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Abstrakt

BCR/ABL je konstitutivn¢ aktivni tyrozin kinaza, jez je pfiinou vzniku chronické
myeloidni leukemie (CML), a pfiblizné 30% akutnich lymfoblastickych leukemii. S
nedavnym uvedenim tyrozin kinazovych inhibitort (TKI), pfedstavovanych Imatinibem,
Nilotinibem, Dasatinibem, Bosutinibem, se pacienti s Ph+ CML a ALL stali kandidaty pro
tento typ terapie. Z dostupnych TKI predstavuje Imatinib prvni linii 1é¢by pro CML
pacienty v chronické féazi, zatimco u Ph+ ALL pacientd jsou za ucinnéjsi volbu
povazovany TKI druhé generace (Nilotinib, Dasatinib, Bosutinib)

Jelikoz je 1écba TKI prakticky celozivotni, mize se u znacné Casti pacientd objevit
dnes$nimu dni je identifikovano pies devadesat mutaci kinazové domény, ovliviiujicich pies
50 AMK. Opakované se vyskytujici mutace byly také testovany in vitro pro stanoveni
svych in vivo vlastnosti.

Nasim cilem je vyvinout in vitro metodiku, ktera by umoznovala testovani sensitivity
novych BCR/ABL mutaci, identifikovanych jiz na nizké hladiné MRN, K nyni terapeuticky
vyuzivanym TKI. Pro tento zamér jsme vyuzili technik mistné cilené mutageneze,
abychom in vitro vytvofili nové BCR/ABL varianty. Pfiprava a selekce stabilnich klont
Ba/F3 bun¢k byla provedena transdukci retrovirovymi konstrukty, nesoucimi transgen
s jednotlivymi variantami BCR/ABL. Tyto bun&tné linie byly nasledné testovany na svou
citlivost vaci TKI

V¢asna informace o charakteru mutace BCR/ABL kinazové domény a jejim biologickém
vyznamu muze byt pro klinika nesmirn¢€ dualezitou pii rozhodovani o Upravé ¢i zméné
1é€by. Doufame, Ze uspéch naSeho testovani by mohl byt dalSim krokem, vedoucim

K personalizované, pacientim piizptisobené medicing.

Kli¢ova slova: Chronicka myeloidni leukémie, Ph chromozom, BCR/ABL, Tyrozin

kinazov¢ inhibitory



Abstract

BCR/ABL is a constitutively active tyrosine kinase that has been shown to be at the heart
of the development of chronic myeloid leukemia (CML) and about 30% of acute
lymphoblastic leukemia (ALL). With the recent advent of tyrosine kinase inhibitors
(TKIs), exemplified by Imatinib, Nilotinib, Dasatinib and Bosutinib, patients with Ph+
CML or ALL are candidates for the therapy with these agents. From the available TKIs,
Imatinib is considered as front-line therapy for CML patients in chronic phase, while for
Ph+ ALL patients, 2" generation TKIs (nilotinib, dasatinib, bosutinib) might be
considered as more effective therapeutic option. Since the treatment with TKIs is a long-
term affair, a substantial proportion of patients acquire some sort of mutation in kinase
domain of BCR-ABL, which could be a reason of treatment failure.

To date, over ninety BCR/ABL kinase domain mutations have been identified,
affecting over 50 amino acids. Recurrent BCR/ABL kinase domain mutations have already
been in vitro tested to approximate for their in vivo behavior.

Our goal is to invent in vitro technique that would allow testing TKI sensitivity of
novel BCR/ABL kinase domain mutations, identified at very low MRD levels. The
technique makes use of site-directed mutagenesis to create the novel BCR/ABL kinase
domain variants in vitro, preparation and selection of stable clones of Ba/F3 cells
transduced with retroviral constructs harboring the transgene and tests of their in vitro
response to a panel of TKIs.

Timely information on the BCR/ABL kinase domain mutational status and its
biological relevance might prove valuable for the clinical hematologist in their clinical
decision making in respect to the treatment modulation and adjustment. Thus, we believe
that this approach is just another step on the way to personalized, patient-tailored medicine,

which in the future should be the ultimate goal for the molecular medicine.

Keywords: Chronic myeloid leukemia, Ph chromosome, BCR/ABL, Tyrosine kinase
inhibitors
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Seznam zkratek

CML Chronicka myeloidni leukémie
ALL Akutni lymfoblasticka leukémie
AML Akutni myeloidni leukémie

ET Esencidlni trombocytemie

PV Polycytemia vera

IM Idiopatickd myelofibréza

Ph chromozom Philadelphsky chromozom

cp Chronicka faze

AP Akutni faze

BC Blasticka krize

TKI Tyrozin kindzové inhibitory

KD Kindzova doména

MRN (MRD) Minimalni residudlni nemoc
AMK Aminokyseliny

Wit Wild type

WHO World hematology organization



1. Uvod

Chronickd myeloidni leukémie (CML) je jednou z nejcastéji se vyskytujicich leukémii u
dospélych pacientl, u nichz pfedstavuje piiblizn€ 20% vSech hematoonkologickych
onemocnéni. Jednd se o klondlni myeloproliferativni onemocnéni, vychazejici
Z abnormalni pluripotentni kmenové buiiky. Z této kmenové leukemické bunky jsou
odvozena zralejsi stadia granulocytti, se zachovanou schopnosti diferenciace.

V 90% ptipadi vyskytu onemocnéni je v buiikdch piitomen tzv. Philadelphsky
(Ph) chromozom, jenz je vysledkem reciproké translokace chromozomu 9 a 22. Touto
translokaci vznikd chiméricky gen BCR/ABL, jeho formy se mohou lisit v zavislosti na
umisténi zlomu. Kromé& dominantniho vyskytu u CML je Ph chromozom nalézan v mensi
mife i u akutni lymfoblastické a akutni myeloidni leukémie.

Produktem chimérického genu je fizni protein, jenZ si zachovavéd kinazovou
aktivitu pivodni kindzy Abl, ktera vSak nyni neni pod vlivem regulace a kontinudlné
stimuluje bunéénou proliferaci, potlacuje apoptézu a méni adhezi bunc¢k vici stromatu.
Zaroven blokuje bunécénou diferenciaci a tim i pfirozené odstraiiovani bun¢k z obé&hu.

Historicky hrala primarni 1écebnou ulohu alogenni transplantace kostni diené
v kombinaci s chemoterapii, zejména se zastoupenim hydroxyurey a interferonu a. Tyto
postupy byly vSak jiZ nahrazeny cilenymi 1é¢ivy — inhibitory tyrozinovych kinaz (TKI). Do
klinické praxe na pocatku 21. stoleti vstoupil jako prvni Imatinib a o nékolik let pozdé;ji i
tzv. inhibitory druhé generace. Jejich vyvoj byl vynucen narGstem rezistence vuci
Imatinibu v disledku selekce mutantnich variant chimérického proteinu. U vétSiny ptipada
je tato rezistence zptisobena mutacemi v kinazové doméné¢ BCR/ABL. Navzdory moznosti
vzniku rezistence je Imatinib nadale prvni linii 1é¢by pacienti s CML. Divodem je jednak
jeho stale dosti vysoka ucinnost a za druhé vyssi mira nezddoucich ucink u alternativnich
inhibitord.

V soucasnosti je jiz popsano nékolik desitek mutaci, jez mohou vyznamnég
ovlivnit odpovéd’ pacienta na 1écbu. Nekteré z nich zplsobuji rezistenci dokonce vuci
vSem dostupnym lékiim. Stale jsou vSak objevovadny nové mutace, jejichz klinicka
relevance je nezndma. Z tohoto diivodu je diilezité nalézt rychlou a spolehlivou metodiku,
S jejiz pomoci bychom byli schopni stanovit in vitro citlivost novych mutant vaci TKI.

Vypracovani této metodiky je cilem této prace. V piipad¢ uspéchu bychom ziskali
nastroj, jenz umozni zvolit pro pacienta s mutaci v kindzové doméné¢ BCR/ABL adekvéatni

1é¢bu v piijatelném Casovém horizontu.



2. Literarni prehled

2.1 Leukémie

Pojem leukémie zahrnuje celou fadu malignich onemocnéni postihujici hematopoeticky
systém.

Dochazi k transformaci obvykle na trovni kmenové hematopoetické burky.
Vysledkem transformace je nekontrolovana proliferace patologickych bun¢k. Typickymi
vlastnostmi nddorové kmenové bunky jsou: schopnost sebeobnovy, abnormalni proliferace,
aberantni diferenciace a 1ékova rezistence. Ke vzniku leukémie mize dojit v zdsad¢ na

urovni jakéhokoliv bunééného typu, vcetné jadernych prekurzort erytrocyti.

Leukémie lze rozdélit na zakladé¢ pribeéhu onemocnéni, a to na leukémie akutni a
chronické.

Akutni leukémie se vyznacuji prudkym ndstupem onemocnéni. Pfi nedostatecné
1é¢bé je median preziti priblizné 2-3 mésice. Dochazi ke zmozeni bun€k mladsi vyvojové
fady — tzv. blasti, u nichZ je omezena schopnost diferenciace ve zralou buniku (Mayer et
al., 2002).

Chronické formy se vyznacuji pomalym a postupnym pribéhem nemoci, jez je
vyvolana spiSe zralejSimi bunikami se zachovalou schopnosti diferenciace, postradaji ale
normalni funkci a pfirozené neodumiraji. Pacient miiZze zit 1 fadu let bez 1écby, diagnoza
byva obvykle ndhodna pfi jiném vysetieni. I u chronickych leukémii vSak miize v pribéhu
¢asu dojit k blastickému zvratu, pfi némzZ dochazi k rychlé progresi onemocnéni, jez bez
intenzivni 1é¢by kon¢i fatalné. (Mayer et al., 2002)

Rozdé€leni leukémii je mozné dale provadét na zaklad€ bunécného typu.

Kmenové buiiky se za fyziologickych podminek ve dfeni udrzuji v malém poctu po cely
zivot. Jejich charakteristickym znakem je adhezivni molekula CD34. Z kmenovych bun¢k
vznikaji dv¢é zakladni linie - myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni linie vznikaji monocyty,
megakaryocyty (z jejichz membran se od$tépuji trombocyty), erytrocyty a tfi druhy
granulocyti (neutrofily, eozinofily a bazofily), které jsou profesionalnimi fagocyty,
zakladni bunky nespecifické imunity, vyznamné v antiinfekéni obrané, zejména proti
extracelularnim bakteriim (Obr.1). Z lymfoidni linie se diferencuji NK bunky, lymfocyty B
a T (Mayer et al., 2002).



Transformaci (pluripotentnich) kmenovych hematopoetickych bunék vznikaji patologické
klony, jejichz proliferace a akumulace je zvySena. Podle typu krvetvornych bunck, ve
kterych doslo k nadorovému zvratu, rozliSujeme leukémie lymocytarni a leukémie

myeloidni. (Mayer et al., 2002)
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Obr.1: Diferenciace hematopoetické myeloidni bun&éné linie.

( http://www.mpnconnect.org/jak-pathway/jak-pathway-mutations/index.aspx)

2.1.1 Myeloproliferativni nemoci

CML se tadi dle FAB klasifikace do skupiny myeloproliferativnich nemoci. Do této
skupiny se fadi napf. 1 Polycytemia vera (PV), esencialni trombocytemie (ET) a idiopaticka
myelofibroza (IM). U myeloproliferativnich chorob maligni buniky proliferuji a diferencuji
Vjednu dominujici hematopoetickou fadu (granulocytdrni, megakaryocytarni nebo
erytroidni) Pro vSechny myeloproliferativni choroby je typicka reaktivace extrameduldrni
krvetvorby ve slezing€ a jatrech (vedouci k hepatosplenomegalii). Genetickd nestabilita a
vznik dal§ich zmén zpisobuji stupniovani agresivity nemoci a mohou vést k prechodu
v akutni leukemii. Rychlosti pfechodu do faze akutni leukémie se jednotlivé

myeloproliferativni choroby lisi. (Adam et al, 2001)

10



2.2 Chronicka myeloidni leukemie (CML)

V perifernim krevnim obraze CML se vyskytuje vysoky pocet neutrofilli a jejich zralejSich
prekurzorti, ale také byva zvySen pocet trombocytl, bazofilnich segmentti a nékdy i

erytrocytu. (Adam et al, 2001)

2.2.1 Faze CML a klinicky obraz

Ptiznaky v pocatecnich stadiich byvaji mirné, nespecifické, zplsobené anémii a
splenomegalii (Faber et al., 2010). Chronicka faze (CP) trva praimérné 3-4 roky a choroba
je u vyznamné proporce pacientit (30%) zjiSténa ndhodné pii vySetieni krevniho obrazu
(Sureda a Hernandez-Bronchud, 1997). U nékterych nemocnych se mize projevit vahovy
ubytek, no¢ni poceni, tinava a nevykonnost, nechutenstvi poptipad¢ tlak v levém podzebfi.
S postupem ¢asu muze nemoc progredovat do akcelerované faze (AP), kdy se intenzita
potizi stupniuje.

Pacienti trpi vétSim ubytkem hmotnosti, nevykonnosti, dusnosti a ve variabilnim
poméru i zavratémi, progresi trombocytopenie, anémie a progresivné se zacne zvétSovat
slezina. Vyrazna splenomegalie zptisobuje utlakem okolnich organt silné bolesti bficha.
Vzacné se vyskytuje 1 Sweetliv syndrom (akutni febrilni neutrofilni dermatéza).

Terminalnim stadiem CML je piechod nemoci v tzv.blastickou krizi (BC)
S klinickymi symptomy shodnymi s akutni leukémii, kdy jiZ choroba nedostatecné reaguje
na cytostatika. Blasty jsou Vv kostni dfeni zastoupeny z vice nez 50% vSech krevnich
elementll. ZhorSeny stav je doprovazen neinfek¢énimi teplotami, bolestmi kosti, krvacivosti,
zvétSenim miznich uzlin, trombocytopenii, anemii a nedostatkem funk¢nich granulocytd,
z ¢ehoz vyplyva sniZeni protibakteridlni imunity. Zvrat mize byt myeloblasticky (60%),
lymfoblasticky (30%), nebo myelo-lymfoblasticky (10%) (Adam et al, 2001)(Sureda a
Hernandez-Bronchud, 1997)(Cang a D. Liu, 2008).
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2.2.2 Diagnostika

2.2.2.1 Laboratorni vySetieni

Krevni obraz patii k zakladnimu vySetfeni v diagnostice CML. ZvySeny pocet leukocytl
dosahuje hodnot v rozmezi 20x10%1 az 500x10%1 . Granulocyty vyzravaji do stadia
segmentii a morfologicky se nelis§i od granulocyti zdravych osob. Pievazuji neutrofilni
granulocyty, vyskytuji se ale 1 nezralé formy neutrofilnich granulocytd. Blasty v chronické
fazi neptesahuji vétSinou 10-15% bunék v diferencidlnim rozpoctu periferni krve. Zvyseny
absolutni pocet eozinofili a bazofili v periferni krvi byva také pravidelnym nalezem. U
vétSiny nemocnych je pfi diagnoze pfitomna anémie. Pocet destiCek je normalni nebo
zvyseny. Niz§i hodnoty trombocytli mohou znamenat blizici se akceleraci ¢i blasticky zvrat
onemocnéni. Vyznamnym diagnostickym kritériem v diivéjSich dobach bylo stanoveni
alkalické fosfatazy. Hodnoty leukocytarni alkalické fosfatdzy u CML byvaji nizké az
nulové. Z biochemickych nélezli je u pacientll vétSinou zaznamendna zvySena hladina
kyseliny mocové a laktatdehydrogenazy, jejiz hladina koreluje s aktivitou choroby.
Hladina vitaminu B1, v séru muze byt az 10x vyssi, coz je dano zvySenou afinitou proteint

neutrofild k vitaminu. A (Faber et al., 2010)
2.2.2.2 Diferencialni diagnostika

Vysoké poéty leukocyti (leukocytoza) se mize vyskytnout také u zanétlivych infekénich
onemocnéni (sepse), u myelodisplastického syndromu a dal§ich myeloproliferativnich
chorob. Obecné je leukocytéza, zvySeny pocet trombocytt, fibréza kostni dfené¢ a
splenomegalie priznakem myelodisplastickych syndromti a dal§ich myeloproliferativnich
chorob (podle WHO klasifikace) - jako je PV, IM, ET, chronicka neutrofilni ¢i eozinofilni
leukémie. Jednozna¢nou odlisnosti CML je pfedev§im pozitivita Ph chromozomu, ¢i
fazniho genu BCR/ABL. Diferencialni diagnéza PV, IM a ET je urcovana podle kritérii
WHO. Priikazem Ph negativnich myeloproliraci mize byt také pfitomnost mutace V617F

v genu JAK?2.
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pozitivni akutni lymfoblastickd leukémie. V ptipadech ALL se vétSinou vyskytuje fuzni
gen BCR/ABL typu minor a chybi udaje o CML v piedchorobi (Mayer et al., 2002).

2.2.2.3 Cytologicka vysetieni kostni direné

Vyznamnou ulohu pfi stanoveni diagnozy a predevsim odliseni jednotlivych fazi CML ma
cytologické vySetfeni kostni diené. Neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulocyty jsou
zastoupeny ve zvysené mife véetnd jejich prekurzort. Cast&jsi je i piitomnost makrofagi.
Podil erytropoézy kleséd (pod 5%). Barvitelné Zelezo v kostni dfeni je sniZeno nebo chybi,
prestoze je hladina sérového ferritinu normalni.

Béhem akcelerované faze dochazi k infiltraci kostni diené bazofily a blasty
(neutrofilniho,  eozinofilniho,  bazofilniho, = monocytarniho, erytroidniho  nebo
magakaryocytarniho pivodu). V ptipadé pfechodu do blastického zvratu je normalni
hematopoéza touto infiltraci potlacena.

Kuréeni plivodu blasti je tfeba nélezy porovnat s vicebarevnou pritokovou
cytometrii, cytochemii, imunohistochemii a cytogenetickymi ndlezy. Napf.
imunofenotypizaci lze rozlisit myeloidni blasty (CD34" HLA DR CD33 CD38")
exprimujici myeloperoxidazu. Pro megakaryocytarni fadu je typicka pozitivita CD61,

CDA41 a pro erytroidni fadu pozitivita glykoforinu. A (Faber et al., 2010)

2.2.2.4 Cytogenetika a molekularni genetika

Velkou roli vrozvoji cytogetické a molekularni diagnostiky sehral objev Philadelphia
chromozomu. Pomoci techniky G pruhovani bylo zjisténo, ze Ph chromozom je vysledkem
reciproké translokace mezi chromozomy 9 a 22. Inicia¢ni udalosti je pravdépodobné vznik
zlomi DNA na obou chromozomech a nasledna nespravna reparace a spojeni nespravnych
koncti chromozomu. Zlomy vznikaji autonomné, nebo jsou vysledkem putsobeni
exogenniho agens poSkozujici DNA, napf. oxidativnim stresem, radiaci, genotoxickymi
chemikaliemi nebo chybami v prubéhu replikace. Pro detekci BCR/ABL se pouziva Siroka

skala metod, od irovné chromozomu, genu, transkriptu az po protein (Schoch et al., 2002).
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2.2.2.4.1 Klasické cytogenetické vySetieni

Cytogeneticky zpracované preparaty lze hodnotit specidlnim pruhovacim barvenim, napf.
G-pruhovanim (Giemsa). V duasledku rozdilného rozlozeni hetero- a euchromatinu dochazi
na chromozomech ke vzniku specifického vzorce svétlych a tmavych pruht, jez dovoluji
jejich presnou identifikaci. Na zdkladé tohoto charakteristického barveni je mozné sestavit
kompletni karyotyp pacienta.

FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) je molekuldrné cytogenetickd metoda,
pomoci niz jsme u CML schopni detekovat fizi genit BCR/ABL jak na chromozomech tak
Vv interfaznich jadrech. Pouzivaji se fluroscen¢né znacené DNA sondy, které hybridizuji

k cilové DNA u denaturovanych chromozomu (Schoch et al., 2002).

2.2.2.4.2 Cytogenetické nalezy u CML

Ph chromozom lze prokazat asi u 90% pacienti. Asi u 5-10% Ph negativnich pacienti
s CML mohou byt chromozomové zmény submikroskopické. Jedna se o kryptické
translokace znamé jako tzv. ,,maskovany Ph chromozom®. 5-10% procent pacientd ma
v dob¢ diagndzy tzv. variantni translokaci, kdy se k translokaci 9/22 pridava jesté tieti
fuzni partner, nejcastéji se jedna o chromozomy 3, 11, 12, 14 a 17. V dob¢ diagnozy a
predevs§im pak v blastické fazi se mohou vyskytovat tzv. pfidatné chromozomové zmény.
Nejcastéjsim takovym nalezem byva trisomie chromozomu 8, duplikace Ph chromozomu,
trisomie chromozomu 19, 21, ale i monosomie 7. (Faber et al., 2010) (Kurzrock et al.,
2003)
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Obr.2.: Cytogeneticky nalez translokace: karyotyp 46,XY,t(9;22)

(potizeno v laboratoti molekularni diagnostiky Chambon, 2010)

2.2.2.4.3 Molekularni genetika

Na molekularni trovni dava translokace vzniknout fiznimu genu BCR/ABL, jenz je
ptitomny u 100% pacientt s CML, proto je povazovan za vyznamny znak této nemoci a
zaroven pri¢inu jejiho vzniku. BCR/ABL hybridni gen mizeme vSak nalézt také ve
spojitosti s akutni lymfoblastickou leukémii, méné Casto také i u dalSich akutnich a
chronickych hemopoetickych tumort. Vysetfovani hladiny transkriptu BCR/ABL maji
znaény prognosticky vyznam v hodnoceni odpovédi pacienta na 1écbu. (Emig et al., 1999)
Pro molekularni detekci BCR/ABL je v soucasné dobé nejvice vyuzivana metoda
RT-PCR, jez dosahuje v porovnani s alternativami nejvyssi citlivosti. Transkript je mozné
stanovovat kvalitativné 1 kvantitativné. Kvalitativni technika se vyuzivd pfedevSim pro
diferencialni diagnostiku a popf. pfesné stanoveni mista zlomu. Dvoukolovda RT-PCR a
kvantitativni real-time RT-PCR jsou vyuzivany pro sledovani pribéhu onemocnéni a
odpovédi na 1é¢bu sledovanim kinetiky hladiny transkriptu BCR/ABL. K detekci a
kvantifikaci jsou vyuzivany BCR/ABL — specifické fluorescenéné znacené hybridizaéni

TagMan sondy. (Emig et al., 1999)(Schoch et al., 2002)

Real-time PCR a dvoukolova PCR dosahuji senzitivity 10® - tj. dokazi detekovat 1

leukemickou buiiku v 10° leukocytii. Tato hladina senzitivity je dostate¢na pro pouziti
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metody PCR k monitorovani minimalni zbytkové nemoci (obr.3). Minimalni rezidualni
nemoc (MRN) je definovana jako mnozstvi zbytkovych malignich buné¢k v téle pacienta po
1é¢bé. (Adam et al, 2001)(Schoch et al., 2002) Cilem 1é¢ebné strategic je dosahnout u
pacienti kompletni molekuldrni remise, jez je definovana jako negativita vySetfeni na

hlading 10™.
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Obr.3: Monitorovani minimalni residudlni nemoci u pacienta.

(potizeno v laboratoti molekularni diagnostiky Chambon, 2010)

2.2.3 BCR/ABL onkogen

Ph chromozom je povazovan za prvotni zménu vedouci k rozvoji CML. Pfedpoklada se, ze
k jeho vzniku dochazi v pribéhu déleni bunky nasledkem translokace mezi dlouhymi
raménky chromozomu 9 a 22. Ke zlomu dochazi v pruhu 34 a ql11 (t(9;22)(q34;911).

Role protoonkogenu ABL, lokalizovaného na chr. 9, byla poprvé popséna v roce
1983. Jedna se o lidsky homolog virového onkogenu Abelsonovy mysi leukémie. Samotny
onkoprotein ma molekulovou hmotnost 145 kDa, funguje jako nereceptorova tyrosin
kindza pfevazné lokalizovand v jadfe, vazana na chromatin. V mensi mife zaroven plsobi 1
Vv cytoplazmé, kde je asociovana s cytoskeletalnimi aktinovymi vlakny. (Deininger et al.,
2000)(Sureda a Hernandez-Bronchud, 1997)
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Obsahuje SH1 tyrozin kindzovou doménu, SH2 doménu (vazajici fosfotyrosin) a
SH3 doménu, ktera hraje dilezitou roli v inhibici c-ABL aktivity. SH2 a SH3 domény jsou
zaroven dtlezité pro interakce s dalSimi proteiny. Na karboxylovém konci se nachazi
signal pro jadernou lokalizaci a sekvence pro kinazovou, aktivaéni a DNA vazebnou
doménu. (Pear et al., 1998)

Abl se za fyziologickych podminek Ucastni regulace bunécného cyklu, bunécné
odpovédi na genotoxicky stres a v pienosu informaci signalnimi drahami (Deininger et al.,
2000)(Kurzrock et al., 2003). Zasahuje jednak do signalni kaskady regulujici vyvoj B
lymfocytli a granulocytii, jednak drah zodpovédnych za odpovéd’ na poSkozeni DNA
(DDR= DNA damage response). V ptipadé DDR Abl fosforyluyje DNA-dependentni
protein kindzu DNA-PK dilezitou pro opravu dvoutetézcovych zlomi DNA. Interakci
s p53 a pRB proteiny mize indukovat zastaveni bunééného cyklu v G1-fazi. P¥ipadné se
prostiednictvim fosforylace proteinu IkBp ucastni regulace apoptozy. (Faber et al., 2010)

Fuzni partner BCR (Breakpoint cluster region) je lokalizovan na dlouhém rameni
g1l chromozomu 22. Jedna se o fragilni oblast, v niz dochazi k ¢astym chromozomovym
zlomiim. BCR gen poskytuje ABL kinaze na N-konci dvojité svinutou oligomerni doménu,
ktera umoznuje dimerizaci, autofosforylaci a tim rovnéz konstitutivni aktivaci BCR/ABL
kinazy. BCR/ABL onkoprotein je lokalizovan v cytoplazmé Ph pozitivnich bun¢k, kde se
vaze k aktinovému cytoskeletu. Deregulace kindzové aktivity ABL prostfednictvim fuze
s BCR je povazovana za jednozna¢nou kauzalni pfi¢inu vzniku maligniho onemocnéni.
(Deininger et al., 2000)

BCR gen obsahuje také nékolik funkénich motivii. V centrdlni ¢asti se nachazi
PH doména (Pleckstrin homology) a oblast homologni dbl (DH), fungujici jako GEF
(guanosin exchange factor) pro protein Rho. C-konec molekuly pak vykazuje GTPazovou
aktivitu pro Rac (mala GTPaza rodiny Ras, regulujici polymerizaci aktinu). (Kurzrock et
al., 2003)(Laurent et al., 2000)

Pro aktivaci BCR/ABL transforma¢niho potencialu jsou nezbytné sekvence
koédované prvnim exonem BCR. Jedna se o aminokyseliny (AMK) 1-63, oznacovéna jako
tzv. doména 1, a doménu 2 sahajici od AMK 176 az 242. Doména 1 je zasadni pro aktivaci
tyrosin kindzy a F-aktin vazajici funkci Abl. Analyzou sekvenci Ber domény 1 bylo
zjisténo, ze vytvaii alfahelikalni coiled—coil konformaci. Tato coiled-coil doména
zprostiedkovava oligomerizaci flznich proteinii a jejich vzdjemnou fosforylaci.

(McWhirter et al., 1993)
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AMK pozice Y177 exonu 1 Ber tvoii autofosforylacni misto zasadni pro vazbu
Grb-2, coz je dulezity adaptorovy protein zprostiedkovavajici propojeni signalizace ABL
s Ras drahou. In vitro studiemi bylo také prokazano, ze Ber doména 2 je schopna se vazat
k Abl SH2 doméné a pravdépodobné je zodpovédna za jeji aktivaci prostfednictvim

interference s inhibi¢ni doménou SH3. (McWhirter et al., 1993)

2.2.3.1 Varianty chimérického genu BCR/ABL

Zlomy na chromozomech 9 a 22 mohou vznikat v riznych oblastech a vedou tak k tvorbé
riznych forem BCR/ABL proteinu(obr.4). Na chromozomu 9 jsou zlomy lokalizovany
v useku prvniho exonu genu ABL a to ve dvou variantach la nebo 1b (Kurzrock et al.,
2003). Ke zlomim v oblasti BCR pak dochazi na tiech definovanych mistech. V zavislosti
na umisténi zlomt dochazi k tvorb¢ fuznich gent, jez davaji vznik proteinlim o velikostech
190, 210, respektive 230 kDa.

U vétSiny pacienti s CML (92%) a piiblizn€ u 1/3 pacienti s Ph pozitivni ALL
nastava zlom v BCR oblasti mezi exony 12-16 (nazvané bl a b5) a je definovany jako
»Major breakpoint cluster region* (M-BCR). Vyskytuji se pak dvé riizné varianty b2a2 a
b3a2. Z takto vzniklé mRNA je odvozeny chimerni protein o velikosti 210 kD. (Kurzrock
et al., 2003)

Minor BCR zlomy (m-BCR) se nachazeji v oblasti prvniho a druhého exonu (el a
e2) a vysledny protein p185 nebo cCastéji p190 kDA je detekovan asi v 50% ptipadi Ph
pozitivnich ALL pacientd. U pacientit s CML byl detekovan pouze asi ve 3%. 190-kD
BCR/ABL flzni protein postrada oproti p210 PH doménu a doménu homologni Dbl. (Pear
et al., 1998)(Melo, 1996) Zjisténé poznatky napovidaji, ze pravé DH doména v
major BCR/ABL proteinu hraje roli pfi posunu k tvorbé myeloidnich klonti namisto
lymfoidnich. (Martinelli et al., 2002)

Vzéacné se vyskytuji u specifickych podtypt CML také alternativni zlomy, napf.
varianta proteinu p230, jedna se o tzv. mikro BCR zlomy (u-BCR) mezi exony 19 a 20.
(Melo, 1996)

P210 forma Bcer/Abl se vyskytuje nejcastéji v hematopoetickych bunkéch pacienti
s CML ve stabilni fazi, ale byly nalezeny také v pfipadé ALL a AML, ackoli je tfeba vzit
vuvahu moznost, Ze ncktefi pacienti sp210 AML jsou spiSe piipady CML
diagnostikované v blastické krizi po nerozpoznané chronické fazi. P190 formy BCR/ABL

18



se obvykle nachazeji u Ph pozitivnich akutnich B lymfoidnich leukémii a ptipadné u AML.

Tyto formy nemoci jsou vyrazné agresivnéjsi nez CML. (Pear et al., 1998)
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Obr.4: Struktura Bcr a Abl proteinu a varianty BCR/ABL faznich proteinti. (Kurzrock et
al., 2003)

2.2.4 Modely pro studium CML

2.2.4.1 MySi model

Vroce 1990 byl vyvinut mysi model pro studium CML. Bylo zjisténo, ze podanim
BCR/ABL pozitivnich lidskych hematopoetickych bunék experimentalnim zvifatim je
mozné vyvolat myeloproliferativni onemocnéni shodné co do prubéhu s lidskou CML
(Faber et al., 2010). Mysi CML je bifazické onemocnéni s pocatecni myeloproliferativni a
naslednou blastickou transformaci. V obou téchto fazich je detekovatelny chiméricky
protein. Z ptivodni nezralé hematopoetické kmenové buriky vznika heterogenni potomstvo,
zahrnujici jak myeloidni, tak lymfoidni linii. Mysi model byl neocenitelnou pomickou pro
studium rozvoje a nastupu blastické krize u této choroby. (Kelliher et al., 1990)(Zhang a
Ren, 1998)
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2.2.4.2 Bunééné linie

K in vitro studiu transformaé¢niho potencialu BCR/ABL onkogenu jsou ¢asto vyuzivany
predevsim mysi IL-3 dependentni 32D (myeloidni) a Ba/F3 (lymfoidni) bunécné linie.
(Daley a Baltimore, 1988)

Bylo prokézano, ze transdukci vSemi variantami BCR/ABL (P190, P210 a P230)
Ize u obou linii vyvolat nezavislost na IL-3. (Klucher et al., 1998) Ob& mysi linie jsou
odvozeny od normalnich nemalignich hematopoetickych bun¢k, nelze vsak piresto vyloucit
vyvoj pridatnych mutaci, které by mohly zménit odpovéd’ bunck na introdukovany
BCR/ABL. (Deininger et al., 2000)

2.2.5 BCR/ABL zprostifedkovana maligni transformace

Onkogenni u¢inek BCR/ABL je vysledkem abnormalni regulace celé fady signalnich drah,

jejichz aktivace vede k nadorové transformaci buiiky.

Signalni drahy ovlivnéné konstitutivni aktivaci BCR/ABL kinazy v disledku ovliviuji:
- indukci neoplastické transformace a bunééné proliferace
- inhibici apoptozy leukemickych bunck

- inhibici adheze myeloidnich progenitori v kostni dfeni (Faber et al., 2010).

Kromé stimulace proliferace a inhibice apoptozy indukuje téZ zmény v adhezi ke stromatu
kostni dfené, a to prostfednictvim signaliza¢nich kaskéad zahrnujicich napt. Ras, mitogen —
aktivujici protein kindazu (MAPK) a jeji ,downstream® efektory MEK a Erk,
Phosphatidylinositol-3 kinazu (PI3K) (Skorski et al., 1995) a i jeji efektor Akt(obr.5).
Spolecnym rysem BCR/ABL a zminénych proteinti je, Ze jsou tyrozin kindzami.
(Martinelli et al., 2005)

BCR/ABL vytvafi multimerni proteinové komplexy s celou fadou adaptorovych
proteind, napt. GRB-2 (adaptorovy protein pro receptor ristového faktoru), SHC, CrkL
(Nichols et al., 1994) Tyto adaptorové proteiny zprostfedkovavaji spojeni s dalsimi ¢lanky

signalni kaskady (napf. Ras) a tim moduluji signalni transdukeci.

20



Protein CrkL se vaze na C-terminani oblast BCR/ABL (SH3 doménu).
Fosforylovany CrkL pak aktivuje kinazu P13 (fosfatidylinozitol-3°-kindza) a nasledné jejim
prostiednictvim pak dochazi k aktivaci Akt-dependentni signalni drahy, ktera poskytuje
transformované bunice jisté vyhody k preziti. Mezi znamé cile Akt signalnich drah patii
proteiny FoxO a mTOR, jez jsou v BCR/ABL pozitivnich progenitorech inaktivni a
nespoustéji transkripci dualezitych proapoptickych gent. Serin-threoninova kindza Akt
hraje roli dale v antiapoptotické signalizaci tim, Ze se vaze na proapoptoticky protein Bad a
fosforylaci ho nasledné inaktivuje.

MTOR (=savc¢i cilova molekula rapamycinu) se nachazi v centru nékolika riznych
signalizaCnich drah, zahrnujici signdly od receptorii pro ristové faktory, signalizaci
poskozeni DNA, nutri¢ni stav buiiky atd. Na zdklad¢ vysledné kombinace téchto signéli
ovlivituje mTOR konec¢ny osud buiiky, a to jak smérem k dalsi proliferaci, tak k atlumu
bunécného cyklu, popt. az k apoptoéze. Je schopen eliminovat klasickou cestu iniciace

Autofosforylace BCR/ABL proteinu v misté Tyrl77 umozni navazani jiného
adaptorového proteinu/molekuly Grb-2. Ten nésledné asociuje a konstitutivné aktivuje
Ras, a to prostfednictvim komplexu s proteinem SOS, jenz stabilizuje konformaci Ras-
GTP. Aktivace Ras vede ke stimulaci dal§ich drah zapojenych do procesu transformace.
Nékteré¢ PI3K a Ras aktivované drahy jsou navic zodpovédné za vznik reaktivnich
kyslikovych radikali (ROS), které mohou mit také vyznamnou negativni roli vV procesu
transformace (Cortez et al., 1995).

Dalsi drahou ovliviiovanou BCR/ABL je MAP kinazova draha (MAPK=proteinové
kindzy aktivované mitogeny). Ras aktivuje serin—threoninovou kindzu Raf, ktera iniciuje
signalni kaskadu vedenou pies kinazy Mek1/ Mek2 a Erk, a ktera finaln¢ vede k aktivaci
genové transkripce a ve vysledku mize vyrazn€ zasahovat do antiapoptickych bunécnych
mechanismu (M. W. Deininger et al., 2000).

Pisobenim P210 a P190 Bcer/Abl mize dochédzet také k deregulaci drahy
JAK/STAT. Pfima aktivace STATS transkripénich faktorti, pravdépodobné za ucasti
proteinu Hck (€len rodiny Src), mize vést ve vysledku ke zvySené proliferaci a preziti.
Tento proces muze probihat zcela bez ucasti proteinu JAK. (llaria a Van Etten,
1996)(Danhauser-Riedl et al., 1996)

Konstitutivné jsou onkoproteinem aktivovany i NF-kB transkripéni faktory, které

jsou zasadni pro fadu bunécnych procesi (bunéény cyklus, pteziti, apoptdza), a mimo to
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mohou byt ovlivilovany napi. adhezni proteiny, jako je paxilin, coz vede k alteraci
adheznich vlastnosti CML bunék.(Faber et al., 2010)

Kromé prokazané zvySené proliferacni a antiapoptotické aktivity mtize BCR/ABL
vyrazn€ inhibovat regulatory bunééného cyklu, jako je protein p53 nebo tumor supresorovy
gen PP2A (Protein fosfataza 2A). (Faber et al., 2010)(Danhauser-Riedl et al., 1996)

Sekundarné je zvySena exprese onkoproteinu spojovana s genomickou nestabilitou,
Ktera souvisi s vyvojem piidatnych cytogenetickych aberaci v Ph+ bunkach a akumulaci
mutaci. To muze ve vysledku piispivat k chemorezistenci CML u pacientii v blastickém
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2.2.6 Terapie CML

V prubéhu predeslych deseti let dosdhla 1é¢ba CML, stejné tak i dalSich nadorovych
onemocnéni, vyznamnych vysledk.

Se zlepSujicimi se znalostmi o molekularni patogenezi hematoonkologickych
onemocnéni doslo ke zkvalitnéni terapeutickych technik. Zptisob 1€cby a 1écebné odpoved’
maji zasadni vyznam pro prognéozu CML. Vybér 1écebnych postupii se posuzuje na zaklade
mnoha faktorii, jako je napt. v€k a celkovy stav pacienta, pfipadné dalsi doprovodné

nemoci (Faber et al., 2010).

2.2.6.1 Transplantace

Transplantace krvetvornych bunék (HSCT) je i dnes jedinym I1é¢ebnym postupem
dosahujicim Uplného vylé€eni CML. V poslednich letech vSak dochédzelo k mirnému
poklesu transplanta¢nich indikaci v disledku zavedeni modernich cilenych 1ékt (Faber et
al., 2010).

Transplantace 1ze rozdélit na zakladé typu darce poskytujiciho transplantovany
$t&p. Stépy od darcti geneticky identickych s pfijemci jsou syngenni (napf. jednovajecna
dvojcata), od geneticky neidentického, ale stejné¢ho Zivoc€isného druhu jsou alogenni,
prenosy tkani ¢i bunék v ramci jedince jsou transplantace autologni. Za xenogenni se
oznacuje transplantace od jiné¢ho Zivoc¢isného druhu.

U hematoonkologickych pacientli se vyuZivaji alogenni piipadné autologni
transplantace, pii kterych jsou pacientovi injikovany hematopoetické kmenové buiiky.
Nejcastéji se vyuziva §tép z kostni diené, moderni techniky ale umoziuji také ziskat
kmenové bunky z pupecnikové krve nebo z periferni krve déarce po jejich vyplaveni do
periferie po stimulaci rustovymi faktory. (Hofej$i a Bartinkova, 2005)

Vhodné provedeni alogenni transplantace kostni dfené je v ¢asné chronické fazi
CML, kdy dosdhne 50-60% ptipada pétiletého pieziti bez piiznakli nemoci. Ve fazi
akcelerace se uspé$nost transplantace zmenSuje piiblizné na 19 az 37% (Adam et al, 2001).
Nov¢jsi data dokonce uvadéji zlepseni transplantacnich vysledka a celkové pieziti 5 let ve
skupin€ s nizkym transplanta¢nim rizikem u vice nez 85%. Pomoci allogenni transplantace

je mozné dosahnout eradikace onemocnéni po dobu delsi nez 20 let, coz je vysledek 1écbou
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chemoterapeutiky nedosazitelny, proto je alogenni transplantace kostni dien¢ obecné
pfijimana za jedinou metodu vedouci k uplnému vyléceni (Faber et al., 2010).

Pacienti musi spliiovat pfisna kritéria, napt. vékovou hranici (obvykle do 55 let),
také musi byt nalezen vhodny darce krvetvornych bunék, a to na zakladé rozhodnuti dle
kritérii  NMDP (The National Marrow Donor Program). Cilem NMDP je identifikovat
potencialni (nepfibuzné) darce, jejichz §tép by bylo mozné vyuzit pro piijemce. (McGlave
etal., 1993)

Bez ohledu na UspéSnost transplantacni 1écby jeji vyuziti pro pacienta vzdy
znamena podstupovat dalsi rizika i pokud dojde k ptihojeni §t€pu. Tkan od darce je pro
recipienta rozeznavana imunitnim systémem (IS) jako cizoroda, pacientim se podavaji
imunosupresiva a jsou tudiz vystaveni zvySenému riziku infekci. Druhou podobou
problému je nezddouci (a nékdy i fatilni) reakce transplantitu proti hostiteli - GVHD.
Z toho duvodu se v dnesni dobé tato metoda 1écby CML ocita pod tlakem modernich
cilenych ¢kt a pouze vyjimecné je pouzivana v prvni linii 1écby. HSCT byvé indikovéana
v piipadech rezistence na chemoterapii, poptipadé u déti a adolescentli, u nichZ je vhodny

ptibuzny darce (Faber et al., 2010).

2.2.6.2 Cytostaticka chemoterapeutika

Busulfan je jednim z prvnich cytostatik, ktery je v klinickém pouziti od roku 1953.
Po podani se vtravicim Ustroji vstiebava téméf Upln€, nicméné s vyraznou
interindividudlni variabilitou, kterd mé& vyznamné klinické dusledky, zejména pfi
vysokodavkovych piipravnych reZzimech pted transplantaci krvetvornych bun¢k. Proto se
prib&zné monitoruje jeho plazmatickd hladina a podle dosazenych vysledkd se upravuje
davkovani.

Busulfan je gonadotoxicky, mutagenni, teratogenni a pravdépodobné 1

karcinogenni. (Faber et al., 2010).

O néco pozdéji zacala byt vyuzivana hydroxyurea, kterd je do jisté miry pouzivana dodnes.
Lék je k dispozici pro klinické uziti v n€kolika formach vice nez 30 let. Hydroxyurea
zpusobuje selektivni inhibici buné¢ného cyklu v S-fazi zabranénim konverze
ribonukleotidi na deoxyribonukleotidy, ¢imz dochazi k zastaveni syntézy DNA. Jeji
nezadouci ucinky nejsou tak zadvazné jako u busulfanu. Béhem aplikace vSak ¢asto dochazi

u pacientl k rozvoji anémie, koznim vyrdzkam, ¢asté mohou byt také stomatitida, alopecie
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¢i rizné formy gastrointestinalnich potizi, n€kdy se vyskytuji (15%) i neuropsychiatrické
symptomy.
Celkova doba pieziti pacienti s CML léCenych cytostatickymi chemoterapeutiky

byla zna¢né neuspokojiva, v priméru dosahovala 45 az 58 mésicu. (Fausel, 2007)

2.2.6.3 Lécba interferonem IFN-a

Interferonovy systém byl vyvinut organismy jako soucast nespecifické imunity k obrané
proti virovym infekcim. Navazanim interferonu na specificky bunéény receptor dojde
k aktivaci JAK/STAT signalni drahy, jez ovliviiuje expresi celé fady gend, jejichz proteiny
maji antivirové, antibakteridlni, imunomodula¢ni a antiproliferacni ucinky. Moduluji
expresi nékterych onkogenti a cytokinti, ovliviiuji expresi napt.transkripéniho faktoru E2F,
cyklin-dependentnich kindz a p53, ¢imz se podileji na regulaci apoptdzy, bunééného cyklu,
diferenciace a proliferace. Zejména byl prokazan antiprolifera¢ni ti¢inek interferonu a, jenz
ma schopnost inhibovat patologicky zvysenou sebeobnovu CML progenitorti. (O’Brien et
al., 2003) U CML se k 1é¢bé vyuziva interferon a2a ziskany rekombinantni technologii
z bakterie Escherichia coli a dale IFN-a modifikovany (pegylovany). Nejucinnéjsi je pii
zahajeni 1é¢by v chronické fazi brzy po stanoveni diagnozy. (Bonifazi et al., 2001)

Dle randomizovanych studii dosahlo velké cytogenetické odpovédi od 11 do 30% a
kompletni cytogenetické odpovédi okolo 10% pacientt. (O’Brien et al., 2003) Na 1é¢bu je
vSak presto asi 20-30% nemocnych rezistentni, casto nedosdhnou ani hematologické
odpovédi.

Mezi nejcastéjsi nezadouci ucinky lze uvést zvySené teploty az horecky, flu-like
syndrom, unava, bolesti hlavy, svalt, kloubt, pfedevSim pti zahajeni 1é€by. Dale se mutze
vyskytovat nevolnost, nechutenstvi, nervozita, neurologické ¢i psychiatrické komplikace,
trombopenie mén¢ Casta je pak 1 anémie. Pfed objevenim cilené 1écby TKI byl interferon a
zékladem konzervativni terapie CML oddalujici progresi onemocnéni. Median pieziti se
pohyboval od 60 do 89 mésict. (Fausel, 2007) Interferon neni ani mutagenni ani
teratogenni, piesto jeho uZziti v t€hotenstvi musi byt peclivé zvazeno.

Nékteré studie prokazaly vysokou ucinnost kombinované terapie Imatinibem a
pegylovanym interferonem (s dosazenim velké molekuldrni odpovédi). Vzhledem k tomu,
zZe tato strategie se opira o rozdilny mechanismus Gc¢inku, neztrati interferon a sviij vyznam

ani v ére cilené 1écby TKI (Faber et al., 2010).
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Je tieba vzit do ivahy, Ze interferon hraje silnou imunomodulaéni tlohu a tudiz

jeho dlouhodobé podavani miize mit pro pacienta tézko predvidatelné dusledky.

2.2.6.4 Tyrozin kinazové inhibitory

Pokroky v molekularni biologii a biochemii vedly ke studiu latek zacilenych na blokaci
urcitych proteinovych katalytickych funkci. V roce 1988 byly objeveny malé molekuly,

schopné selektivné inhibovat ptfimo aktivitu tyrozin kinaz a majici antiprolifera¢ni u¢inky.

2.2.6.4.1 Imatinib

Pokroky v molekularni biologii, ptimé in vitro studie (Liu et al., 2002) a studie na
zvifecich modelech potvrdily, ze BCR/ABL onkoprotein je molekarni pfi¢ina vzniku
CML.

Nasledujici roky se vyzkum zaméfil na moznosti selektivni inhibice BCR/ABL
tyrozin kindzy. V roce 1998 byly zahdjeny klinické zkouSky prvniho inhibitoru, tehdy
znamého jako STI571 (=signal transduction inhibitor), pozdé&ji jako Imatinib, ktery
revoluénim zpisobem zménil 1é¢bu a prognézu pacientd s CML. Chemicky je Imatinib
mesylat derivatem fenylaminopyrimidinu, produkovany farmaceutickou firmou Novartis
(diive CIBA).

Utinkuje jako selektivni kompetitivni inhibitor BCR/ABL, PDGFR(platelet-
derived growth factor receptor), ARG nebo i ¢c-KIT tyrozinovych kinaz (O’Brien et al.,
2003).

Imatinib se pfimo vaze do nukleotidového vazebného mista na BCR/ABL, ¢imz
zabranuje vazbé ATP a tim stabilizuje enzym v inaktivni konformaci (obr.6). Nedochazi
tak k fosforylaci tyrozinovych zbytk substrati a inhibuje se tak kontinualni aktivace
signdlnich kaskad podilejicich se na vzniku leukemického fenotypu bunky. Brani tak
realizaci ucinku BCR/ABL leukemického genu na proteinové trovni. Podle soucasnych
poznatkl neptisobi na leukemické progenitorové buiikky a nedokaze tedy pravdépodobné
CML zcela vylécit, podili se ale G€inn€ na inhibici proliferace patologického klonu a
apoptoze leukemickych bunék.

Vzhledem k farmakologickému profilu je Imatinib indikovan pfi 1écbé napt. ALL,
systémové mastocytézy nebo gastrointestinalnich stromalnich tumort. (Martinelli et al.,

2005)(Druker et al., 2001)
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Obr.6:Mechanismus ptisobeni Imatinibu na BCR/ABL tyrosin kinazy
(Druker et al., 2001)

Od roku 2003 (Fausel, 2007) je Imatinib pacientim podavan v prvni linii 1é¢by
CML. Lék je uzivan pod nazvem Gleevec a je podavan u dospélych pacientti jednou denné
ve 400 az 600 mg davce, pii nedostateéné odpovédi je mozné davky zvysit az na 800 mg.
Pfestoze vétSina pacientd na Imatinibu dosahlo kompletni cytogenetické odpovédi,
prevazna ¢ast z nich zrelabuje pfi preruseni terapie Imatinibem.

Od doby prvnich klinickych testovani az po soucasnost probéhlo mnoho studii,
které prokazaly pozoruhodnou ucinnost Imatinibu. Vyznamnou retrospektivni studii je
IRIS, zahajena v ¢ervnu 2000 (international Randomized Study of Interferon and STIS71.
Vyrazné procento pacientl rezistentnich k interferonu o dosahlo vysoké hodnoty odpovédi
na Imatinib. 95% pacienti dosahlo CHR (kompletni hematologické odpovédi). Po 19
meésicich 1é¢by Imatinibem nové diagnostikovanych pacienti s CML bylo dosazeno 97%
kompletnich hematologickych odpovédi a 76% kompletnich cytogenetickych odpovédi.
(O’Brien et al., 2003) O néco pozd¢jsi studii bylo zjisténo 5 leté celkové preziti u vice nez
89% nemocnych 1ééenych Imatinibem v prvni linii v chronické fazi CML. Bez progrese
pokracuje v 1é¢bé Imatinibem 83% nemocnych (Druker et al., 2001).

Po 6-12 mésicich 1écby Ima dosahuje vétSina nemocnych kompletni cytogenetické
odpovedi a tada z nich i velké molekularni odpovédi. Kompletni molekularné—geneticka

odpovéd’ na 1é¢bu Imatinibem je vzacna, z tohoto diivodu je nutné pravidelné pacienty
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s CML molekularné monitorovat (Rosti et al.,, 2004). Tato technika je jiz soucasti
standardni laboratorni péce o pacienty s CML.(Paschka et al., 2003)(Branford et al., 1999)

Jako optimalni Ié¢ebnou odpovéd’ hodnotime dosazeni kompletni hematologické
remise a nejméné malé cytogenetické odpovédi (Ph*<35%) po 3 mésicich 1é¢by, kompletni
cytogenetické odpovédi (nejsou detekovatelné Ph+ bunky) po 12 meésicich a velké
molekularni odpovédi po 18 mésicich. I pii dosazeni stabilni molekularni negativity
BCR/ABL ziskané vysetienim RT-PCR je doporucéeno trvalé uzivani Imatinibu (Baccarani
et al., 2006)

Suboptimalni 1é¢ebna odpovéd’ byva v podstaté prechodnym jevem. Jedna se o
stav, kdy se nedosahlo u pacienta po 3 mésicich redukce Ph* klonu, &i po 6 mésicich velké
cytogenetické odpovédi (Ph* >35%), nedosazeni ¢i ztrata velké molekularni odpovédi po
18 més. Ptipadné vznik mutaci v kinazové doméné u klond pivodné citlivych k Imatinibu.
U vétsiny takovychto piipadi se pokracuje v 1éEbé Imatinibem, piipadné se zvySuje
davkovani, pacienti jsou peclivéji sledovani a byvaji kandidaty na alternativni 1&cbu.
(Baccarani et al., 2009)

S progresi onemocnéni do akutni a blastické faze efektivita Imatinibu samoziejmé
klesa. 1 pies nepfiznivé faktory v pokrocilejSich fazich choroby doséhlo dle studii(e)
v akutni fazi 30-40% pacienti kompletni hematologické remise. Hlavni cytogenetické
odpovédi bylo dosazeno zhruba u 20-30% nemocnych.

V blastickém zvratu je G¢inek Imatinibu kratkodoby a efekt pouze u malé ¢asti
pacientl, je indikovan prakticky vyhradné¢ k optimalizaci pfipravy k allogenni
transplantaci.

Ve vétSin€ piipadil terapie prechéazi v 1é€bu odpovidajici akutni leukémii. Jednim
ptikladem je napi. chemoterapeuticky rezim VAC (etoposid, cytarabin a carboplatina).
Takovato chemoterapie miize u urcitého procenta pacientii indukovat i tzv. sekundarni
chronickou fazi (Fausel, 2007).

Vzhledem k G¢innosti Imatinibu v ramci hematologickych a cytogenetickych
odpovédi na lécbu, snasenlivosti 1éku a nizsi pravdépodobnosti progrese choroby do AP
nebo BC byl Imatinib ptedfazen Interferonu o a uveden do prvni linie 1é¢by u nové
diagnostikovanych CML pacientd v chronické fazi.(O’Brien et al., 2003) Toxicita
Imatinibu je podstatné nizsi a negativni G¢inky se primarn¢ projevuji béhem prvnich dvou
let terapie. Nejcastéji se vyskytuji nezadouci Gcinky jsou napi. nevolnost, bolesti svald,
kloubt, kosti, alergické reakci, otoky. Nejzasadnéjsi klinické uc€inky jsou hematologické,

napf. neutropenie, trombocytopenie. Kvalitu Zivota nemocnych v obdobi kompletni
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hematologické odpovédi na 1écbu nelimituje samotna choroba, ale pravée tolerance 1écby
(Fausel, 2007) (Faber et al., 2010).

rezistence, a to jednak primarni, kdy pacient od pocatku na lécbu neodpovida, nebo
sekundarni, tedy ziskané v pribéhu terapie, jez je ve vétSin¢ piipadl pfi¢inou relapsu
chronické taze CML.

Sekundarni rezistenci lze dale rozdé¢lit na BCR/ABL zavislé a nezavislé. Mezi
BCR/ABL zavislé mechanismy rezistence patii mutace v onkogenu ovliviiujici vazbu
Imatinibu (pfes 60% piipadi rezistence) ¢i jeho zvySena exprese v dusledku genové
amplifikace.

Za BCR/ABL nezavislé mechanismy rezistence jsou pak povazovany napf. sniZeni
intracelularni koncentrace Imatinibu, zvySena signalizace pfes kindzy Src (pfi blokaci
signalizace pfes BCR/ABL). Pti¢inou mohou byt také ptidatné chromozomalni aberace.
(Martinelli et al., 2005)(Gambacorti-Passerini et al., 2003)

Imatinib zcela zasadn¢ zménil terapii CML. Princip cilené terapie CML se ukazal
velmi U€inny a pokracujici vyzkum pfinesl dalsi nové léky podobného mechanismu
ucinku. Na zéklad¢ studii (napt IRIS a dalsi) zamétenych na TKI a volbu 1écby CML byla
formulovana a pozd¢ji aktualizovana nova lécebna doporuceni ELN (European

LeukemiaNet) (Baccarani et al., 2006)(Baccarani et al., 2009).

Momentalné nejvyznamngjsi alternativou pfti selhani 1é¢by Imatinibem jsou tzv. tyrozin

kinazové inhibitory druhé generace (Mathisen et al., 2011)(Jabbour et al., 2009).

2.2.6.4.2 Nilotinib

Nilotinib je analogem Imatinibu. Byl vyvinut na zékladé studii krystalické struktury
komplexu Imatinib+Abl. Stejné¢ jako Imatinib je Nilotinib aminopyrimidinovy selektivni
kompetitivni inhibitor tyrozinovych kindz (BCR/ABL, PDGFR, Kit a i dalSich
receptorovych kindz (EphA4).

Ma piiblizné 30x vyssi afinitu k BCR/ABL nez Imatinib, coz je pravdépodobné
dano jeho lepsi schopnosti vazat se k inaktivované Abl doméné&(Obr.7) (Golemovic et al.,
2005)(Weisberg et al., 2005). Nilotinib prokazal také vyssi ucinnost u nékterych piipadi
rezistentnich na Imatinib zptsobenych mutaci v BCR/ABL (Saglio et al., 2010)(Hughes et
al., 2009).
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Dle studii a klinikych testl bylo prokazéno, Ze vice nez 70% CML pacientii v
pokrocilé fazi onemocnéni a pies 90% v chronické fazi odpovidalo na Nilotinib pouzity v
druhé linii 1é¢by . (Weisberg et al., 2006)

Dv¢ pilotni studie zamétfené na Nilotinib v prvni linii u noveé diagnostikovanych
pacientd s CML prokazaly, ze v chronické fazi CML bylo dosazeno béhem 6 az 12 mésict
96% kompletnich cytogenetickych (Saglio et al., 2010).

Pozitivem je také doposud vykazovana velmi dobra tolerance k Nilotinibu.
Nezadouci ucinky se vyskytuji vétSinou v mirnéjsi formé, a to v podobé koznich
alergickych reakci, celkové slabosti, nevolnosti ¢i bolestech hlavy, a predevsim Nilotinib
doposud nevykazoval zkiiZzenou intoleranci s dalSimi TKI. Nedoporucuje se vSak podavani
Nilotinibu soucasné s napf. klaritromyciny (inh. CYP3A4), ¢i jinymi inhibitory, nebot’ tyto
interakce mohou ve vysledku vést ke zvySovani hladin Nilotinibu a tedy zvySenému riziku

toxicity (Faber et al., 2010).

2.2.6.4.3 Dasatinib

Dasatinib (diive oznacovany BMS-354825) je dalSim selektivnim kompetitivnim
inhibitorem syntetizovanym Bristol-Meyers Squibb (znamy jako 16k Sprycel). Uéinkuje
stejné jako jeho piedchtidce Imatinibu jako inhibitor Tyrozin kinaz (Abl, BCR/ABL, c kit,
PDGFR) a mimo to je inhibitorem kindz rodiny Src (kam patii napt. Src, Lck, Hek) a také
kinazy ephrinového receptoru (EPH) (O’Hare et al., 2005).

Strukturni pozadavky BCR/ABL pro vazbu Dasatinibu jsou méné striktni nez
napiiklad u Imatinibu, je schopen se vazat k vazebnému mistu pro ATP jak v inaktivni tak
I v aktivni konformaci enzymu.(Obr.7) Diky tomu je jeho u¢innost az 325krat vyssi nez u
Imatinibu (a ptiblizn¢ 16x vyssi nez Nilotinibu) (Tokarski et al., 2006) (Shah et al., 2004).

Ze studii postupné vyplynulo, ze Dasatinib je navic schopen inhibovat mutace
zodpovédné za rezistenci k Imatinibu. Konkrétné z 16 klinicky vyznamnych mutaci,
ptredstavujicich 90% piipadii rezistenci, je Dasatinib u¢inny u 15. Vyjimkou je pouze
mutace T315l. (Tokarski et al., 2006).

Z in vitro experimentd i klinickych zkusenosti je pfesto evidentni, ze Dasatinib
muZe byt méné UCinny u nekterych jinych mutaci v BCR/ABL kindzové doméné, nez

alternativni TKI, a to véetné Imatinibu (Shah et al., 2004).
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Stejné jako v pfipadé Nilotinibu dosavadni studie prokazaly nizkou toxicitu
s obdobnymi nezadoucimi ucinky. Pomérné Casto byly popisovany rizné typy retence
tekutin, zejména periferni otoky, elevace jaternich testil, hypokalcémie, hypofosfatémie,
coz bylo vétSinou upraveno davkovanim nebo substituci minerala

Zaveérem lze fici, ze tyto analyzy ukazuji, Ze dasatinib by mohl pfedstavovat
ucinnou terapii pro vétsinu pacientd v CP-CML s Imatinib-rezistentnimi mutacemi a tato
odpovéd’ je dlouhodoba. (Miiller et al., 2009) V soucasné dob¢ se intenzivné studuje jeho

eventuelni vyznam jako 1éku prvni linie. (Kantarjian et al., 2010)

Nilotinib Dasatinib

Imatinib Nilotinib Dasatinib

Obr.7: Porovnani vazeb ruznych TKI (Imatinib, Nilotinib, Dasatinib) k BCR/ABL tyrozin
kinaze (Nature Reviews Cancer 7, 345-356 (May 2007).

2.2.6.4.4 Bosutinib

Dalsim potencialnim dudlnim Src/Abl inhibitorem 2.generace je Bosutinib. Tato novinka je
Vv soucasné dob¢ ve 3.fazi klinického testovani a dosavadni studie zatim prokazuji dobrou
aktivitu u pacienti rezistentnich k Imatinibu (100x vyssi uc¢innost) nebo dalsim TKI, opét s

vyjimkou mutace T315I (Golas et al., 2003) (Mathisen et al., 2011).
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2.2.6.4.5 Inhibitory Aurora kinazy

MK-0457 (Merk) inhibitor Aurora kindzy v soucCasné dobé je ve fazi II klinického
testovani a je predstavitelem TKI 3. generace. Ma schopnost inhibovat ABL a mnoho jeho
mutantnich variant (napt. stfedné rezistentni Q252H,rezistentni Y253F) a na rozdil od
predeslych TKI i variantu T3151. Je mozné, Ze neinhibuje rezistentni mutantu ptimo, nebot’
koncentrace vyvolavajici odpovéd’ byla nizs§i nez ICsp nemutované kindzy BCR/ABL.
V testovani je dale napt. SGX70393.

Ptipadny uspéch by oteviel cestu k 1é¢bé kombinaci riznych inhibitori, ackoliv by
zde vyvstalo riziko selekce mnohocetnych mutant. Je ov§em otadzkou, zdali by si takovato

mutanta jesté¢ podrzela aktivitu schopnou maligné transformovat buiiku (O’Hare et al.,

2007).

Nové preparaty TKI jsou pro fadu pacientli dal§i nadé&ji na opétovné dosaZeni remise
v piipad¢ relapsu nebo refrakterntho onemocnéni. TKI druhé generace jsou dobrou
alternativou pro nemocné s vétsinou mutaci BCR/ABL (Faber et al., 2010). Usp&snost
Dasatinibu a Nilotinibu u pacientt s rezistenci na Imatinib je 90% CP. V AP a BC je 20%
a 40% pacient refrakternich k dasatinibu a 30% az 60% je refrakternich Kk nilotinibu
(O’Hare et al., 2007). V naprosté¢ vétsin¢ piipadli nevykazuji zkiizenou intoleranci,
1é¢ebného ucinku dosahuji rychle a diky nizké toxicité byvaji 1€ky dobte tolerovany. Stejné
jako b&éhem 1é¢by Imatinibem je nezbytné pacienty peclivé sledovat z hlediska adekvatni
lécebné odpovédi. Pro hodnoceni Uc¢innosti 1é€by TKI 2. generace se vyuZiva novych

doporuceni ELN (Baccarani et al., 2009).
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2.2.7 Mutace v BCR/ABL

Sekundarni rezistence na 1é¢bu Imatinibem je pfiblizné z vice nez dvou tietin zapficinéna
mutacemi v BCR/ABL kinazové doméné (dle nekterych studii az 90%) (Deininger et al.,
2005). Vétsina téchto mutaci ma za nasledek konformac¢ni zménu fuzniho proteinu, jez
neumoziuje optimalni vazbu TKI.

Ziejm¢e se tvofi nezavisle na terapii, je jich vice v AP a BC nez v CP, coz koreluje
s délkou onemocnéni. Zda se, ze vyznam maji pouze mutace, které vznikly v nadorovych
»kmenovych® bunkach, mutace vzniklé ve zralejSich progernitorech maji tendenci
postupné vymizet. Z toho divodu neni Gcelné délat mutacni screen pied zahajenim terapie.
Jind situace nastava pokud klon v prubéhu lécby pievladne, pak je pravdépodobné, ze
mutace je zodpoveédna za rezistenci na Imatinib.

Aktivita BCR/ABL mtize negativné ovlivnit stabilitu genomu, napt. produkci
ROS, ¢im déle nemoc trva, tim vyssi riziko vzniku mutace. Lécba Imatinibem by méla
mutacni rychlost snizit, nebot’ se snizuje mnozstvi rizikovych buné¢k i aktivita BCR/ABL.
(O’Hare et al., 2007)

V soucasnosti je znamo vice nez 50 pozic, kde dochazi k substituci aminokyselin
(AMK) vedoucich ke vzniku vice nez 100 typd mutaci (Mathisen et al., 2011), jez se lisi
mirou rezistence k jednotlivym inhibitorim. Dle analyz jsou pfevladajicimi
nukleotidovymi zaménami spise transice (76,4%), nez transverze (23,6%).

Ne vSechny mutace v BCR/ABL vsak musi znamenat zasadni ovlivnéni prognozy pacienta.
Nékteré jednobodové zamény nukleotidli znamé jako jednobodovy polymorfismus (SNP) -
napf. K247R - nemusi mit vliv na signaliza¢ni funkci BCR/ABL a na vazbu TKI.
(Khorashad et al., 2006)
Mimoto je zde u ne€kterych piipadli zaznamendana jista heterogenita v 1é¢ebné odpovédi na
stejny typ mutace u riznych pacientt. Napt. ve studii JS Khorashad et al., (2006) pacient
s mutaci M244V selhaval s Imatinibem, jiny pacient se stejnou mutaci na 1é¢bu Imatinibem
odpovidal.

V pribéhu 1é¢by Imatinibem se nejcastéji vyskytuje 16 az 20 (Ernst et al.,
2008)(Branford et al., 2009) klinicky vyznamnych mutaci (nejcastéji Y253, E255, T315,
M351, F359), vedouci k alteraci P smycky, aktivaéni smycky nebo vazebného mista pro

Imatinib. (Obr.8) (Deininger et al., 2005)(Redaelli et al., 2009)
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Obr.8: Schéma nejcastéji se vyskytujicich bodovych mutaci v riiznych oblastech

BCR/ABL kinazové domény. Oblast P-smycky(zelena), mutace T3151 (Cervena),
katalytickd doména(M351T)(modfe), aktivacni smycka(fialove) (Deininger et al., 2005).

Mutace se obvykle vyskytuji ve 4 oblastech kindzové domény:

Nejc¢asteji mutovanou oblasti je tzv. P-smycka (P-loop oblast), coz je ATP vazebna oblast,
dale misto pfimé vazby Imatinibu, oblast katalytické domény a aktiva¢ni smycka (A-loop).
(Branford et al., 2002) (Scappini et al., 2004)

A
a.a. involved a.a. which a.a. mapping a.a. controlling
in phosphate directly contact  close to the kinase
blnlqu hﬂiib catalytic ?nh acmu;nahm
I__' N | I
plomp = S
) I |
M224V ) \
v \ H396RP
\ E255KV /
0252RH Fasa
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Obr.9: Distribuce nejfrekventovanéjsich mutaci v kindzové doméné BCR/ABL

(Martinelli et al., 2005)
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2.2.7.1 Mutace v oblasti P-smyc¢ky

Tato struktura je bohatd na glycin a pomérné flexibilni, zasahujici od AMK 244 po 255.
Piedstavuje oblast zahrnujici asi 36-48% mutaci rezistentnich k Imatinibu a je tedy
povazovana za nejfrekventovanéji mutovanou ¢ast BCR/ABL. V porovnani s nemutovanou
BCR/ABL maji tyto mutanty vyssi transformacni potencial a vykazuji na zakladé in vitro
testtt az 100x nizs$i senzitivitu k Imatinibu. Byla prokazana vyrazné zvysena transformacni
aktivita mutaci v poradi: Y253F > E255K > nemutovany BCR/ABL > T3151 > H396P >
M351T. (Cang a Liu, 2008) (Branford et al., 2002)

Mutace P-smycky jsou obecné asociovany se Spatnou prognézou a vysSim rizikem
progrese.

Dasatinib a Nilotinib prokazaly odliSnou aktivitu proti mnoha mutacim, a to véetné
téch, jez jsou lokalizovany pravé v této oblasti. Odpovéd’ predevsim na Dasatinib nebyva
Snizena, a proto je v téchto ptipadech ziejmé lékem volby - konkrétné zejména u pacientd
s mutaci napf. Y253H a F359C/V rezistentnich na Imatinib i Nilotinib. Oproti tomu u
mutaci rezistentnich k Dasatinibu, jako je F317L/V, V299L a T315A je vhodné zvolit pro
1é¢bu prave Nilotinib ¢i Imatinib. (Branford et al., 2003) (Jabbour et al., 2009)

2.2.7.2 Mutace v misté kontaktu BCR/ABL s Imatinibem

Vyznamny klinicky problém pfedstavuji mutace lokalizované v misté pifimé vazby
Imatinibu s BCR/ABL. T315I je vibec nejfrekventovanéjsi mutaci (14%), jez je navic
vysoce rezistentni ke vSem doposud komeréné dostupnym TKI. Zaména threoninu za
hydrofobnéjsi isoleucin odstrani z BCR/ABL dilezity vodikovy mistek a tim je
znemoznéna vazba TKI a jejich interakce s ATP vazebnym mistem.

Mutace T315] je spojena s vysoce agresivnim prubéhem choroby a se $patnou
progndzou pacientd, ktera je dale odvisla od aktudlniho stadia choroby. Pfi zjisténi mutace
T315I je v soucasné dobé vhodné urychlené hledat darce a pfipravovat nemocného na
alogenni transplantaci krvetvornych bun¢k. (Deininger et al., 2005)

Dalsi potencialni moznosti by v budoucnu mohly byt jiz zminované inhibitory

aurora kindzy, jez jsou ale zatim pouze ve stadiu klinického testovani.

Vsechny inhibitory potfebuji k vazbé také M318, avSak mutace v tomto mist¢ zatim

nebyla nalezena. Mutace v T315 maji sice snizenou aktivitu samotné kinazy, ale poskytuji
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vysokou ochranu. Nicméné spektrum mutaci rezistentnich ke vSem TKI bude

pravdépodobné velice malé. (O’Hare et al., 2007)
2.2.7.3 Mutace katalytické domény a A-smycky

Velmi casto (asi 10%) se také vyskytuje mutace M351T lokalizovand v SH2 ABL
katalytické doméné, vykazuje vSak pomérné nizkou rezistenci. Zvazovanou lécebnou
moznosti u téchto typti mutaci (dle doporuc¢eni ELN) je zvySeni davky Imatinibu na 600-
800mg denng.

Ctvrtou skupinou, zahrnujici AMK 379-398, jsou mutace A-smyc¢ky. Tato doména
reguluje svym konformac¢nim stavem aktivaci kindzové funkce BCR/ABL. Mutace
H396P/R, ktera je zodpovédna za stabilizaci A smycky v aktivni konformaci, znemozZiuje

tak vazbu Imatinibu. (Deininger et al., 2005)

2.2.8 In vitro testovani mutaci

Vznik mutaci mize vést k opétovné iniciaci BCR/ABL kinasové aktivity a tim k progresi
onemocnéni. Metodami piimého sekvenovani kompletni BCR/ABL kindzové domény
jsme dnes schopni detekovat jednotlivé nebo vicenasobné mutace u relabujicich pacienti a
pfipadné zménit 1écbu.

Na zadklad¢ nékolika studii, kterd analyzovaly mutaéni spektra u pacientil
s rezistenci na Imatinib, bylo zjisténo, ze je mozné do jisté miry predikovat jejich G¢innost
in vitro (O’Hare et al., 2007). Citlivost mutaci k TKI lze pak rozlisit na zakladé¢ hodnot
koncentrace ICso , coz je koncentrace 1éku, ktera inhibuje rist bunééné linie z 50%.
(Obr.10) Tato zjisténi umoznuji, aby pacient s individualni mutaci dostal takovou terapii,

jez mu poskytne nejvetsi pravdépodobnost tspésné 1€cby (jde o tzv. terapii Sitou na miru).
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Ba/F3 cellular profiferation IC;ﬁ values

imatinib (nM) nilotinib (nd) dasatinib (nM)

native Ber-Abl [ R

244AM >V 2000
250G>E 1350

252Q=-H 1325 70 3.4
253Y>F 125
253Y>H 450

255E-K 200 56
255E>V 430 11
209Vl nd 18"
311FaL (T

315T-A 61

315T>1

317F>L 1050

317FsV nd

355E>G 23004 rd

359F=V 1825 175

379Vl

1630 51
387L=M
396H-F
396H>R 17650
. Intermediate
- Sensitive sensitivity - Insansitive

Obr.10: Senzitivita klinicky nejvyznamnéjsich mutaci BCR/ABL K tyrozin kindzovym
inhibitoram. (Deininger et al., 2005)

2.2.9 Detekce Mutaci v BCR/ABL kinazové doméné

U pacienti s CML [é¢enych TKI je sledovana nejen pfitomnost, ale také i hladina
BCR/ABL transkriptt. K pribéznému sledovani a kvantifikaci MRN je vyuzivana technika
kvantitativni PCR v redlném case s pouzitim fluorescencné znacenych hybridizacnich
TagMan sond.

Diky vysoce senzitivnim metodam real time RT-PCR a pfimému sekvenovani, jsme

schopni detekovat mutace jiz na velmi nizké hladiné MRN.
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K detekci mutaci v ABL kinazové doméné se vyuziva techniky dvoukolové nested PCR.
Vysledny PCR produkt je piimo sekvenovan na kapilarnim sekvenatoru ABI3130. Ziskana
sekvence je srovnavana s referencni sekvenci genu ABL.

V nasi Laboratofi molekularni diagnostiky - Chambon byly detekovany u dvou
pacientl zcela nové a doposud nepopsané mutace, jejichz biologické vlastnosti jsou dosud

neznamé, a to mutace A344V a inzerce guaninu(G) za nukleotidovou pozici 752.

370 380 390 400 410 420 430
ARGGAGGTGARCGCCETGGTGCTGCTOGTACATGETCACTCAGATCTCGTCAGCCATGGAGTACCTGG AGA

A

Obr.11: Mutace A344V — doposud nepopsana mutace, neznama citlivost na TKI

Aminokyselinovd zdména A344V, ménici smysl ptivodniho kodonu pro alanin (GCC) za

valin (GTC). (potizeno Vv laboratofi molekularni diagnostiky Chambon, 2010)

110 120 130 140 50 160 170 180 19
}GF«GI«TGG&RCGC;«CGG{«CRIC&CC»‘«TEE«QGCS«CAF«GCTGGG CAGTACGGG6G6AGGTGTACGAGGGCETGTGGAAGARATACAGCCTGACE

Obr.12: Q252fs (Inserce G za nukleotidovou pozici 752) doposud nepopsana mutace,
neznama citlivost na TKIs. Tato inzerce vede k posunu cteciho ramce po 252 AMK.
Zkracenému BCR/ABL produktu zcela chybi misto pro kontakt s Imatinibem, rovnéz mu
chybi celd katalytickd doména a aktivaéni smycka. (pofizeno v laboratofi molekularni

diagnostiky Chambon, 2010)
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3. Cile prace

Cilem této prace je vyvinout funkéni metodiku pro in vitro testovani biologickych
vlastnosti a farmakologické odpovédi nové detekovanych mutaci v kindzové doméné¢ BCR-

ABL a stanovit hladinu jejich rezistence k sou¢asné pouzivanym TKI.

Postup préace:
- Vyklonovat nové BCR/ABL varianty
- Nasledna exprese konstruktii v Ba/F3 IL-3 dependentni linii

- Test senzitivity transgennich linii na TKI (Nilotinib, Dasatinib)

39



4, Material a Metody

In vitro byly testovany dvé nové mutace A344V a Q252fs diagnostikované v nasi
Laboratofi molekularni diagnostiky-Chambon. Pfevzaty byly dal§i 2 doposud nepopsané
mutace L3641 a M4961 z publikace Blood, z roku 2010 (Jones et al., 2010). Jako kontroly

wr e

BCR/ABL jako je napi.T315I, Q252H a M351T.

Mutované varianty Abl:

wild type BCR/ABL senzitivni
€.1052T>C  p.Met351Thr senzitivni
c.756G>T p.GIn252His stitedné senzitivni
€.944C>T p.Thr315lle rezistentni

c.752dupG  p.GIn252fs

€.1031C>T p.Ala344Val
c.1090C>A p.Leu364lle
c.1488G>A  p.Met496lle

pMIG hBCR/mABL wt— EGFP konstrukt, pouzity pro mistn¢ cilenou mutagenzu nam
poskytl Dr. Nikolas Von Bubnoff a Justus Duyster (Mnichov, DE). Insert hBCR/mABL
(4812-bp) obsahuje chiméricky gen, slozeny z lidského BCR a mysiho ABL, jehoZz produkt
je co do aminokyselinového sloZeni prakticky identicky s lidskym, s vyjimkou zdmény
vjedné AMK, jez vSak dle dosavadnich studii nema pravdépodobné zasadni efekt na
funkci ABL ¢i BCR/ABL. Vysledkem je Ber/Abl wild type protein o velikosti 185kDa.
(von Bubnoff et al., 2006)(von Bubnoff et al., 2005)

Uplny konstrukt pMIG hBCR/mABL wt - EGFP obsahuje piiblizné 11 500bp. (Obr.13)
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5tTR [y | 5°UTR hBCR [ mABL || 3'UTR [IRES] EGFP 3'LTR

Obr.13: pMIG hBCR/mABL wt — EGFP konstrukt (11 500 bp)

4.1 Mistné cilena mutageneza

Pro mutagenezu byl hBCR/mABL pteklonovan pies EcoRI restrikéni mista do mensiho
vektoru- pCR2.1 o velikosti 3929bp (Invitrogen).

K ziskani mutantnich variant pMIG hBCR/mABL- EGFP konstruktu pomoci
techniky mistn¢ cilenené mutageneze byl vyuzit komeréni QuikChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit (Promega) a Phusion Flash PCR Master Mix (FINNZYMES) dle manuélu
vyrobce s vyuzitim Thermal cycleru C1000 (BIO-RAD)..

Tato PCR metoda umoziiuje cilenou modifikaci DNA a je vyuzivana k vytvéieni
specifickych bodovych mutaci, vedoucich ve vysledku k zdménam AMK, delecim ¢i
insercim AMK. Pracuje se s dvouvlaknovou vektorovou DNA obsahujici gen, ktery ma byt
mutovan. V nasem piipade se jednalo o pMig BCR/ABL wt- EGFP konstrukt.

Pro reakci byly navrzeny specifické mutacni primery v programu Vector NTI Advance 11.

Technikou PCR rolling cycle (obr.14) jsou dle manualu tyto syntetické primery
prodluzovany pomoci DNA polymerasy PfuTurbo® DNA polymerase, pro potieby této
prace byl vSak tento postup modifikovan. Pro vlastni PCR reakci jsme vyuzili Phusion
Flash PCR Master Mix (FINNZYMES) obsahujici velmi pfesnou a vysoce procesivni
Pfusion Flash DNA  Polymerdzu. Chybovost této polymerdzy je piiblizn€ 3x niZsi

V porovnani s PfuTurbo polymerazou.
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Reakéni schéma PCR:

- Templat (pMig BCR/ABL wt—EGFP) 8 ul
- Flash PCR Master Mix 10 ul
- Muta¢ni Primer - Forward 1 ul
- Mutac¢ni Primer - Reverse 1 ul
= Konec¢ny objem reakce: 20 pl
Pocet cykla | Jednotlivé kroky Teplota Cas
1 Inicia¢ni denaturace 95°C 1 min
Denaturace 95°C 1 min
25 Nasednuti primeru 58°C 0,5 min
Elongace 72°C 3 min
1 Posledni krok/ Zavér 72°C / 4°C 1 min/ inkubace

(Cas/doba elongace polymerazy — 1 min. na 4-kb DNA, pii 72°C)

K PCR produktu byl ptidan 1 pl Dpn I restriktazy, jez je specificka pro methylovanou a
hemimethylovanou DNA a v naSem postupu slouzila ke $t€peni nemutované templatové

DNA. Timto mechanismem byly ziskdny nové nasyntetizované mutované DNA, které byly

nasledné¢ vneseny chemickou transformaci do kompetentnich bunék E.coli.

Nasledné byl hHBCR/mABL inzert sekvenacné ovéten a zaligovan pomoci T4 DNA

ligazy (Fermentas) zpét do ptivodni pMIG-EGFP kostry.
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1. templatovy plasmid
nesouci gen, ktery ma byt
mutovan

2. muta¢ni komplementarni
primery s nukleotidovou
substituci v prislusném misté

3. PCR- rolling cycle

4. stépeni Dpnl restriktazou

5. nové€ nasyntetizovany
plasmid nesouci mutovany
gen

Obr.14: Mistné cilena mutageneza technikou PCR ,,rolling cycle

(QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit)
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4.2 Transformace pMig hBCR/mABL-EGFP do kompetentnich bunék

K transformaci byly pouzity komer¢ni One Shot TOP10 kompetentni E.coli buiky
(Invitrogen). Kompetentni E.coli bunky v alikvotech 50 ul byly skladovany v -80°C.
Transformace byla provedena dle ndvodu vyrobce takto:

Zkumavky s E.coli byly umistény na led. Po rozmraZeni (pfiblizné€ 2 az 4 minuty)
byly k bunikam pfidany 4 ul PCR produktu a dale byly inkubovany na ledu po dobu 30
minut. Poté byly umistény na 40 vtefin do 42°C vodni lazn¢ (,,Heat shock®) a opét na 2
minuty na led. Nasledné se ke smési ptipipetovalo 250 ul S.0.C. Media (soucast KITu).
Zkumavky byly upevnény ve vyhiivané tfepacce (IKA KS 40001, Schoeller) a inkubovany
pti 37°C, 225 rpm piiblizné¢ 60 minut. Mezitim byly misky s pfipravenym LB agarem
vytemperovany v inkubatoru (Sanyo, Schoeller) na teplotu 37°C. Po jedné hodiné bylo
napipetovano na misky 40 pl Carbenicilinu (100 mg/ml) a pfiddna liga¢ni smés. Misky s

transformovanymi E.coli byly inkubovany pii 37°C pies noc.

Narostlé kolonie bun¢k byly druhy den zaockovany do LB média s pfidanym
Carbenicilinem (100 pg/ml) a inkubovany pti 37°C a 250 rpm ve vyhiivané tfepacce pres
noc.

Tteti den byly narostlé bunécné kultury izolovany a purifikovany pomoci QIAprep
Miniprep KITu (Qiagen) dle manuélu vyrobce. Pro ovéfeni uspésnosti spravného zpétného
pieklonovani byly vypurifikované plazmidy restrikéné ovéfeny pomoci Xbal restriktazy.
Spravné zaklonované vektory byly do vysokych koncentraci replikovany v bakterialni
kultufe a po kultivaci byly izolovany pomoci QIAGEN Plasmid Midi/Maxi KIT.

Uspésny proces mutageneze, transformace a ligace mutovaného hBCR-mABL
insertu zpét do pivodniho pMIG-EGFP konstruktu byl ovéten sekvenovanim vysledného

maxipreparatu v koncentraci 1ug/pl s pouZzitim dostupnych primert:

- Abl_G1852A-F
- Abl_C1454A-F
- MIG mAbI- FO1
- MIG mAbI - FO2
- MIG mAbI- R

- MIG mAbl- F03
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- MIG mADbI- FO4
- MIG hBCR- R01
- MIGhBCR-F

- MIG hBCR- R02
- MIG hBCR- R03
- LXI1587

K sekvenaci byl vyuzit Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing KIT (Applied
Byosystems). PCR reakce probihala v Thermal cycleru C1000 (BIO-RAD) podle

reakéniho schématu:

- Vypurifikovany konstrukt(0,1pg/ul) Sul
- Big Dye Premix 4 ul
- Primer 1l
= celkovy objem rce 10 pl
Pocet cyklt | Jednotlivé kroky Teplota Cas
1 Inicia¢ni denaturace 95°C 5 min
Denaturace 95°C 0,5 min
35 Nasednuti primert 53°C 0,5 min
Elongace 60°C 4 min
1 Posledni krok/ Zavér 15°C Inkubace

Vysledny produkt byl néasledné analyzovan na ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (AB,

Hitachi) a ziskané sekvence byly porovnany s ptivodnim plazmidem.

Ptipravené mutované pMIG hBCR/mABL — EGFP konstrukty byly pouzity pro transfekci

do Ba/F3 bunééné linie.
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4.3 Priprava stabilnich kloni

Retrovirové konstrukty nesouci klonované varianty BCR/ABL kindzové domény byly
transientné transfekovany do ,,pakédzovaci* buné¢né linie EcoPack (Clontech, USA).
Bunééna linie EcoPack byla kultivovana v DMEM (Sigma, DE) s piidavkem 10%
fetalniho bovinniho séra (PAA, AT), glutaminu a smési penicilinu a streptomycinu (Sigma,
DE) do 70% konfluence. Transientni transfekce retrovirovych konstrukt byla provedena
pomoci Lipofectamine 2000 (Invitrogen, UK), podle navodu vyrobce. Druhy den po
transfekci byly sklizeny supernatanty obsahujici retrovirové partikule nesouci transgen a
naneseny na recipientni builky Ba/F3 (DSMZ, Braunschweig, DE, ACC 300).
Supernatanty byly sklizeny v dalSich dvou dnech, ¢imz byla provedena opakovana
retrovirova transdukce. Pfitomnost transgenu v recipientnich Ba/F3  buikéach byla
detekovana pomoci zelené fluorescence EGFP exprimovaného z konstruktu, umisténého za
sekvenci IRES (Internal Ribosome Binding Site). Exprese divokého typu BCR/ABL a
nebo jeho aktivacnich variant méla za nasledek ztratu vitalni zavislosti bun¢k Ba/F3 na IL-
3, ¢ehoz bylo vyuzito jako selekéniho tlaku pii kultivovani polyklonalnich populaci Ba/F3

exprimujicich funk¢ni transgen BCR/ABL a jeho varianty.

4.4 Méveni proliferace Ba/F3-pMIG hBCR/mABL- EGFP s TKI

Vsechny  experimenty  Ba/F3-pMIG ~ hBCR/mABL-EGFP  byly  provadény
v kvadruplikatech. Bunky byly kultivovany ve 100 pl v 96 jamkovych mikrotitracnich
destickdch (40 000 bun¢k na jamku) pii 37°C a pfi 5% CO; Vv inkubatoru Sanyo
(Schoeller). V ptitomnosti rtiznych koncentraci TKI (Nilotinib, Dasatinib) byly buiky
inkubovany 72 hodinTyrozin kinazové inhibitory byly rozpustény v DMSO (dimethyl
sulfoxid), pfipraveny jako 10 mM zéasobni roztoky a skladovany v -20°C.

Tyrosin kindzové inhibitory:

- Nilotinib (AMN107)- (Tasigna; Novartis Pharmaceuticals, Basel, Switzerland)
- Dasatinib (BMS-354825)- (Sprycel; Bristl Myers Squibb, New York)
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Pouzité koncentrace TKI:
- Nilotinib - 50, 150, 450, 600 nM
- Dasatinib -1, 10, 50, 100 nM

Pro in vitro méfeni efektu tyrozin kinazovych inhibitori na proliferaci transfekovanych
Ba/F3 buné¢k byla pouzita CellTiter 96 AQueous One solution Cell Proliferation Assay
(Promega). Jednd se o kolorimetrickou metodu stanoveni koncentrace viabilnich bun¢k
v médiu. Koncentrace bun¢k je méfena na zakladé¢ monitorace aktivity mitochondridlnich
dehydrogenas, jez metabolizuji MTS (methyltetrazoliova stl, soucast KITu) a redukuji ji
na modrofialovy formazan, jenz se uvolnuje do média. Konverze MTS je dana pfitomnosti

NADPH nebo NADH produkované dehydrogenazami v metabolicky aktivnich buiikach.

OCH,COCH _
2 SO; OCH,COOH s
N‘N’O/ Q{“*N»Q/

N\
NeNH S cH,
\( ..r'f
w

CHs CHgs

MTS o Formazan

Obr.15: MTS tetrazolium redukovany na Formazan.

(CellTiter 96 AQueous One solution Cell Proliferation Assay)

Méfeni bylo provedeno dle doporuceni vyrobce. Po 72 hodinach inkubace s inhibitory bylo
Kk bunikam s TKI pfipipetovano 20 pl vytemperovaného CellTiter 96 AQueous One solution
¢inidla a nasledovala inkubace pti 37°C po dobu 1-4 hodin.

Obrazek 16 ukazuje Ba/F3- pMIG hBCR/mABL T3151 -EGFP kultivované

s inhibitory, dvé hodiny po pfidani MTS. Zivé buiiky jsou zabarveny do modrofialova.
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Obr.16: M¢tena Desticka: Ba/F3- pMIG hBCR/mABL T3151 -EGFP s TKI

(potizeno v laboratofi molekularni diagnostiky Chambon,2011)

Spektrofotometrické hodnoceni bylo provedeno na iMark- microplate Reader (BIO-RAD),
zaznamenavajicim absorbanci pii 490nm. Pro stanoveni pozadi méfeni byly pfipraveny
kontrolni vzorky, které obsahovaly pouze médium bez TKI, a dale byly pfipraveny jamky
obsahujici transfekované Ba/F3 bez pritomnosti TKI jako kontrola bunééného ristu.

Pro zpracovani naméfenych hodnot byl pouzit Microplate Manager 6 Software
(BIO-RAD).

Bunéénd linie Ba/F3 byla pro testovani zvolena na zidklad¢ predeslych
publikovanych in vitro studii TKI. (von Bubnoff et al.,, 2006)(von Bubnoff et al.,
2005)(O’Hare et al., 2005)

Zaméfili jsme se predev§im na TKI druhé generace (Nilotinib, Dasatinib) vzhledem
k faktu, ze pacientim je témét vzdy podavan v prvni linii 1é¢by pravé Imatinib, vici némuz

u nami testovanych pacientl vznikla rezistence.
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5. Vysledky
Schéma zaklonovanych mutaci v kindzové doméné¢ hBCR/mABL.

mABL
K512
8500
G1488A (M496I
E450
K400
14122: Chybi (Ex skip?)
C1090A (L3641)
T1052C (M351T)
A350!
12595: C1031T(Ala344Val)
A992G (N3318)
hBCR/mAbI CDS
€944T (T3151
Q300

L124: ¢.817 822delinsCGAAGG (p.Leu273 Lys274delinsArgArg)
AK identicke s Homo (krome 1 AK)

G756T (Q252H)
€468: dup752G (p.GIn252fs)
G250

Yal u Homo
H200
L150
Cc100
S50
R31
Xbal site

hBCR
AzacC;lzal
Start kodon G ve REF (Gly->Asp)
5'UTR hBCR Stop kodon
3'UTR mAbl

1xC v referencni
1xC v referencni Delece (Viz Descripton)

EcoRlI site

EcoRlI site
Zbytek EcoRI EcoRI 3'LTR
IRES EGFP Yiral genome

Packaging signal

S

81456 bp

Obr.17: pMIG hBCR/mABL wt — EGFP konstrukt s definovanymi misty mutaci
(Vytvoteno v programu Vector NTI Advance 11, 2010)
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Vizualni kontrola uc¢innosti transfekce pMIG hBCR/mADbI-EGFP konstruktu do Ba/F3
lymfoidni bunécéné linie byla provedena detekci EGFP pomoci fluorescenéniho

mikroskopu (Olympus CKX41).

Obr.18: Stabilni polyklon Ba/F3 - pMIG hBCR/mABL wt- EGFP

(potizeno v laboratofi molekularni diagnostiky Chambon,2010)

Obr.19: Stabilni polyklon Ba/F3 - pMIG hBCR/mABL T3151- EGFP

(potizeno v laboratofi molekularni diagnostiky Chambon,2010)
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Obr.20: Stabilni polyklon Ba/F3 - pMIG hBCR/mABL A344V- EGFP

(potizeno v laboratofi molekularni diagnostiky Chambon,2010)

Obr.21: Stabilni polyklon Ba/F3 - MIG hBCR/mABL Q252fs -EGFP
Fotka poftizena v stadiu kdy buiiky rostly stale jesté v pritomnosti IL-3

(potizeno v laboratofi molekularni diagnostiky Chambon,2010)

Uspé&sna transfekce byla ovéfena selekei - Ba/F3 buiiky exprimujici dany konstrukt rostly i
bez pritomnosti IL-3. Vyjimkou byla linie Ba/F3-pMIG hBCR/mABL Q252fs —EGFP.

Buniky bez ptitomnosti IL-3 déle nerostly a postupné odumiraly.
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5.1 Senzitivita bunéénych linii k TKI

Muster | 1 2 3 4 5 6
A Ba/F3 bez TKI | Nilo 50 Nilo 450 | Dasa 1 Dasa 50 | RPMI bez bunék
B Ba/F3 bez TKI | Nilo 50 Nilo 450 | Dasa 1 Dasa 50 | RPMI bez bunék
C Ba/F3 bez TKI | Nilo 50 Nilo 450 | Dasa 1 Dasa 50 | RPMI bez bun¢k
D Ba/F3 bez TKI | Nilo 50 Nilo 450 | Dasa 1 Dasa 50 | RPMI bez bunék
E Ba/F3 bez TKI | Nilo 150 | Nilo 600 | Dasa 10 | Dasa 100 | RPMI bez bunék
F Ba/F3 bez TKI | Nilo 150 | Nilo 600 | Dasa 10 | Dasa 100 | RPMI bez bunék
G Ba/F3 bez TKI | Nilo 150 | Nilo 600 | Dasa 10 | Dasa 100 | RPMI bez bunék
H Ba/F3 bez TKI | Nilo 150 | Nilo 600 | Dasa 10 | Dasa 100 | RPMI bez bunék

Tabulka 1: Schéma koncentraci TKI (v nM) pfidanych k bunkam v 96 jamkové desticce.

Hruba data naméfend Microplate Manager 6 Softwarem (BIO-RAD) byla nésledné

vyhodnocena. Naméfené hodnoty samotného média bez bunck byly brany jako pozadi a

odecteny od ostatnich skupin. Z vyhodnocenych dat byly pfipraveny grafy.

Hodnoty testovanych skupin byly vztaZzeny ke skupiné bunék, které rostly bez

inhibitorii. Hodnota 1 pfedstavuje 100%, coz odpovida bunéénému ristu bez pifitomnosti

inhibitord. Koncentrace 1Cso je koncentrace TKI, ktera inhibuje riist bunécné linie z 50%

Nilotinib

1,2

IC50

——WT
—8— Q252H (G756T)
T3151 (C944T)
A344V (C1031T)
—s— M351T (T1052C)
—e— 13641 (C1090A)
—+— M496 (G1488A)

700

-0,2

koncentrace [nM]

Graf.1: Viabilita Ba/F3 bunék exprimujicich rizné mutované varianty hBCR/mABL

Vv pfitomnosti Nilotinibu.
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Dasatinib

o)

——WT

—=— Q252H (G756T)
T315! (C944T)
A344V (C1031T)

—— M351T (T1052C)

—e— 13641 (C1090A)

—— M4961 (G1488A)

60 80 100

120

koncentrace [nM]

Graf.2: Viabilita Ba/F3 bun€k exprimujicich rizné mutované varianty hBCR/mABL

V pfitomnosti Dasatinibu.

Vyhodnoceni senzitivity mutaci k Nilotinibu a Dasatinibu na zakladé hodnoty ICso.

Mutace Nilotinib Dasatinib
(ECS | ~c00 >100

Q252H (G756T) 458 55

M351T (T1052C) 92 51

WT 87 4.8

A344V (C1031T) 105 6

L3641 (C1090A) 98 59

M4961 (G1488A) 71 3,9

Q252fs (752dupG) neaktivni

Tabulka 2: Mutace senzitivni (zelena), sttedné senzitivni (Zlutd), rezistentni (Cervena).

Nov¢ testované mutace vyznaceny modie.
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6. Diskuze

V soucasné dobé¢ je u relabujicich pacienti s CML provadéno testovani senzitivity tyrosin
kinazovych inhibitorii na kultivovanych hematopoetickych bunikach pacienta.

Ve vétsiné pripadi se progrese onemocnéni dostavuje ve spojitosti se vznikem mutaci
v BCR/ABL kinazové domén¢. V soucasnosti je znamo piiblizn¢ 100 riznych typti mutaci,
tento pocet se vSak neustale zvySuje. (Mathisen et al., 2011)(Branford et al., 2009)

Vétsina téchto mutaci zplsobuje rezistenci zejména proti Imatinibu, protoze Imatinib je
prvni linii 1écby CML a tudiz terapie selektuje mutanty primarn¢ vici nému. TKI druhé
generace (Nilotinib a Dasatinib) vykazuji v klinickych studiich vysokou uc¢innost proti
vétSiné mutant rezistentnich vic¢i Imatinibu. Vyjimku tvoii zejména mutace T3151, jez
vykazuje vyraznou rezistenci ke v§em dosud uzivanym TKI.

K detekci mutaci ptistupujeme piedevsim v okamziku, kdy sledovand MRN zacina
ukazovat na relaps onemocnéni, ptipadné u pacientti dlouhodobé refrakternich na 1é¢bu. Za
této situace pristupujeme k sekvenénimu vySetrovani stavu kindzové domény.

V uplynulych letech bylo provedeno nékolik rGznych studii, které se zabyvaly
testovanim senzitivity TKI in vitro technikami, cilem bylo zejména porovnani jejich
ucinnosti vi¢i raiznym mutacim v BCR/ABL. (O’Hare et al., 2005)

Hodnoceni senzitivity TKI je moZné na nckolika trovnich. V na$i studii jsme se
zaméfili na testovani ucinku sekundarnich inhibitort Nilotinibu a Dasatinibu ke zcela
novym nepopsanym BCR/ABL mutacim, které byly detekovany u pacientd rezistentnich

k Imatinibu.

Zkoumany byly dvé mutace A344V a Q252fs diagnostikované nasi laboratofii a dvé mutace
L3641 a M4961 z publikace Blood z roku 2010. (Dan Jones et al., 2010) Pro ovéfeni
funk¢nosti naSeho testovani jsme pouzili jako kontrolu BCR/ABL wild type a nékolik
dalsich znamych mutaci T3151, Q252H a M351T s definovanou senzitivitou k TKI

Vyuzitim techniky mistné cilené mutageneze byly zaklonovany konkrétni mutace
v arteficielné ptripraveném hBCR/mABL. Tento fuzni chimérni gen byl pfipraven
specificky pro in vitro testovani a je slozen z lidského BCR genu a mysiho ABL. (von
Bubnoff et al., 2006)(von Bubnoff et al., 2005) Castou volbou pro transfekci konstruktem
s hBCR/mABL byvaji z tohoto dlivodu mysi hematopoetické bunécéné linie.
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V nasem piipadé¢ byl pMIG hBCR/mABLwt — EGFP konstrukt a jeho dal$i mutované
varianty zatransfekovany do Ba/F3 hematopoetickych lymfoidnich mysSich bun¢k.

Tyto buiikky za béznych podminek vyzaduji ke svému rastu médium doplnéné o
interleukin-3. Bez pfitomnosti IL-3 rapidné odumiraji. Funkéni onkoprotein Ber-Abl svou
aktivitou rusi zavislost bunék na tomto faktoru, inhibice onkoproteinu pak zavislost na IL-
3 obnovuje. Pokracujici rast Ba/F3 bunék i po odebrani IL-3 je tedy zjevnym markerem
exprese BCR/ABL. (Cortez et al., 1995)(Daley a Baltimore, 1988)(Klucher et al., 1998)

Signalni sekvence EGFP, jez je soucasti naSeho pMIG hBCR/mABL- EGFP
konstruktu nam umoznila vizualizovat uspésné transfekované a proliferujici Ba/F3 bunky.
Transfekce probéhla Gispésné u vSech konstruktt.

Témét ve vSech piipadech buiiky exprimujici dany konstrukt rostly nadéle i bez
ptitomnosti IL-3. Vyjimku tvofila pouze linie Ba/F3-pMIG hBCR/mABL G252fs-EGFP.
Tyto buiikky po odebrani IL-3 postupné odumiraly. Na zékladé téchto poznatkd lze
usuzovat, ze tato mutace byla zodpovédna za inaktivaci BCR/ABL kinazy a nelze ji tedy
povazovat za kauzalni pfi¢inu relapsu.

Senzitivita TKI byla pak hodnocena na bazi méfeni proliferace transfekovanych
Ba/F3 v pfitomnosti Nilotinibu a Dasatinibu s vyuzitim MTS eseje.

Mira citlivosti je popisovana na zaklad¢ stanoveni koncentrace ICso. Vzhledem
k tomu, ze $kaly, na jejichz zakladé jsou mutantni varianty BCR/ABL klasifikovany do
jednotlivych kategorii (senzitivni, stfedné senzitivni a rezistentni (O’Hare et al., 2007) ), se
Vv riznych publikacich lisi, rozhodli jsme se vytvofit vlastni stupnici. Jako zaklad nam
poslouzily hodnoty namétené pro wild type BCR-ABL, jez je citliva ke vSem testovanym
TKI, dale jsme porovnavali hodnoty u jiz diive testovanych mutaci s vlastnimi vysledky.

Obecné lze konstatovat, ze ackoliv byly absolutni hodnoty ICso u naSich méfeni
zvySeny oproti hodnotdm publikovanym v dfivéjSich studiich, sila rezistence jednotlivych
mutaci zlstava odstupfiovana. Mutace M351T vykazovala témét shodnou citlivost jako
BCR-ABL wild type, zatimco mutace h(BCR/mABL-Q252H jiz vykazuje stfedné zvySenou
rezistenci k obéma TKI, stejné jako v piedeslych studiich. Mutace T315I byla v naSem
testu vysoce rezistentni ke v§em TKI, coz je zcela ve shodé s o¢ekavanymi vysledky.

Na zéklad¢ téchto zjiSténi je mozné konstatovat, ze v disledku odlisné pouzité
metodiky (napt. metoda transfekce, rozdilnych klonovaci konstrukty) se testované varianty
jevi ,rezistentnéjs$i“, nez by odpovidalo srovnatelnym datim z literatury. Odstupiiovani

rezistence jednotlivych variant nicméné zlstava nezménéno, takze vhodnou tUpravou
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kritérii, podle nichz klasifikujeme mutace do jednotlivych kategorii, je mozné dosdhnout

korekce tohoto zkresleni.

Nov¢ testované mutace A344V, L3641 a M4961 se prokazaly jako stfedné rezistentni jak na
Nilotinib tak i Dasatinib, i podle klasifika¢niho profilu z publikace O’'Hare et al, 2007.
Pricemz nejvyssi rezistenci k Nilotinibu vykazovala A344V, k Dasatinibu pak L364l.
Nejveétsi senzitivita k obéma inhibitoram byla zjisténa u M4961, jejiz naméfené hodnoty
ICs0 se pohybovaly na rozhrani stfedni rezistence a senzitivity. Vzhledem k vyse
zminénému faktu, ze v nasi studii jsou celkové hodnoty ICso do jisté miry nadhodnoceny,

muzeme mutaci M496T pii porovnani s BCR/ABL wt povazovat spiSe za senzitivni.

Interpretace téchto vysledkli nemusi byt dosud jednoznacna. Také mezi jednotlivymi
studiemi je mozné vypozorovat diskrepance ve stanoveni hodnot ICso u nékterych mutaci.
Nase vlastni pozorovani jsou také v nékterych piipadech odlisnd od publikovanych
vysledkt. Tyto diskrepance mohou byt vysledkem pouzitim rGznych technik, odlisnych
bunécnych linii a zplisobu vyhodnocovani. Miizeme vSak konstatovat, Ze ndmi navrzena
technika je pln¢ funkéni a jsme sjeji pomoci schopni jednoznaéné rozliSit rozdily
v rezistenci vici TKI jak jiz diive testovanych, tak zcela nové objevenych mutaci. Pro
zavedeni techniky do rutinniho pouziti bude tfeba dikladnéji stanovit hranice mezi
jednotlivymi kategoriemi rezistence, coZ si vyzada testovani na vét§im vzorku mutaci.
Mimo to je z dosavadnich vyzkuml zfejmé, Ze pouzité koncentrace léku
inhibujici transfekované a tedy IL-3 nezavislé Ba/F3 nejsou vzdy shodné s koncentracemi
TKI, uZivanych pro inhibici CML progernitort in vivo. Proto ackoliv in vitro test mlize
slouzit jako rychly ukazatel rezistence de novo vzniklych mutant, vyzaduje tento vysledek

ovéfeni klinickou praxi. (Branford et al., 2009)
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8. Zavér

Lécba Imatinibem a TKI druhé generace u Imatinib rezistentnich pacientli vyrazné zlepsila
dlouhodobou prognézu nemocnych s CML. Nejvétsim problémem v této 1€Cbe je vznik
mutaci, zpusobujicich Casto sekundarni rezistenci. V této praci jsme se zamétili na vyvoj in
vitro testovani novych mutaci, jejichz senzitivita k TKI je neznamd, detekovanych u
pacienti s CML. Diky detekovatelnosti mutaci kinazové domény BCR/ABL jiz v nizkych
hladinach MRN, jsme schopni ¢asné piipravy stabilnich linii pro in vitro testy senzitivity
k TKI. Metodika se doposud prokazala funkéni a pravdépodobné univerzalni i v budoucnu
pro TKI 3. generace.

Touto metodou je mozné ziskat prvotni farmakologicky profil novych mutaci
BCR/ABL kinazy, a to v ¢asovém useku pfiblizné tii az ¢tyt tydni. VEasna informace o
biologickych vlastnostech mutace u konkrétniho pacienta je pro klinika nesmirné dilezita.
Umoziuji individualizovat terapeuticky pfistup a zejména usnadnuji rozhodovani o Gprave
1é¢by CML s cilem zabranit vyrazné hematologické progresi. Tento postup by se mél
stdvat obecnym standardem pii planovani 1écebné strategie u nemocnych s malignimi

onemocnénimi.
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