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Abstrakt

Exosomy jsou extracelularni vacky o velikosti 30-150 nm, jejichz funkce je u chronické
myeloidni leukemie (CML) zkoumana kvli jejich vlivu na proliferaci CML bun¢k, remodelaci
kostni diené, angiogenezi a rezistenci na lécbu tyrosin-kindzovymi inhibitory (TKIs). Ackoliv
byly vyvinuty G¢inné¢ TKIs inhibujici BCR-ABL kinazu, piesto ziistava 20-30 % pacientl na
1é¢bu rezistentni. Rezistence CML bunék na lécbu je podporovana exosomy. Exosomy
pienaseji proteiny, nukleové kyseliny, chemokiny i malé molekuly, které podporuji

antiapoptotické, respektive tlumi proapoptotické procesy.

Antiapoptotické procesy jsou podporovany zejména zvySenymi hladinami proteini:
TGF-B1, USP6 a FGF2 a riznorodych zastupcii RNA: miR-365, miR-21, Hsa circ 0058493 a
mRNA pro BCR-ABL. Snaha leukemickych bunék je naopak snizit mnozstvi proapoptotickych
molekul, mezi které patii miR-320, miR-328 a miR-146a-5p.

Leukemické bunky prostiednictvim exosomti modifikuji mikroprostiedi kostni diené
tak, aby je podporovalo, a dale ovliviiuji expresi adheznich a proangiogennich molekul.

Dtlezitou roli v téchto procesech hraji miR-126, miR-210 a miR-92a.

Vzhledem k variabilit¢ pfendSenych molekul neni ptekvapujici mnoZzstvi procesi
ovlivnénych CML exosomy ani jejich potencialni vyuziti v 1é¢bé CML, jak jiz bylo dokazano

v pripad¢ vyuziti modifikovanych exosomi k pfenosu imatinibu nebo siRNA pro BCR-ABL.

Klicova slova: exosomy, CML, rezistence, miRNA, angiogeneze, terapeuticky cil



Abstract

Exosomes are extracellular vesicles of a size range 30-150 nm whose function has been
explored in chronic myeloid leukemia (CML) due to their role in proliferation of CML cells,
remodelling the bone marrow niche, angiogenesis and resistance to treatment with tyrosin-
kinase inhibitors (TKIs). Although BCR-ABL kinase is effectively targeted by TKIs, 20-30 %
of patients remain resistant to treatment. Resistance of CML cells to TKIs treatment is
supported by exosomes. Exosomes transport proteins, nucleic acids, chemokines and small

molecules that stimulate anti-apoptotic or suppress pro-apoptotic processes in leukemic cells.

Anti-apoptotic processes are especially enhanced by upregulated protein levels: TGF-
B1, USP6 and FGF2 and various types of RNA: miR-365, miR-21, Hsa circ_ 0058493 and
mRNA for BCR-ABL. In contrast leukemic cells tend to reduce the number of pro-apoptotic
molecules, including miR-320, miR-328 and miR-146a-5p.

Leukemic cells modify the bone marrow microenvironment through exosomes in the
way to support their survival and also in order to adjust expression of adhesion and pro-
angiogenic molecules. An important role in those processes play miR-126, miR-210 and miR-

92a.

Neither the number of processes affected by CML exosomes nor their potential use in
the treatment of CML is surprising if we are considering the variability of transferred molecules
as has been demonstrated by using modified exosomes to transfer imatinib or siRNA for BCR-

ABL.

Key words: exosomes, CML, resistance, miRNA, angiogenesis, therapeutic target



Seznam pouzitych zkratek

ABCG2 ¢len 2 ze superrodiny G ATP vazebnych transportéra

ABL »Abelson murine leukemia viral oncogene homolog*

Akt/PKB protein kindza B Akt z angl. thymomas of AKR mice

ALIX ALG-2 interagujici protein X

ATP adenosintrifostat

BCR ,breakpoint cluster region*

BCR-ABL ,breakpoint cluster region“-,,Abelson murine leukemia viral

oncogene homolog*

BM-MSC mezenchymalni kmenové buiiky z lidské kostni dfené
CDK3 cyklin dependentni kinaza 3

CML chronickd myeloidni leukemie

CXCL12 chemokinovy ligand 12 s motivem C-X-C

EGFR receptor endotelidlniho riistového faktoru

ERK 1/2 extracelularni signalni regulovana kinaza 1/2
ESCRT endosomalni tiidici komplex nezbytny pro transport
FGF2 ¢i bFGF fibroblasticky ristovy faktor 2

FGFR1 receptor fibroblastického riistového faktoru

GDP guanosindisfosfat

GLS1 glutaminaza 1

GSK3p glykogen syntdzy kindzy 3 beta

GTP guanosintrifosfat

GvHD reakce Sté€pu proti hostiteli

HGF hepatocytarni ristovy faktor

HNRNPAI heterogenni jaderny ribonukleoprotein Al



HSC
Hsc70
hUC-MSC
HUVEC
ICAM-1
IFITM3
IL-3
IL-3-R
LSC
MAPK
MARCKS
MMP9
MSC
mTOR
MVBs
NF-«B
NK
NKG2D
PI3K
PTEN
s-ICAM
SNARE
STAT3

TGF-B1

hematopoetické kmenové bunky

protein teplotniho Soku 70

lidské mezenchymalni stromalni buiiky izolované z pupecniku

endotelialni buiiky odvozené z lidské pupecnikové zily

mezibunééna adhezivni molekula 1

interferonem indukovany transmembranovy protein 3

interleukin 3

receptor interleukinu 3

leukemické kmenové bunky

mitogenem aktivovana protein-kinaza
myristoylovany substrat C-kinazy bohaty na alanin
matrixova metaloproteinaza 9
mesenchymalni kmenové buiky

sav¢i cil rapamycinu

multivezikularni téliska

nukleéarni faktor kappa B

pfirozeni zabijaci (,,natur killer*)

receptor zabijec¢skych bunck lektinového typu
fosatidylinositol-3-kindza

fosfataza a homolog tenzinu

solubilni mezibunécna adhezivni molekula 1
»SNAP receptor*

pfenasec signalu a aktivator transkripce

transformujici ristovy faktor beta 1



TKI

TKIs

TNF-o

TSG101

USP6

UTR

VCAMI1

VEGF

tyrosin-kinazovy inhibitor
tyrosin-kinazové inhibitory

tumor nekrotizujici faktor alfa

protein genu 101 citlivy k nadoru
ubikvitin karboxyl-terminélni hydrolaza 6
netranslatovana oblast

vaskularni bunééna adhezni molekula

vaskularni endotelialni riistovy faktor
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1 Uvod

Exosomy se fadi mezi extracelularni vacky, které na svém povrchu maji specifické
markery CD81, CD9 a CD63. Byly objeveny jako vacky uvoliujici se z retikulocyt
do extracelularniho prostfedi, avSak jejich dal$i funkce byly dlouho neobjasnény (Harding,
Heuser, a Stahl 1983). Pozdé&ji bylo zjiSténo, ze jsou schopny pienaSet nukleové kyseliny
a signalni molekuly do bunék, a timto ovlivnit jejich signalni drahy souvisejici napt. s bunécnou
proliferaci a apoptéozou (Raimondo et al. 2015). Tento fenomén je zkouman i u chronické
myeloidni leukemie (CML). CML se fadi mezi hematoonkologické onemocnéni postihujici
buitkky myeloidni fady. V 95 % pftipadi je toto onemocnéni charakterizovano Philadelphskym
(Ph) chromozomem, ktery vznika translokaci genti 9 a 22 (Bergsagel 1967). Tato translokace
zpusobuje fizni spojeni gentl ,,breakpoint cluster reagion* (BCR) a ,,Abelson murine leukemia
viral oncogene homolog (ABL). Proteinovy produkt ,breakpoint cluster region®-,,Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog™ (BCR-ABL) ma konstitutivni tyrosin-kindzovou
aktivitu ovlivilujici proliferaci a ptfezivani hematopoetickych bunck, tedy vznikajicich
leukemickych bunék. Pralom v 1écbé zpilisobil objev tyrosin-kinazovych inhibitort (TKIs),
které potlacuji aktivitu proteinu BCR-ABL (B. J. Druker et al. 1996; Buchdunger, Matter, a
Druker 2001). I pfes jejich vysokou t€innost dochézi u 20-30 % pacientl k selhani odpovédi
na 1é¢bu, tedy ke vzniku rezistence (Bhutra et al. 2014). V nedavné dob¢ bylo prokazano, ze

dilezitou roli v BCR-ABL rezistenci hraji také exosomy.

Hlavnim cilem této prace je souhrnné popsat vyznam exosomit u CML, respektive:

® charakterizovat pfenasené molekuly
® identifikovat jejich vliv na leukemické bunky

® shrnout hlavni funkce exosomt u chronické myeloidni leukemie, jako
je zejména vliv na rezistenci, rist nadoru a ovlivnéni kostni difené

spojené s angiogenezi.



2 Chronicka myeloidni leukemie

Chronickd myeloidni leukemie (CML) je fazena mezi maligni onemocnéni. Postihuje
buitky myeloidni fady, tedy progenitory pro erytrocyty, trombocyty, dendritické a zirné bunky,
granulocyty a monocyty. CML je charakterizovana pfitomnosti Ph chromozomu vzniklého
translokaci chromozomu 9 a 22 v hematopoetickych kmenovych bunkach. Pfitomnost Ph
chromozomu byla u CML poprvé zaznamenana Nowellem a Hungerfordem v roce 1960 (Baikie
et al. 1960). Pro vznik onemocnéni je nezbytna fuze genu BCR kodujiciho serin/threoninovou
kindzu s genem ABL kodujicim tyrosinovou kinazu (Heisterkamp et al. 1985; Maru a Witte
1991; Ren 2005). Vznikly fazni protein BCR-ABL ma konstitutivni tyrosin-kindzovou aktivitu
aneustale ovliviiuje proteiny signalnich kaskad (Zhou, Medeiros, a Hu 2018). To ma

za nasledek ptezivani, proliferaci a inhibici apoptdzy leukemickych bunék (Ren 2005).

2.1 Pribéh CML

Prubéh onemocnéni lze charakterizovat tfemi fazemi: chronickou, akcelerovanou
a blastickou. Chronicka faze probihd nckolik let a dochazi pti ni k hromadéni nezralych
myeloidnich bunék v krvi, kostni dfeni a slezin€ (Kantarjian a Talpaz 1988). Bez efektivni &by
dochézi vlivem nahromadéni genetickych mutaci k progresi nemoci do akcelerované a poté
blastick¢ faze (Yang a Fu 2015). Jedna se o fatdlni obdobi onemocnéni, kdy dochazi
k hromadéni blasti (Kantarjian a Talpaz 1988) a projeviim totoznymi s akutni leukemii, tedy
krvacenim, teplotou a infekcemi, s obvyklym umrtim do 6-10 mésicii (SauBele a Silver 2015;
Jabbour a Kantarjian 2020). Progresi blastické faze lze castecné oddalit pouZzitim spravnych
tyrosin-kindazovych inhibitord TKIs (Sauflele a Silver 2015). Pokud pacient neodpovidd na
1é€bu dvéma TKIs nebo je v akcelerované féazi, tak jeho 1écba spociva v transplantaci

hematopoetickych kmenovych bunék (Jabbour a Kantarjian 2020).

2.2 Lécba a rezistence na tyrosin-kinazov¢ inhibitory

V pocatku l1écba spocivala v pouziti interferonu-a a alogenni transplantace kmenovych
bunék. Kvili vy§simu v€ku pacienti a riziku reakce §tépu proti hostiteli (GvHD) bylo vhodné
nalézt jiny terapeuticky cil. Revoluci v 1écbé zptisobil objev ucinného tyrosin-kindzového
inhibitoru (TKI) CPG 57148 (ST1-571), ktery inhibuje aktivni BCR-ABL a zastavuje
proliferaci pouze leukemickych bun¢k (B. J. Druker et al. 1996; Buchdunger, Matter, a Druker
2001). TKI ST1-571 byl pozdéji pfejmenovan na imatinib ¢i Gleevec (Brian J. Druker et al.

2002). Na kinazové doméné ABL se imatinib vaze do adenosintrifosfat (ATP) vazebného mista



(Obr. 1, strana 3) a tim zptsobi jeji blokaci (Schindler et al. 2000). Navic inhibuje tyrosin kindzu
receptoru ristovych faktori odvozenych z krevnich desticek (PDGF-R) (Druker et al. 1996).

I g _ |
Obr. 1 — Vazba imatinibu (ndfe) do ATP vazebného mista na ABL kindzové doméné. (aminokyseliny podilejici se

na vazbé jsou zvyraznény zlute), Zdroj: molekula 1IEP stazena z protein data bank (Nagar et al. 2002) a nasledné upravena
v programu PyMOL.

Odpovéd’ pacientli na imatinib se ovsem muze snizit v disledku progrese nemoci
do blastické faze (Gorre et al. 2001). Pfi chronické fazi dochazi k hromadéni kyslikovych
radikald v kmenovych a progenitorovych leukemickych buiikach (Nieborowska-Skorska et al.
2012). Bodové mutace v tyrosin-kindzové doméné& BCR-ABL a zvySena exprese tohoto genu
mohou zpusobit rezistenci na imatinib. Na zdklad¢ této zkusSenosti byly vyvinuty tyrosin-
kindzové inhibitory druhé generace, jako napf. dasatinib, nilotinib, bosutinib a tfeti generace

napf. — ponatinib (Milojkovic a Apperley 2009; Cortes et al. 2012).

Rezistence na TKIs lze délit do dvou kategorii. Prvni kategorii jsou BCR-ABL zavislé
rezistence, do kterych se fadi mutace v kindzové doméné BCR-ABL a amplifikace genu BCR-
ABL. Druhé kategorie zahrnuje BCR-ABL nezavislé rezistence, do kterych Ize zatadit odolnost
kmenovych bunc¢k CML, pienos léCiva ven z bunky pies transportér P-glykoprotein
a nedostate¢ny transport 1é¢iva do bunky prostfednictvim transportéru organickych kationtt
(OCT), aktivace dalSich tyrosin-kindz, mikroprosttedi kostni dien¢ usnadnujici rezistenci
a exosomy piendsejici miRNA ¢i faktory zpusobujici rezistenci (Meenakshi Sundaram et al.
2019). Ukazuje se, Zze pravé exosomy maji dilezit¢ funkce nejen u chronické myeloidni
leukemie, a proto je dtlezité shrnout hlavni ulohy exosomi a jimi pfenaSenych molekul u CML

(Mashouri et al. 2019).



3 Exosomy, jejich slozeni a funkce

Jedna se o extracelularni vacky o velikosti 30-150 nm ohrani¢ené fosfolipidovou
dvouvrstvou (Schageman et al. 2013). Byly objeveny v roce 1983 jako vacky obsahujici
transferinové receptory uvoliiujici se z retikulocyti do extraceluldrniho prostfedi (Harding,
Heuser, a Stahl 1983). Nasledné byly prokazany jejich komunikac¢ni schopnosti s jinymi
bunkami (Pando et al. 2018). Jejich vizualizace je idealni pomoci elektronové mikroskopie
(Mathivanan, Ji, a Simpson 2010). Formovani exosomt (Obr. 2, strana 5) zacind fuzi
endocytickych vacki za vzniku casného endosomu na klatrinu ¢i kaveolinu zavislou c¢i
nezavislou drahou. Nehledé na ptivodu vzniku endosomu déle dochéazi k pfreméné na pozdni
endosom a nasledné je jeho membrana zanofena a vznikaji intralumindlni vacky, které se
formuji do multivezikularnich télisek (MVBs). Sortovani proteinti do intraluminalnich vackt
je regulované pomoci 4 typt endosomalnich tfidicich komplexti nezbytnych pro transport
(ESCRT). Vlivem proteinti Rab27A a Rab27B jsou MVBs transportovany k cytoplazmatické
membrané. K interakci téchto tclisek s membranou dochdzi pomoci ,,SNAP receptor*
(SNARE) proteint. Teprve po uvolnéni intraluminélnich vac¢kt z multivezikularnich télisek do
extracelularniho prostoru dochazi ke vzniku exosomti (Mashouri et al. 2019). Jejich uvolnéni
z K562 leukemickych bunck je zavislé na vapniku (Savina et al. 2003). Naopak ESCRT
nezavisla drdha je vyuzivana ve specializovanych bunéénych typech napt. v melanocytech

(Mashouri et al. 2019).

Exosomy jsou charakterizovany specifickymi proteiny: ALG-2 interagujici protein X
(ALIX), protein genu 101 citlivy k nddoru (TSG101), protein teplotniho Soku 70 (Hsc70) a
povrchovymi markery: CD9, CD63 a CD81 (Pando et al. 2018; Mashouri et al. 2019). Exosomy
prenasi funkéni biomolekuly jako jsou napt. RNA, DNA, cytokiny, chemokiny a proteiny. Dale
obsahuji cytosolické proteiny malych GTP4z Rab regulujici dokovéani exosomil a jejich fuzi
(Mears et al. 2004). Exosomy jsou produkovany vétSinou bungk, cirkuluji v plazmé, moci
a jinych biologickych tekutinach, coz umoziuje jejich snadnou dostupnost u pacientt (Pisitkun,

Shen, a Knepper 2004; Mathivanan, Ji, a Simpson 2010).

U chronické myeloidni leukemie v akcelerované a blastické fazi dokazi exosomy
pfenaSet mRNA pro BCR-ABL (Kang et al. 2018). Mezi dal$i dilezité vlastnosti exosomu
u chronické myeloidni leukemie patfi podpora angiogeneze a ristu nadoru, proliferace
leukemickych bunék, pienosu rezistence na TKIs a formovani mikroprostfedi kostni diené pro

leukemické kmenové buiiky (Pando et al. 2018).
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Obr. 2 — Formovdni exosomii: Tento proces zacind fuzi endocytickych vackii za vzniku casného endosomu (A),
nasleduje premeéna na pozdni endosom a MVBs, kdy jsou prostrednictvim ESCRT tridény proteiny a prendsené molekuly do
intraluminadlnich vackii (B). Rab274 a Rab27B transporutuji MVBs k cytoplazmatické membrane (C), kde dojde k fiizi pomoct
SNARE a uvolnéni exosomit do extraceluldarniho prostredi (D). (Vytvoreno pomoci BioRender.com)

4 Role exosomil u rezistenci na inhibitory tyrosin-kindz

I ptes 1é¢bu imatinibem se u nékterych pacientd vyskytuje progresivni rozvoj nemoci
a pfipadna rezistence zaleZi na stadiu nemoci a délce 1écby imatinibem (Lahaye et al. 2005).
U casti pacientl se projevuje rezistence na TKIs druhé generace. V tomto pfipadé je tieba brat
v potaz piedevs§im pfi€inu rezistence, ptipadné mutace v BCR-ABL, s ohledem na anamnézu
a v€k pacienta (Hochhaus et al. 2020). Vyzkumné tymy, které se soustiedi na charakterizaci
obsahu exosomll u CML, jejich povrchovych markert a $ifeni rezistence vyuzivaji jako modely

zkoumani linie bunék chronické myeloidni leukemie K562 a LAMARA4, ¢i pacientské vzorky

(Min et al. 2018; Hrdinova et al. 2021; Li et al. 2021).

4.1 Bunécné rezistentni linie vyuZivané ve zminénych studiich

Pro studium vlivu exosoml u rezistenci na tyrosin-kindzové inhibitory u CML
se nejcastéji pouzivaji bunétné linie K562 a LAMAS4. Ob& bunétné linie rezistentni
na imatinib maji amplifikovany gen BCR-ABL ((Mahon et al. 2000), podle (S. Q. Wu et al.
1995)). Je tedy potieba vyssi davky imatinibu k inhibici fosforylace BCR-ABL kinazy.
Ke snizeni Zivotaschopnosti K562 a LAMAS84 bunck a rychlosti proliferace je potieba



prumérné 10 krat vyssi koncentrace imatinibu oproti senzitivnim bunéénym liniim (Mahon et

al. 2000).

4.2 PI3K/Akt/mTOR draha a mTOR nezavisla draha

U exosomul z imatinib rezistentnich K562 bun¢k byly detekovany zvySené hladiny
transformujiciho ristového faktoru beta 1 (TGF-B1), Hsc70 a receptoru zabijecskych bunck
lektinového typu (KLRKI1, znamé&jsi jako NKG2D) (J. Liu et al. 2016). TGF-B1 je obvykle
zvyseny pii progresi nadoru (L. Zhang, Zhou, a Dijke 2013). TGF-B1 obsazeny v exosomech
z leukemickych bun€k dokaze podle Raimondo et al. vazbou na bunéény receptor autokrinné
aktivovat své leukemické bunky a spustit v nich signalni drédhu: fosatidylinositol-3-kinaza
(PI3K)/ protein kindza B (Akt) (Obr. 3, strana 8) (Raimondo et al. 2015). Liu et al. potvrdili
aktivaci této drahy v imatinib rezistentnich K562 buiikach (J. Liu et al. 2016). V téchto buiikach
dochazi praveé k aktivaci dvou signdlnich drah, mTOR nezavislé drdhy indukujici autofagii
amTOR zavislé drahy souvisejici s PI3K/Akt a antiapoptotickym tu¢inkem. V draze indukujici
autofagii je zasadnim proteinem beclin-1 tvotici komplex s vakuolarnim tfidicim proteinem 34
(VPS34). S autofagii podle studie souvisi zvySené uvoliovani exosomua (J. Liu et al. 2016).
Tuto hypotézu potvrzuje zjisténi, ze multivezikularni téliska, kterd pozdéji uvolni exosomy,
jsou schopna si s autofagozomy pomoci riznych mechanismuti na Hsc70 zavislych i nezavislych
ptedavat sviij obsah. Hsc 70 je chaperon, ktery ptenasi proteiny do multivezikularnich télisek
(Fader a Colombo 2006; Sahu et al. 2011). Souvislost autofagie s uvolnovanim exosomil
potvrzuje i fakt, Ze potlacenim mTOR nezavislé drahy dochazi ke sniZeni produkce exosomu

(J. Liu et al. 2016).

V rozporu s ostatnimi studiemi J. Liu et al. identifikovali sniZzenou expresi BCR-ABL
v leukemické bunécné linii K562 rezistentni na imatinib ve srovnani se senzitivy. Daéle je
v K562 rezistentnich buiikach aktivovana jiz zminénd mTOR zavisla dréha s antiapoptotickym
uc¢inkem (J. Liu et al. 2016). Hladiny proapoptotickych proteinii Bax a kaspazy 3 jsou
v imatinib rezistentnich bunikach sniZené, ale exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2 zlstava
v senzitivnich i rezistentnich buiikdch beze zmény (Bertacchini et al. 2015; J. Liu et al. 2016).
Dale byla vimatinib rezistentnich bunikach prokdzédna zvySend hladina cyklinu DIl
podporujiciho progresi skrze G1 fazi bunéného cyklu a sniZend hladina inhibitoru cyklin-
dependentnich kinaz p21, ktery proto nemtize inhibovat cyklin D1 (Liang a Slingerland 2003;
J.Liuetal. 2016). ZvySena hladina cyklinu D1 je zplisobena tim, Ze fosforylovana a aktivovana
Akt kindza potlaéi kindzovou aktivitu glykogen syntazy kinazy 3 beta (GSK3p) (L. Zhang,
Zhou, a Dijke 2013). Ve studii bylo prokazéano, ze 1é¢ba dasatinibem cilicim na mTOR dréhu
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potlacuje rezistenci na imatinib, tedy zpusobuje apoptozu imatinib rezistentnich bunck
za soucasného snizeného uvoliovani exosomu. Aktivace PI3K/Akt signalni drahy byla zjisténa
tak, ze vSechny vySe uvedené proteiny byly zvySené exprimované v rezistentnich buiikach (J.
Liu et al. 2016). Exosomy z rezistentnich bun¢k navic obsahovaly zvySenou hladinu NKG2D
(J. Liu et al. 2016). NKG2D receptor zprostiedkuje odpovéd’ NK bunék a pravé NKG2D
ligandy u leukemickych bunék s mutacemi v tyrosin-kinazové doméné zlepS$uji imunitni

odpovéd’ indukovanou NK buiikami imunitniho systému (Kim et al. 2021).

V leukemickych kmenovych buiikach (LSC) byl zjistén jiny vliv TGF-f1. Pomoci n¢j
dochazi kregulac¢ni inhibici Akt a transkripéni faktor Foxo3a zistava v jadie. Tento
transkripéni faktor zvySuje preziti LSC pii 1écbé imatinibem. Potlaceni TGF-f1 spolu

s imatinibem by tak mohlo byt dal$im terapeutickym cilem (Naka et al. 2010).

4.3 MAPK draha

Dalsi diileZitou aktivovanou drahou u CML je mitogenem aktivovand protein-kinazova
(MAPK) draha (Obr. 3, strana 8). Dochézi k dimerizaci tyrosin-kinazovych receptorii
avzdjemné fosforylaci, pfeméné neaktivni formy Ras-GDP na Ras-GTP. To zptsobi
fosforylaéni aktivaci tzv. kindzové kaskady, tedy: Raf, mitogenem aktivované proteinkindzy
1/2 (MEK 1/2) a extracelularni signalni regulované kinazy ERK 1/2, coz vede k regulaci
proteinové syntézy (Cetin, Ilker Saygili, a Yilmaz 2021). V endotelidlnich bunkach je

aktivovéana kindza ERK 1/2 a tim je podpofena angiogeneze (Taverna et al. 2012).
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Obr. 3 — Signdlni drihy regulované BCR-ABL v CML: MAPK draha (A) a PI3K/Akt draha (B). (Prevzato
(Singh et al. 2021)).

4.4 JAK/STATS3 draha

Po vazbé ruznych druhl ligandl, napf. cytokind a rlstovych faktorti na receptor
Janusovych tyrosin-kinaz (JAK) dojde k jejich dimerizaci a vzdjemné fosforylaci, a poté se na
n¢ muze navazat prenasecC signalu a aktivator transkripce (STAT3). STAT3 je nasledné
fosforylovan a dimerizuje. Vzniklé dimery mohou byt transportovany do jadra, kde dojde
k regulaci genové exprese. U CML STAT3 spousti expresi antiapoptotickych proteinti Bel-xl,
Bcl-2 ¢i podporuje progresi bunééného cyklu prostfednictvim cyklinu D1. Fosfatdzy mohou
naopak zabrénit aktivaci STAT3 (Nair, Tolentino, a Hazlehurst 2012). U CML je také
zkouména zavislost mezi STAT3 a IFITM3 (Hrdinova et al. 2021).

4.5 Proteomické studie exosomtl z rezistentnich CML bunék

V proteomické studii Hrdinova et al. bylo identifikovano 3218 proteinli v exosomech
z K562 bun¢k (Hrdinova et al. 2021). Déle bylo zjisténo, ze v rezistentnich bunkach K562
a exosomech od nich odvozenych je zvySena hladina povrchovych markeri CD146, CD36
a interferonem indukovany transmembranovy protein 3 (IFITM3) (Hrdinova et al. 2021). CD36
slouzi jako povrchovy receptor pro piijem mastnych kyselin. CD36 se vyskytuje u bunck

v blastické fazi CML a u leukemickych kmenovych bun¢k (LSC) vykazujici vyssi oxidaci
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mastnych kyselin v mySim modelu CML gonadalni tukové tkan€. Gonadalni tukova tkan mutze
podporovat rist leukemickych bunék a rezistenci na 1é¢iva (Ye et al. 2016). IFITM3 spousti
antivirovou odpovéd’ v buiice (Narayana et al. 2015). V primarnim mozkovém nadoru TGF-3
spolu s IFITM3/STATS3 zptisobi migraci nddorovych bunék (H. Wang et al. 2020). Vliv IFITM3
na proliferaci a invazi byl potvrzen i u nadorovych bun¢k zaludku, kde by mohl byt ovlivnén
matrixovou metaloproteinazou 9 (MMP9) (Hu et al. 2014). Role TGF-f1 a MMP9 byla
zaznamenana i u CML (Zhu et al. 2011). Nejvétsi rozdil v expresi byl ukédzan u CD146, ktery
muze byt pouzit jako identifikacni marker pro rezistentni bunky K562 (Hrdinova et al. 2021).
U rezistentnich bun¢k obsahujicich amplifikaci genu BCR-ABL byla dale ukézéna zvysSena
exprese BCR-ABL mRNA a proteinu BCR-ABL, coz bylo prokazano i v jejich exosomech
(Hrdinova et al. 2021).

V proteomické studii Li et al. se 85 %, tedy pfiblizn¢ 2300 exosomélnich proteinti nelisi
u pacientll rezistentnich a senzitivnich na imatinib, z toho 62 exosomadlnich proteind se
nachazelo ve vSech vzorcich imatinib rezistentni skupiny (Li et al. 2021). Diky bioinformatické
analyze bylo nové identifikovano 234 exosomdlnich proteinli, tedy 8,82%, v porovnani
s exosomalnimi databdzemi Exocarta a Vesiclepedia (Li et al. 2021). U CML rezistentnich
pacientii byla v exosomech detekovana zvySena translace a biosyntéza peptidd, coz souvisi se
zvySenym vyskytem cytosolickych proteinti, ribosomalnich proteinti a ribozomadlnich
podjednotek. Nasledné byl zjistén snizeny vyskyt proteinii souvisejicich s metabolismem
lipidd, tedy skladanim a remodelaci komplext proteinlipidi, transportem lipida a cholesterolu.
U vétsiny vzorkll byla vyrazné zvysSena exprese ribosomalnich proteini 60S podjednotky
RPL13 a RPL14 (Li et al. 2021). Vyrazné zvySend byla hladina enoldzy 2 (ENO2) vyuzivané
pii glykolyze (Li et al. 2021). Jeji zvySend exprese u akutni lymfoblastické leukemie souvisi
s relapsem a proliferaci bun¢k (C.-C. Liu et al. 2018). Nedostatkem studie Li et al. je, Ze
exosomy ziskané z plasmy nebyly tumor specifické, tedy mohly pochazet z riiznych bun¢k téla
pacientti (Li et al. 2021). Dale je tieba brat v potaz, ze kohorta pacientii byla o velikosti 18

pacientd, tedy pfili§ mala na prokézani a pochazely z jedné ¢inské nemocnice.

4.6 miRNA a cirkularni RNA pfenaSené exosomy

MiRNA je nekodujici jednotetézcova RNA o velikosti 21-25 parh bazi (He a Hannon
2004). V jadie pomoci enzymu ribonukledzy Drosha s endonukleazovou aktivitou vznikd pre-
miRNA z primarniho transkriptu pri-miRNA (Lee et al. 2003). Tato pre-miRNA je nasledné
transportovana do cytoplasmy, kde dochazi k nastépeni druhou ribonukleazou, tentokrat Dicer

(Lee et al. 2003). Produktem je vzajemné komplementarni komplex miRNA. Jedna z miRNA,
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mechanismus vybéru dosud neni pfesné zndm, se po interakci s RISC vaze na 3'UTR, tedy na
3’konec mRNA netranslatované oblasti a touto vazbou potlaci translaci cilové mRNA (He a

Hannon 2004).

Cirkularni RNA je nekodujici RNA, ktera je transkribovana z protein-kodujici sekvence
skladajici se z exonil. Jeji vznik je dan tzv. procesem ,,backsplicingu®, kdy dochazi k vytvoreni
smycky a nasledné cirkuldrni molekuly. Cirkuldrni RNA miize ovlivnit spoustu d&ju, napf.
regulaci genli na posttranskripni urovni a mé pozitivni i negativni vliv na funkci proteind.
Cirkularni RNA miZe byt pozitivnim i negativnim regulatorem onemocnéni. Casto se
cirkularni RNA u nadorovych onemocnéni vyuziva jako biomarker, protoze je voln¢ cirkulujici
v lidskych tekutinach, napi. v plazm¢ a moci. Takto cirkulovat mohou i exosomy pfenasejici

cirkularni RNA a jsou téz vyuzitelné jako potencialni biomarkery (Kristensen et al. 2019).

4.6.1 Cirkularni Hsa circ 0058493

Cirkularni Hsa circ 0058493 kodujici exonem 4-5 genu RHBDD] je exosomalné 1 na
bunécéné Urovni zvySena v rezistentnich K562 buiikach. K této signifikantné zvySené expresi
dochazi zejména v perifernich krevnich mononukledrnich bunikach u pacientt rezistentnich na
imatinib bez mutace v kindzové doméné. Inhibice cirkularni Hsa circ 0058493 spousti
apoptézu leukemickych bun€k in vitro. MiR-548b-3p byla detekovédna jako potencidlni
inhibitor této cikularni RNA snizujici jeji expresi v rezistentnich K562 bunkach (Zhong et al.
2021). Funkce této cirkularni RNA nebyla dosud dostatecné prozkoumana a jedna se o novy
objev nejen u CML. V karcinomu jaternich bunck také dochazi ke zvySené expresi
hsa_circ 0058493 souvisejici s jeho metastdzami (A. Wu et al. 2021). AvSak pro objasnéni jeji

molekularni funkce u CML je tieba dalSich studii.

4.6.2 MiR-365

Podle studie Min et al. exosomy pochazejici z imatinib rezistentnich bunék K562
pfenasi zvySené mnoZzstvi miR-365 do imatinib senzitivnich K562 bun&k. Tim mohou sniZit
jejich apoptézu a senzitivitu na imatinib. V senzitivnich K562 buiikach dojde po inkubaci
s exosomy z rezistentnich bun€k ke zvySeni exprese miR-365, sniZeni exprese aktivované
kaspazy 3 a proapoptotického proteinu Bax. Rezistence zprostfedkovand miR-365 byla ovérena
transfekci imatinib senzitivnich bunék linie K562 prekurzory pro miR-365. Nasledné byla
zmeéfena jejich chemosenzitivita ¢i byl proveden western blot proapoptotickych proteinti (Min

et al. 2018).
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4.6.3 MiR-21

Zvysena hladina miR-21 byla identifikovana v K562 i LAMAS84 bunécnych liniich.
Uloha miR-21 spogiva v inhibici PTEN, ktery proto nemtize blokovat signalni drahu PI3K/Akt
(Taverna et al. 2015). Po 1écb¢ kurkuminem, piirodni latkou z rostliny Curcuma longa, dochazi
k ptenosu miR-21 z K562 a LAMAS84 bun¢k do jejich exosomu (Payton, Sandusky, a Alworth
2007; Taverna et al. 2015). Snizeni miR-21 v leukemickych bunkach a s tim souvisejici blokace
PI3K/Akt (Taverna et al. 2015) by podle dosavadnich studii mohlo indukovat apoptozu
leukemickych bunék (J. Liu et al. 2016).

4.6.4 MiR-126

Jedna se o miRNA pfenasenou exosomy z bunééné linie LAMAS84 do endotelidlnich
bun¢k odvozenych z lidské pupecnikoveé zily (HUVEC) (Obr. 4, strana 12) (Taverna et al.
2014). MiR-126 snizuje expresi VCAMI1 a CXCL12 (Taverna et al. 2014). V HUVEC buiikach
nejprve osetfenych exosomy z LAMAS84 bunék po dobu 6 az 12 hodin se zvysila exprese
adhezni molekuly VCAM1. HUVEC byly nasledné¢ inkubované s LAMAS84 buinikami a doslo
k jejich adhezi. V ptipadég, Ze byly HUVEC buriky nejprve osetitené LAMAS84 exosomy po dobu
24 hodin a nasledn¢ inkubovany s LAMAS84 bunkami, doSlo naopak k poklesu exprese
VCAMI1 a CXCLI12 a snizeni buné¢né adheze a ke zvyseni migrace LAMAS84 bun¢k (Taverna
et al. 2014). Tento rozdil v bunééné adhezi miize byt vysvétlen tim, Ze prvnim krokem bunécné
migrace je adheze a je proto nutné, aby nejdiive leukemické buniky adherovaly na endotelidlni
buniky a nasledné po 24 hodinach dochézi k migraci leukemickych bun¢k pravdépodobné tim,

ze miR-126 snizi expresi adheznich molekul (Taverna et al. 2014).

Odstranéni chemokinu CXCL12 z endotelialnich bun¢k snizi mnozstvi LSC (Agarwal
etal. 2019). V dalsi studii byl popsén pienos miR-126 prostfednictvim exosomi z buné¢né linie
HUVEC do buné&éné linie K562 a do LSC, coZ podporuje jejich quiescenci a piezivani (B.
Zhang et al. 2018). Hladina miR-126 je u LSC snizena oproti HSC, coz je zplisobeno BCR-
ABL kinazou, kterd aktivuje negativni regulator SPREDI1. Aktivovany SPREDI1 brani
transportu miR-126 z jadra i jejimu zrani. AvSak 1écba TKIs zvySuje hladinu miR-126 a Bcl-2
u LSC a podporuje jejich prezivani a quiescenci (Obr. 5, strana 13). Nasledné dochazi
k progresi CML a niz§imu pteziti mySich CML modela. (B. Zhang et al. 2018).V dalsi studii
bylo potvrzeno, ze knockdown SPRED-1 v LSC, endotelidlnich bunikach a LSC mysiho modelu
spousti formovani bunéénych kolonii, dochazi k vytvofeni blasti a niz§imu pfeziti mysi
nasledkem zvySené exprese miR-126. Dochézi k pfechodu z chronické do akcelerované c¢i

blastické faze onemocnéni. V HSC bunikéch pacientt v blastické fazi dochazi ke snizeni exprese
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SPRED-1 a naopak zvySeni exprese miR-126 v porovnani s chronickou fazi. Dale bylo
prokézano, ze umlceni genu pro SPRED-1 v HSC a endotelidlnich buiikdch podporuje
rezistenci na TKI a progresi CML (Qiao et al. 2022).

Delece miR-126 v LSC ¢i v endotelidlnich buiikdch nebo nové navrzeny inhibitor CpG-
miR-126i blokujici expresi miR-126 zvysi antileukemicky efekt TKI 1é€by in vivo (B. Zhang
et al. 2018).
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Obr. 4 — Uloha miR-126 piendSend exosonty: LAMAS4 buitky produkuji exosomy s miR-126 (4), které jsou pohlceny
endotelialnimi bunikami a po inkubaci s exosomy po dobu 6 az 12 hodin se v endotelialnich bunkdch zvysi VCAMI. Nasledkem
toho dojde k adhezi LAMAS4 k endotelialnim buiikam (B). Naopak inkubace exosomit z LAMAS84 bunék s endotelialnimi
bunkami po dobu 24 hodin snizi expresi CXCLI12 a VCAMI v endotelidlnich burikdach. Dochazi k naruSeni adhezivity
leukemickych bunék a zvysi se jejich migrace (C). (Vytvoreno pomoci BioRender.com).
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Obr. 5 — VIiv miR-126 na LSC: Piisobeni TKI snizi aktivitu BCR-ABL, coz souvisi se snizenim SPRED-1 a naopak
aktivaci MAPK drahy (A). Inhibice SPRED-1 také souvisi se zvySenim exprese miR-126 a antiapoptotického proteinu Bcl-2
(B). Ovlivneni LSC ma za nasledek jejich quiescenci, progresi CML a snizeni apoptozy. (Vytvoreno pomoci BioRender.com).

TKI

4.6.5 MiR-320

Jednd se o rodinu tumor-supresivni miRNA, kterd pomahd zastavit proliferaci
leukemickych bunék a zpiisobuje apoptodzu in vitro 1 in vivo (Jurkovicova et al. 2015; Xishan et
al. 2015; Gao et al. 2019). MiR-320 snizuje expresi BCR-ABL v K562 bunikéach pomoci vazby
na jeho 3'-UTR (Xishan et al. 2015; Gao et al. 2019) a zabranuje fosforylaci a aktivaci
PI3K/Akt/NF-kB (Xishan et al. 2015). MiR-320 je sniZzena u krevnich vzorkli pacientl
s atypickymi transkripty BCR-ABL rezistentnich na imatinib ve srovnani se senzitivni
kontrolou (Jurkovicova et al. 2015) a také v LSC oproti MSC zdravych osob, coz u CML
pacientli souvisi s relapsem a nizkou mirou doziti (Xishan et al. 2015). U zdravych osob je

v

s atypickymi transkripty BCR-ABL (Jurkovicova et al. 2015).

Bylo zjisténo, ze mnozstvi miR-320 je zvySené v exosomech z K562 bunék. Pomoci
heterogenniho jaderného ribonukleoproteinu A1 (HNRNPAI) leukemickych bunck je
selektivné transportovana do exosomu a tim dochazi ke sniZeni miR-320 v leukemickych
bunikach. Exosomy tedy ochrani leukemické buniky pied vlivem miR-320 na snizeni exprese
BCR-ABL. V klinickych vzorcich pacienti byla potvrzena zvySend exprese miR-320
a HNRNPAI, avSak mira exprese se liSila dle stadia CML. V chronické fazi byla miR-320
intracelularn¢ zvySena a exosomalné sniZena v porovnani s blastickou fazi onemocnéni, kde

tomu bylo naopak. HNRNPA1 byl signifikantné zvysen v blastické fazi. (Gao et al. 2019).
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4.6.6 MiR-328

Snizena hladina miR-328 a jeji nasledna degradace v lysozomech byla identifikovana
ve dvou imatinib rezistentnich bunécnych liniich K562 (Dong et al. 2019). MiR-328 negativné
ovliviiuje expresi ¢lena 2 ze superrodiny G ATP vazebnych transportérit (ABCG2) (Dong et al.
2019). Tento transportér je proto u imatinib rezistentnich linii zvySen na genové i proteinové
urovni, pomoci n€j dochézi k intracelularnimu snizeni imatinibu a poklesu apoptozy (Kosztyu
et al. 2014; Dong et al. 2019). Dong et al. navrhli mozny terapeuticky cil spocivajici ve zvySeni
exprese imatinib pumpujiciho transportéru ABCG2 a zlepseni odpovédi na 1€c¢bu imatinibem.
Tento ucinek prokazaly exosomy ziskané z rakovinnych bunék HEK293T transfekované miR-

328 a poté alkalizované, které byly ptidany k rezistentnim K562 bunikdm (Dong et al. 2019).

4.7 Modifikované exosomy potlacujici rezistenci CML bunck

Jako potencidlni 1écba byly vyuzity modifikované exosomy z bunééné linie HEK293T
lidskych embryonalnich ledvinovych bunék obsahujici SV40 T antigen (Bairoch 2018). Pouziti
modifikovanych exosomu bylo zaloZeno na zjisténi, Ze exprese receptoru pro interleukin 3 (IL-
3-R) je vyssi u LSC v porovnani s HSC (Nievergall et al. 2014). Modifikované exosomy na
svém povrchu obsahuji Lamp2b protein fuzovany s fragmentem interleukinu 3 (IL-3), ktery se
vaze na IL-3-R u K562 a LAMAS84 leukemickych bunék (Obr. 6, strana 15). Interakce
leukemickych bunék a modifikovanych exosomi byla potvrzena i u CML rezistentnich mysi.
Byly vytvofeny dva modely modifikovanych exosomil, v prvnim modelu byly HEK293T
buniky produkujici modifikované exosomy lé€eny imatinibem, ktery se diky tomu dostal do
exosomu. Druhy model spocival v transfekci siRNA pro BCR-ABL do HEK293T produkujici
modifikované exosomy. Exosomy z prvniho modelu pienesly imatinib do leukemickych bunék
a signifikantn¢ snizily bunécny rist a fosforylaci BCR-ABL in vitro. Druhym zptisobem
modifikované exosomy transfekované siRNA cilenou proti BCR-ABL také potlacily bunécny
rust, a navic snizily hladinu BCR-ABL mRNA i BCR-ABL proteinu u imatinib senzitivnich
LAMAS4 a K562 bunék, ale i u rezistentni K562 leukemické bunécné linie. Efekt exosomu
obsahujicich siRNA proti BCR-ABL byl uké4zan také in vivo, kdy u my$i obsahujici imatinib

rezistentni buiiky doslo ke snizeni ristu nddoru (Bellavia et al. 2017).
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Obr. 6 — Interakce modifikovanych exosomii s imatinib senzitivnimi a rezistentnimi leukemickymi burikami
a jejich vliv: Modifikované exosomy maji na svém povrchu Lamp2b fiizovany s casti IL-3 a interaguji pres IL-3-R receptor
s leukemickou bunikou (4,C). Exosomy nabohacené imatinibem snizuji bunécny riist senzitivnich bunék a fosforylaci BCL-ABL
(B). Exosomy s SiRNA BCR-ABL snizuji bunécny ruist rezistentnich i senzitivnich leukemickych bunék a inhibuji BCR-ABL (D).
(Vytvoreno pomoci BioRender.com).

4.8 Mesenchymalni kmenové builky a exosomy od nich odvozené

Mesenchymalni kmenové buiky (MSC), také nazyvané mesenchymalni stromalni
buiiky, jsou multipotentni kmenové builky nachazejici se v kostni dfeni. Reguluji funkci
hematopoetickych kmenovych bun¢k ptes chemokin CXCLI12 (Katayama et al. 2006).
Chemokin CXCL12 produkovany mesenchymalnimi kmenovymi buitkami se vaZze na CXCR4
receptor CML bunék, coz zptisobi migraci leukemickych bunék a jejich ochranu pfed bunéénou
smrti (Vianello et al. 2010). Inhibice receptoru CXCR4 podporuje 1é¢bu imatinibem a apoptoézu
leukemickych bunék. Dochazi totiz k aktivaci kaspazy 3 (Vianello et al. 2010; Agarwal et al.
2019). Exosomy z CML bungk v zavislosti na mnozstvi snizuji hladinu CXCL12 v MSC kostni
dfen¢ (Gao et al. 2019). Pravé odstranéni chemokinu CXCL12 z MSC miize mit vliv na

proliferaci a znovuobnoveni LSC (Agarwal et al. 2019).

Vysledky studie Zhang et al. ukazuji, ze exosomy produkované MSC z lidské kostni
diené¢ (BM-MSC) pfenéseji miR-15a , kterd je schopna zastavit bunéény cyklus v GO/G1 fazi,
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a tudiz zastavit proliferaci CML bun¢k in vitro. Naopak vysoka koncentrace exosomu, tedy
100 — 200 pg/ml, z BM-MSC v kombinaci s imatinibem zvysi proliferaci a snizi apoptézu CML
bun¢k in vitro (X. Zhang et al. 2020). U CML bun¢k inkubovanych s BM-MSC exosomy
spolecné s imatinibem dojde ke zvySeni exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2, sniZeni
exprese kaspazy 3, ale exprese proapoptotického proteinu Bax se nezméni (X. Zhang et al.
2020). Vianello et al. diive potvrdili zvySenou expresi antiapoptotického proteinu Bcl-x1
patficiho do rodiny proteint Bcl-2 a ochranu leukemickych bun¢k diky BM-MSC (Vianello et
al. 2010). Vyse uvedené funkce vedou k hypotéze, ze exosomy z BM-MSC zptsobuji rezistenci
na TKIs. Je vSak otdzkou, za jakych okolnosti takto vysokou koncentraci exosomii BM-MSC
uvoliuji v lidském organismu. /n vivo v modelové mysi pfitomnost exosomi z BM-MSC

podporila riist nadoru, snizila expresi kaspazy 3 a zvysila expresi Bcl-2 (X. Zhang et al. 2020).

V jiné studii byly pouZity exosomy izolované z mezenchymadlnich stromélnich bun¢k
nachazejicich se v krvi lidské pupecnikové $ntry (hUC-MSC) (Y. Liu et al. 2018). Za
pritomnosti imatinibu exosomy z hUC-MSC na rozdil od BM-MSC spousti apoptoézu aktivaci
kaspazové signalni drahy, kdy dojde ke zvySeni mnozstvi aktivovanych kaspaz 3 a 9 a proteinu
Bax, a naopak ke sniZeni exprese Bcl-2. AvSak bez ptitomnosti imatinibu exosomy z hUC-
MSC neovliviuji zivotaschopnost a apoptdézu bunééné linie K562 (Y. Liu et al. 2018). Lze
predpokladat, ze by mohly byt vyuzité jako podptrna 1écba k imatinibu. Pomoci hUC-MSC
dojde k fosforylaci p38 MAPK drahy a inhibici proliferace leukemickych bun¢k linie K562

(Tian et al. 2010). V této studii nebyla provéfena role imatinibu.

4.8.1 Autokrinni FGF2-FGFR1 ovlivnéni leukemickych bunék

Podle studie Aguayo et al. je zvysena hladina fibroblastického riistového faktoru (FGF2)
v plazmé u pacientli s CML (Aguayo et al. 2000). Jedna se o faktor produkovany stromalnimi
kmenovymi buiikami a hematopoetickymi buitkami, ktery je uloZen do extraceluldrni matrix
v kostni dieni a hraje dilezitou roli v hematopoéze (Allouche a Bikfalvi 1995). Exosomy
obsahujici FGF2 jsou pohlceny buiikami linie K562, které nasledkem toho 1épe preZivaji
v prostiedi s TKIs (Javidi-Sharifi et al. 2019). Pokud jsou pacienti 1éceni TKIs, tak stromalni
buniky kostni dfené produkuji vice FGF2 (Javidi-Sharifi et al. 2019). Rist stromélnich buné¢k
kostni dfen¢, produkce FGF2 a sekrece exosomu jsou podpoteny autokrinni aktivaci receptoru
fibroblastického rustového faktoru (FGFR1) prostfednictvim vazby FGF2 (Obr. 7, strana 17).
Inhibice FGFR1 receptoru na stromalnich bunikach vedla ke snizeni produkce exosomi (Javidi-
Sharifi et al. 2019). V diivé;si studii u pacienti rezistentnich na imatinib byla ukazana zvySena

exprese FGF2 ve stromalnich bunikdch a hematopoetickych progenitorech. Po 1écbé
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ponatinibem u pacientli bez mutace v tyrosin-kinazové doméné dojde ke snizeni FGF2 na

normalni hodnotu v kostni dieni (Traer et al. 2014).

Leukemické buiika
Created in BioRender.com bio

Obr. 7 — Znazornéni autokrinni aktivace stromdlnich bunék kostni diené pomoci FGF2. Lécba TKIs zpiisobi
autokrinni ovlivneni stromalnich bunék pomoci FGF2-FGFRI(A) a zvySené uvolnovani exosomit s FGF2 (B), které jsou
pohlceny leukemickymi burikami (C). Nasledkem prenosu FGF2 dochdzi v leukemickych bunikach k ochrané pred TKIs (D).
Pozn.: Pomeéry velikosti molekul nebyly zachovany z diivodu lepsi ilustrace probihajiciho déje (Vytvoreno pomoci
BioRender.com).

4.8.2 Ovlivnéni rezistence pomoci USP6- miR-146a-5p

Enzym ubikvitin karboxyl-termindlni hydrolaza 6 (USP6) svou deubikvitinacni
aktivitou brani degradaci mitochondridlniho enzymu glutamindzy 1 (GLS1) v imatinib
rezistentnich K562 buitkdch. ZvySend exprese USP6 vede ke sniZzeni apoptdzy spusténé
imatinibem a byla prokdzana ve vzorcich pacientll rezistentnich na imatinib. Enzym USP6,

a tedy i exprese glutamindzy 1 mohou byt negativné ovlivnény miR-146a-5p (Chen et al. 2022).

Exprese miR-146a-5p je ve vzorcich z imatinib rezistentnich pacientli snizena. Naopak
exosomy z hUC-MSC po inkubaci s imatinib rezistentnimi K562 buiikami zvysi expresi miR-
146-5p v rezistentnich buiikach a v kombinaci s imatinibem spousti apoptézu. Tyto exosomy

by mohly byt vyuzity k dalsi studii a pfipadné terapii (Chen et al. 2022).
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Exosomy ziskané z MSC od darcti by mohly byt vyuzity pro potencialni 1écbu pacienta
s GVHD, ktera se vyskytuje po transplantaci i u CML pacientll (Kordelas et al. 2014). V této
studii byl ze vzorklt MSC exosom ¢tyt potencialnich darcti vybran ten, ktery obsahoval nejvice
cytokinu IL-10. Béhem terapie byla prokazana snizena prozanétliva odpoved’ pacienta, zlepSeni
symptomt GvHD, a tedy snizeno mnozstvi steroidii. Pfesto pacient zemiel po 7 mésicich na

zéapal plic (Kordelas et al. 2014).

5 Vliv kostni dfené, jeji remodelace a angiogeneze

Cervena kostni dien je mikroprostiedi nachazejici se u dospélych osob v plochych
kostech, zejména v obratlich, hrudni kosti, zebrech, lebce, kyc¢elnich a ramennich kostech. Je
tvofena hematopoetickymi kmenovymi bunikami (HSC) a jejich progenitory (erytrocyty,
leukocyty a trombocyty), MSC, endotelialnimi butikami a osteoblasty (Yamaguchi et al. 2021).
Toto mikroprostiedi je dllezité pro spravnou hematopoézu. Pfi onemocnéni, jako je chronicka
myeloidni leukemie, dochéazi k naruSeni kostni dfen¢ pomoci leukemickych bungk, k jejimu
naslednému osidlovani leukemickymi bunikami, remodelaci a vytvoteni prostiedi podporujiciho
leukemické buiiky. Béhem tohoto procesu jsou leukemické buiiky pfeménény na leukemické
kmenové buiky (LSC) a mohou proliferovat a znovu se obnovovat stejné jako HSC
(Yamaguchi et al. 2021). Podpora leukemického mikroprostredi je také ovlivnéna MSC, které
komunikuji ptes CXCL12-CXCR-4 buné&ény receptor s CML buiikami (Vianello et al. 2010).
Mikroprostiedi kostni diené prostfednictvim exosoml ovliviluje angiogenezi a adhezi

leukemickych bunék (Taverna et al. 2012).

5.1 Vliv exosoml na angiogenezi

Angiogeneze ma dilezitou roli nejen u pevnych nadort, ale i u CML. V kostni dieni
dochazi ke zvySeni po¢tu a formovani zasobujicich krevnich cév. To ma za nésledek progresi
leukemickych buné€k a rozvoj leukemie. Dochdzi take ke zvySeni hladin angiogennich faktort:
vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF), FGF2, dale tumor nekrotizujici faktor alfa
(TNF-0) a hepatocytarni riistovy faktor (HGF) (Aguayo et al. 2000). Pokud bereme v tivahu
fazi onemocnéni, tak dochazi k diferencialni expresi HGF pii transformaci do blastické faze,
kdy se hladina HGF zvysi (Zhelyazkova et al. 2008). Dtlezitou roli v angiogenezi maji
endotelidlni buiiky. Na jejich bunéc¢né receptory se vazi FGF2 a VEGF, ovliviuji tyrosin-
kindzovou aktivitu a spousti signalni drahy: kindzy Src, malé GTPazy Ras, PI3K a fosfolipazy

C (PLC) vedouci k proliferaci a migraci téchto bunék (Cross a Claesson-Welsh 2001).
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Exosomy uvolnéné z leukemickych bunék LAMAS84 a pacientskych vzork maji vliv
na endotelidlni bunky a dochdzi k angiogenezi in vitro 1 in vivo (Taverna et al. 2012). Stejny
vliv exosomil byl potvrzen i v jiné studii zabyvajici se bunécnou linii K562 (Mineo et al. 2012).
Exosomy z K562 bunék podporuji angiogenezi aktivaci Src dependentni drahy (Mineo et al.
2012), ktera zptisobi uvolnéni prozanétlivého cytokinu IL-8 z endotelidlnich bun¢k (Taverna et
al. 2012). Bylo prokazano, ze exosomy spolu s IL-8 dale zvySuji expresi adheznich molekul,
ICAM-1 a VCAM-1 v endotelidlnich buiikdch. Nésledkem toho endotelidlni buriky interaguji
s leukemickymi buiitkami (Taverna et al. 2012). Po adhezi rakovinnych bunék na endotelialni
buniky dochazi k naruSeni mezibunécnych spojii endotelidlnich bunck, které méa za nésledek
zvySenou permeabilitu endotelidlni tkané¢ (Cai, Jiang, a Mansel 1999). K naruseni
mezibunéénych spojii endotelidlnich bunék a zméné v bunécné lokalizaci vaskularniho
endotelialniho kadherinu (VE-kadherinu) a B-kateninu dochazi u CML praveé vlivem exosomt

(Taverna et al. 2012).

Dalsim faktorem podporujicim formovani krevnich cév endotelidlnich bunék je zvySena
hladina miR-210 obsazend v exosomech, kter¢ byly ziskdny zhypoxickych K562
leukemickych bun¢k (Tadokoro et al. 2013). MiR-210 pfispiva k rozvoji angiogeneze inhibici
jejiho negativniho reguldtoru tyrosin-kinazového ligandu EFNA-3 (Fasanaro et al. 2008;
Tadokoro et al. 2013). Za hypoxickych podminek miR-210 ovlivni také angiogenni faktor
VEGF a podporuje tak migraci endotelialnich bunék (Fasanaro et al. 2008). Tato migrace
a angiogeneze muZze byt ovlivnéna i pomoci exosoml K562, které maji vliv na zvySeni VEGFR
na genove urovni u endotelidlnich bunék. Jak jiz bylo popsano vyse, na tyto receptory se vazi
angiogenni faktory a dochazi k stimulaci signéalnich drah jako napt. PI3K/Akt (Taverna et al.
2016). Dalsim faktorem pozitivné ovliviiujici migracit HUVEC a angiogenezi u CML je miR-
92a, ktera je transportovana K562 exosomy (Umezu et al. 2013). V endotelidlnich buiikdch
nasledné dochazi ke sniZeni proangiogenniho faktoru integrinu a5 (Umezu et al. 2013). SniZeni
integrinu a5 potvrzuje jind studie, ktera se ale zabyvala u¢inkem miR-92a jako negativniho
regulatoru angiogeneze na rozdil od Umezu et al. Tyto odliSné negativni u¢inky miR-92a na
angiogenezi lze vysvétlit tim, Ze byly prokdzany na modelu ischemické mysi po infarktu
myokardu, tedy u angiogeneze neprobihajici u CML (Bonauer et al. 2009). MiR-92a-3p

pienasena K562 exosomy nema pouze angiogenni vliv u CML, ale také cili na tukovou tkan,
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tedy dochazi k ovlivnéni adipogeneze mesenchymalnich kmenovych bunék a ke snizeni vahy

pacienta v pokroc¢ilych stadiich onemocnéni CML (Wan et al. 2019).

MiR-126 pomoci angiogennich faktordt FGF2 a VEGF podporuje aktivaci MAPK drahy,
fosforylaci ERK1/2 v endotelidlnich buiikdch a néslednou angiogenezi. Dochdzi k tomu
zejména inaktivaci negativniho reguldtoru MAPK drahy SPRED-1 (S. Wang et al. 2008). MiR-
126 je prenasena exosomy pochdazejicich z leukemickych bunék do endotelialnich bunék, které
nasledn¢ ovlivni (Taverna et al. 2014). Ovlivnéni endotelidlnich bun¢k pomoci SPRED-1

a miR-126 bylo potvrzeno i v jiné studii (Qiao et al. 2022).

Leukemické buiky oSetfené kurkuminem transportuji miR-21 do exosomu, ¢imz
dochazi ke snizeni exprese angiogenniho faktoru VEGF v téchto buiikach (Taverna et al. 2015).
Exosomy piendsi miR-21 do endotelidlnich bunék, kde néasledkem toho dochazi ke snizeni
signalniho proteinu RhoB (Taverna et al. 2016). Jedna se o0 Rho GTP4azu, cilici na dynamiku
aktinového cytoskeletu a jeji inhibice vede v buiikach ke stabilizaci mezibunécnych kontaktt
VE-kadherinu a k zastaveni migrace endotelidlnich bunék (Taverna et al. 2016; Pronk et al.
2017). Na pohyblivost endotelidlnich bun¢k ma také vliv myristoylovany substrat C-kindzy
bohaty na alanin (MARCKS). MARCKS byl signifikantné snizen pomoci miR-21 v exosomech
pochazejicich z bunék 1écenych kurkuminem v porovnéni s kontrolnimi exosomy. Kurkumin
oslabil schopnost exosomi podporovat angiogenezi potlaenim uvoliovanim IL-8
z endotelialnich bun¢k a snizenim VCAM-1 v endotelidlnich bunkach. Potencidlni 1écba
kurkuminem ma tedy inhibi¢ni vliv jak na leukemické bunky, tak 1 na angiogenezi
endotelialnich bunék (Taverna et al. 2016). Avsak tato hypotéza by méla byt podpotena dalSim
vyzkumem, zejména jaky vliv ma tato pifirodni latka na tyrosin-kindzové inhibitory, zda

nedochazi k jejich vzdjemnému negativnimu ovlivnéni.

5.2 Vliv exosoml na remodelaci kostni diené

Exosomy z LAMAS84 bunc¢k aktivuji EGFR signalni drahu ve stromalnich bunikach, coz
ma za nasledek zvySenou adhezi LAMAS84 bun¢k k HS-5 stromalnim buiikdm (Obr. 8, strana
21). K této adhezni funkci je nutny receptor endotelidlniho ristového faktoru (EGFR) a jeho
ligandy. Zejména zvysSena hladina ligandu AREG byla identifikovana u exosomti z LAMASg4
bun¢k. U tiindcti nové diagnostikovanych pacientdt byl AREG pfitomny v buikéach
1 exosomech, avSak nebyl vzdy zvyseny v porovnani s CD34+ buiikami. Stromalni buniky jsou
exosomalnim ligandem AREG ovlivnény, dochazi k interakci mezi AREG a EGFR receptorem

stromalnich bun¢k a dojde ke zvySeni exprese transkripéniho faktoru SNAIL a jeho
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transkripcnich cili IL-8 a MMP9. Dochazi také ke zvySeni exprese annexinu A2 piispivajiciho
k adhezi leukemickych bunék na stromalni buiiky (Corrado et al. 2016). IL-8 je uvoliiovany ze
stromalnich bun¢k plsobenim exosomi a jeho vazbou na receptor CXCR1 a CXCR2
leukemickych bunék ovlivni zvyseni jejich adheze, ale 1 migrace a indukuje fosforylaci Akt

vedouci k preziti (Waugh a Wilson 2008; Corrado et al. 2014).
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Obr. 8—Exosomy 7 leukemickych bunék podpoii adhezi CML bunék na stromdlni butiky v kostni dieni a pieZiti
leukemickych bunék: LAMAS84 buiiky uvolni exosomy s AREG, ktery je ligandem pro EGFR na stromdlnich bunkdch (4). Pres
tento receptor dochazi ke stimulaci stromalnich bunék, aktivaci SNAIL, MMP9 a IL-8 (B). IL-8 je uvolnén a piisobi na LAMAS4
bunky vazbou na jejich CXCR1 a CXCR2, coz vede k fosforylaci Akt (C). To indukuje adhezi leukemickych bunék ke stromalnim
bunkam a zvysuje preziti CML bunék (D). (Vytvoreno pomoci BioRender.com)

Dalsi ulohou exosomil je piendsSet miR-320 z leukemickych bunék do MSC kostni
dfen¢. Dochazi k ovlivnéni MSC, k potlaceni osteogeneze in vitro i in vivo, ke zméné

mikroprostiedi kostni dfen¢ a ristu leukemickych bun¢k (Gao et al. 2019).

6 Rust nadoru a proliferace leukemickych bunck

Pti ristu nadoru, proliferaci a pfeziti leukemickych bun¢k dochdzi ke spuSténi
antiapoptotickych signali pomoci LAMAS84 exosomil. Tyto exosomy obsahuji TGF-B1
a pomoci vazby na TGF-B1 receptor leukemickych bunck autokrinné ovlivni aktivaci PI3K/Akt
signalni drahy nezavislé na SMAD 2/3 (L. Zhang, Zhou, a Dijke 2013; Raimondo et al. 2015).
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Pti aktivaci této signalni drahy in vivo i in vitro nasledn¢ dochazi k fosforylaci Akt. Je také
aktivovana MAPK/ERK draha a signalni drdha spoustéjici nuklearni faktor kappa B (NF-kB).
Dochazi ke snizeni apoptozy, a tedy ke zvySené hladin¢ Bcl-xl, survivinu a zvySené se
exprimuje také Bcl-w. Exosomy naopak snizi expresi proapoptotickych proteinit BAD, Bax a
PUMA v leukemickych bunkéach (Raimondo et al. 2015). Vliv PI3K/Akt drahy byl potvrzen i
v hemangioblastech, tedy multipotentnich kmenovych butikach, nové diagnostikovanych CML
pacientii (Fang et al. 2004; Zhu et al. 2011). Avsak s tim rozdilem, ze kromé¢ aktivace PI3K/Akt/
NF-xB dochézi i1 k aktivaci matrixové MMP9. MMP9 indukuje zvySenou hladinu s-KitL a
s-ICAM-1 na genové i proteinové urovni. Podle Zhu et al. mize solubilni mezibunécna
adhezivni molekula 1 (s-ICAM-1) branit rozpozndvani nadorovych bun¢k buitkami imunitniho

systému (Zhu et al. 2011).
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7 Diskuze a zavér

V této bakalaiské praci byly shrnuty dosud objevené funkce exosomti u CML, mezi
které patii ovlivnéni proliferace leukemickych bunék, vznik rezistence na TKIs, zména adheze,

remodelace kostni dfen¢ a angiogeneze.

Pro studium vlivu exosomu se nejcastéji pouzivaji modelové bunécné linie LAMAS4
a K562 senzitivni a rezistentni na TKIs nejcastéji imatinib, pfipadné se vyuzivaji pacientské
vzorky (Taverna et al. 2014; J. Liu et al. 2016; Hrdinova et al. 2021). TKIs znamenaly prilom
v 1écbé CML, protoze inhibuji specifickou fuzni kindizu BCR-ABL pfitomnou pouze u CML
bunék (B. J. Druker et al. 1996). OvSem v prub¢hu 1écby muze dojit ke vzniku rezistence, na
které se mohou podilet i exosomy. Exosomy z rezistentnich bun¢k pienéseji proteiny, nukleové
kyseliny, chemokiny do senzitivnich bun¢k, u kterych nasledkem toho dojde ke vzniku
rezistence ¢i ke zlepSeni pfezivani (Min et al. 2018). PfenaSené molekuly v cilovych buiikach
snizuji proapoptotické proteiny kaspazu 3 a Bax a naopak zvySuji antiapoptotické proteiny
rodiny Bcl-2 (Raimondo et al. 2015; J. Liu et al. 2016; B. Zhang et al. 2018; Min et al. 2018).
Mezi tyto molekuly patfi napf. Hsa circ 0058493 a miR-365, které jsou nabohaceny
v exosomech 1 v rezistentnich bunikdch (Min et al. 2018; Zhong et al. 2021). Zptsob, jakym
tyto molekuly vyvolavaji rezistenci je odlisny, respektive u Hsa circ_ 0058493 neni dosud
znam (Zhong et al. 2021). Efekt pienosu exosomt z rezistentnich K562 bunék na senzitivni
K562 buiiky byl studovan i na trovni proteinit a byly navrzeny dal$i molekuly, kterymi
exosomy pfispivaji k lepSimu pfezivani senzitivnich bun€k v imatinibu. Mohlo by se jednat
o ptenos BCR-ABL mRNA, BCR-ABL proteinu ¢i o pienos proteinli spojenych s progresi
rakoviny CD146, IFITM3 a CD36 (Hrdinova et al. 2021). Proteiny CD146, IFITM3 a CD36 by
navic mohly slouzit jako markery rezistence na imatinib (Hrdinova et al. 2021), nicméné
ve vzorcich z imatinib rezistentnich pacientii byly detekovany zvySené hladiny ribosomalnich
proteint (Li et al., 2021). Rozdil ve vysledcich proteomickych studii exosomil poukazuje na to,

7e bunécna linie nemize plné odrazet komplexitu CML in vivo.

Exosomy jsou schopny ovliviiovat proliferaci i autokrinn€ prostfednictvim aktivace
PI3K/Akt/mTOR signalni drahy ligandem TGF-B1 (Raimondo et al. 2015; J. Liu et al. 2016).
Muiize byt také podpoieno zvysené uvoliovani exosomil souvisejici s mTOR nezavislou drdhou
(J. Liu et al. 2016). Navic rezistence na TKIs a ptfezivani leukemickych bun¢k v prostredi
imatinibu mize byt také posileno piimou interakci mezi buikami (Vianello et al. 2010) ¢i

exosomy z okolnich bunék napf. exosomy ze stromalnich bunék kostni dfené prenasejicimi
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FGF2 do leukemickych bunék, které jsou nasledné ochranény pied TKIs (Javidi-Sharifi et al.
2019)

Mikroprostiedi kostni dfené a angiogeneze jsou dalSim mistem plsobeni exosomu a
i u exosomu izolovanych z pacientskych vzorkt byl prokézan angiogenni efekt (Taverna et al.
2012). Je znamo, ze hypoxie podporuje angiogenezi, a proto neni prekvapujici, Ze exosomy
z hypoxickych K562 bun¢k podporuji formovani krevnich cév prenosem miR-210 (Tadokoro
et al. 2013). Exosomy z leukemickych bun¢k remodeluji kostni dfen tak, aby podporovala
leukemické bunky na ukor zdravych bun¢k. Déje se tak napt. prenosem tumor supresivni miR-
320, ktera v MSC potlaci expresi genil ucastnicich se osteogeneze a hematopoézy (Gao et al.
2019). Exosomy z leukemickych bunék ptenaseji miR-92a, ovliviiuji endotelidlni bunky a
dochazi ke zvyseni exprese IL-8 a adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1 a dale k aktivaci Src
drédhy (Taverna et al. 2012; Mineo et al. 2012; Umezu et al. 2013; Tadokoro et al. 2013).
Angiogeneze miize byt také podpotfena exosomy z leukemickych bun¢k pienasejicimi miR-126
do endotelidlnich bun¢k, coz zplisobi zvyseni angiogennich faktorit FGF2 a VEGF (S. Wang et
al. 2008; Taverna et al. 2014).

Je tedy zfejmé, ze exosomy hraji dulezitou roli v komunikaci mezi leukemickymi
buitkami, ale 1 mezi odliSnymi bunéénymi typy a pfispivaji tak k rozvoji rezistence na TKIs

a k modifikaci mikroprostiedi kostni dien€ ve prospéch leukemickych bunck.

Na druhou stranu je mozné exosomy vyuzit pro zasahnuti téchto procesti a spusténi
apoptdzy leukemickych bunek. Modifikované exosomy z HEK293T bun¢k prenésejici imatinib
¢i siRNA pro BCR-ABL byly testovany jako potencidlni 1é¢ba CML (Bellavia et al. 2017).
Exosomy z HEK293T bun¢k byly také vyuzity k pfenosu miR-328, ktera v cilovych bunkéch
snizi expresi transportéru ABCG2 pienasejicitho imatinib ven z bunck (Dong et al. 2019).
Proapoptoticky uc€inek na senzitivni i rezistentni leukemické mohou mit exosomy z hUC-MSC

(Y. Liu et al. 2018; Chen et al. 2022).
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