseni exprese fold change FC > 2 a snizeni exprese FC < 0,5.

MeV analyza ukazala statisticky vyznamné oddéleni profilu 4 rezistentnich klont,
které vyvinuly mutace od kontrolnich KCL-22 klonii (Obrazek 21). Tabulka 18 ukazuje
signifikantn¢ upregulované a downregulované¢ geny v D21 aD60/75 aD75/90

v porovnani s kontrolnimi klony.
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Expresni profil den 21 (0,004 uM IM)

-ABL1 T315I

BCR

KRAS G12D

BCR-ABL1 Y253H

BCR-ABL1 E255K
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GADD45A
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LIG3
XPC
CDENLA
1164
SIRTL
SLE
CRY1
CDRT
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RADZ3E
XRCCE
cpezse

XRCCEE

£
Expresni profil den 60 (0,4 M IM)

ABL1 T315I

BCR

KRAS G12D

BCR-ABL1 Y253H

BCR-ABL1 E255K

CDENLA
GADD456
ATRIP
FANCG
APEXL
NTHLL

CRYL
EFELRLSA
MSHE
MLHL
ERCCL

KRCCEBEL

todou Pearson square.
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Tabulka 18. Staticka analyza genové exprese 128 genu klonii KCL-22R v porovnani s kontrolnimi
klpnyKCL-22 rostoucimi v médiu bez imatinibu. Signifikantn¢ zvySena (Servené) a snizena (modie)
exprese gentl u rezistentnich klonti vzhledem k expresi u kontrolnich klond.

Den 21 Den 60-75 Den 75/90
pocatek vyvoje klonii [ ¢asny vyvoj mutace | ustanovena rezistence
p-value p-value p-value
XRCC6 0,00004 |UNG 0,00016 | BLM 0,01336
UNG 0,00004 |BRCA2 0,00020
CDC25A 10,00025 |EXO1 0,00067
LIG1 0,00927 |H2AEFX 0,00085
LIG4 0,01294 |PARPI 0,00534
ABL1 0,01709 |CDC25A |0,01075
BBC3 0,04088 | FENI1 0,01081
BIRP1 0,01088
MLH]1 0,01150
RADS1 0,01975
CDKNIA |0,01425

Zmény v expresnich profilech genli uvedenych v tabulce 18 naznacuji aktivaci
alternativni drdhy nehomologniho spojovani koncit (NHEJ) u klonti vyvijejicich mutace.
Exprese LIG IV z klasické opravné drahy NHEJ je v téchto klonech sniZena oproti expresi
v kontrolnich klonech. Zvysena je naopak exprese LIG I, ktera je soucasti alternativni
NHEJ drahy (Obréazek 22). U klont vyvijejicich mutace je exprese genu XCCR6 (protein
Ku 70) po sortu vysoka oproti odbértiim v ¢asném vyvoji mutaci a v ustanovené rezistenci
klasickou cestu NHEJ. Jeho pokles v pribéhu vyvoje mutaci tedy nasvédcuje piepnuti do
alternativni cesty drahy NHEJ. Stejné tak zvySena exprese genu PARPI (Tabulka 18),
ktery koduje protein, jenZ po vazbé na poskozenou DNA spousti opravu alternativni
cestou NHEJ, v dobé ¢asného vyvoje mutaci.

Zvyseni exprese genlt UNG (Obrazek 22), FENI aLIG I by mohlo také
naznacovat aktivaci opravné drdhy BER (base excision repair), konktrétné jeji dlouhé
cesty. Tato cesta se U€astni oprav delSich Gseki a je zodpovédna za vznik inzerci a deleci.
Piipadna aktivace BER drdhy pravdépodobné nebude piimo ovliviiovat vznik
somatickych mutaci. Nékteré¢ zdroje vSak uvadéji, Ze aktivita UNG je zasadni pro spusténi

alternativni cesty NHEJ (Limpose K. L., et al. 2017)
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Obrazek 22. Signifikantné odliSna exprese genti LIG IV, LIG I a UNG v D21 kloni KCL-22R. KK1-
KK4 jsou oznaceny kontrolni klony sortované do média bez IM. Osa Y znazortiuje hodnotu 2-4,
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Exprese genu XRCC6

——BCR-ABL1 T315I
—KRAS G12D
= BCR-ABL1 E255K
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0,2 -

Exprese (FC) norm. na primér kontrolnich gent

den21 den60 den75

Obrazek 23. Zména exprese genu XCCR6 (Ku 70) v pribéhu kultivace 3 KCL-22R klonu. Zaznam
poklesu exprese genu XRCC6 ve dni 60 (odbér v iniciaci mutageneze) a odbér ve dni 75, ve kterém byla
v klonech BCR-ABL1 T3151, BCR-ABL1 E255K a KRAS G12D jiz ustanovena rezistence ke 0,4puM IM.

4.2 Cil2

4.2.1 Vysledky sledoviani dynamiky kloni s rezistentnimi mutacemi
u pacientt v reakci na zménu 1é¢by

Dynamika vysoce rezistentnich mutaci v KD BCR-ABLI1 byla sledovana u 6 CML
pacientil (Tabulka 19), u nichz byl aplikovan individualizovany 1écebny postup zalozeny
na terapii IFN-a po zjiSténi pfitomnosti mutace. Tito pacienti na 1écbé TKI vyvinuli
multirezistentni mutaci T3151 nebo kompozitni mutace, coz znamena piitomnost dvou
typti mutace v jedné leukemické bunce. Vyuziti jiného lécebného postupu, jako je
transplantace perifernich kmenovych bunék alécba ponatinibem, nebylo u téchto
pacientii mozné, bud’ z divodu nedostupnosti vhodného darce nebo pfitomnosti dalSich

komorbidit a nedostupnosti ponatinibu v dob¢ detekce mutace.

Tabulka 19. Charakteristika pacienti.

Pacient ¢. Diagnoza Pohlavi | Vék | Sokalovo skore Délka svle,dovam
(mésice)
1 CML-AP M 44 HR 126
2 CML-AP F 59 HR 68
3 CML-CP M 39 HR 62
4 CML-CP M 23 - 96
5 CMP-CP M 80 IMR 44
6 CML-CP M 65 HR 39

AP — Akcelerovana faze; CP — Chronickéa faze; IMR — stfedni riziko; HR-vysoké riziko; MMR — velka molekularni odpoveéd
(BCR-ABLI1 < 1 %); MR? (hlubokéa molekularni odpovéd — 5 log snizeni hladiny BCR-ABLI transkriptu v IS);.
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4.2.2 Aktivace imunitniho dohledu i¢inkem IFN-a a absence selek¢niho tlaku
TKI vedly k dosaZzeni MMR a hlubokych MR u 4 z 6 sledovanych
pacientu

Vyuzity 1écebny postup vychazel z predpokladu existence selekcniho tlaku TKI,
ktery udavéa vyhodu leukemickym buitkkdm nesoucim mutaci rezistentnim k uzivanému
TKI. Absence selekéniho tlaku TKI v kombinaci s pouzitim terapie s odliSnym
mechanismem ucinku by mohlo ovlivnit chovéni klonu s rezistentni mutaci.

Sledovani pacienti vyvinuli v 5/6 ptipadt mutaci T315I a 1/6 ptipadt kompozitni
mutaci F317L/M351T (Obrazek 24 a Tabulka 20).

U pacienta ¢. 1 (Obrazek 24A) byla mutace T315I retrospektivné detekovana
v 100 % jiz béhem terapie imatinibem. Zména lécby na dasatinib, jenz je znam také svym
imunomodula¢nim G¢inkem, vedla k poklesu hladiny celkového BCR-ABLI1 a dosaZeni
MMR. MMR odpovéd’ byla nasledné ztracena a vzhledem k pfitomnosti mutace T3151
byl pacient pfeveden na IFN-a. Na této terapii bylo mozné pozorovat oscilaci hladiny
BCR-ABLI transkriptu mezi negativitou a slabou pozitivitou (max 0,04 % IS). Soucasné
byl tento stav doprovazen poklesem absolutniho poctu CD3+ T lymfocytl a nartstem
absolutniho poctu NK bun¢k (Tabulka 21). Je pravdépodobné, Ze 1écba dasatinibem
nastartovala aktivaci imunitniho dohledu, ktery se spolupodilel na udrzeni hlubokych
molekularnich odpovédi i pies pritomnost mutace T3 151 na terapii IFN-a.

V piipadé pacienta ¢. 2 (Obrazek 24B) bylo po pouZiti terapie dasatinibem jako
TKI druhé linie vyuzito kombinované terapie IFN-a s nilotinibem. Tento 1é¢ebny postup
vedl k dosazeni MRS s nedetekovatelnym BCR-ABLI transkriptem. Z méfeni hladin
imunitnich bun€k bylo moZno pozorovat zvysSeni absolutniho po¢tu NK bunék a CD8+
T bunék (Tabulka 21). Pravdépodobné tedy doSlo k aktivaci imunitni odpovédi na terapii
dasatinibem a nasledné& byla aktivace udrZena v dalsi terapii IFN-a.

U pacienta ¢. 3 (Obrazek 24C) bylo po zjisténi mutace T3151 vyuzito terapie
IFN-a, coz vedlo k poklesu pfitomnosti mutace ze 100 % na 50 %, ale hladina celkového
transkriptu BCR-ABL1 zacala stoupat, proto byla vyuzita kombinace IFN-a s nilotinibem
coz vedlo k dosazeni MRS. Pifi hodnoceni zastoupeni imunitnich bunék bylo mozZno
pozorovat pokles absolutniho i relativniho zastoupeni CD3+ T bunck. Pomér
CD4+/CD8+ byl trvale snizeny, dale bylo mozné pozorovat zvySeni absolutni poctu NK

bun¢k béhem terapie dasatinibem.
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V ptipad¢ pacienta €. 4 