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Changes in the levels of WT1, Bcl-2, p21Cip, mBCR-ABL, and

Ki-67 transcripts in the course of chronic myeloid leukemia (CML)

Imatinib mesylate is a prototype of a molecular targeted therapy now used
succesfuly in clinical practice in treatement of CML and other diseases. Some patients
with CML, however, experience primary or secondary resistace to this drug. The aim of
this study was to determine potencial new markers of resistance to this type of therapy.

We monitored changes in the levels of WT1, Ki-67, p21Cip, mBCR-ABL, and
Bcl-2 transcripts by reverse transcriptase real-time PCR using TagMan probes. After
comparing both today used quantitative methods — 1) with the use of standard curve and
2) the two delta delta Ct method, we chose the latter one. The first step in finding a new
marker was statistical analysis of differences in gene expression in various types of
response to the treatement. For statistical analysis we used ANOVA test or Kruskal-
Wallis test. As the tests for multiple comparision, the Tukey’s and Dunn’s tests were
used.

The results of statistical analysis showed that the only possible early marker of
relapse on therapy from the genes monitored in this study was WT1. The others were
rather possible markers of blastic phase of the disease (p21Cip, Bcl-2) or poor response
to treatment (Ki-67). The results of monitoring kinetics of changes in 18 patients mostly
confirmed the results obtained from statistical analysis. Mutations in BCR-ABL kinase
domain do not seem to have any influence on the expression of all those genes.

The amounts of mBCR-ABL were very low or undetectable in patients’ blood
samples. Therefore, it was not possible to quantify it. The mBCR-ABL was detected

rather in cells from patients with suboptimal response or resistance to treatement.

Key words: CML, BCR-ABL, imatinib, resistance, mutation, marker, gene
expression, WT1, p21Cip, Bcl-2, Ki-67, mBCR-ABL
Kli¢ova slova: CML, BCR-ABL, imatinib, rezistence, mutace, marker, genova

exprese, WT1, p21Cip, Bcl-2, Ki-67, mBCR-ABL



Obsah

L UVO catrrncirnnsnncssmsnnissssssasosssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssmssssssssssensassssmsssssssssssssasssssssssssasssssss 10
2. Prehled literatury 12
2.1.  Charakteristika chronické myeloidni leukémie (CML) ......ccocooviniiiiiniiiiies 12
2.1.1.  Klinicka charakteristika a Casovy pribeh CML ..........cccovveiieiiiniiiriieeie s 12
2.1.2.  EpIidemiolOZIe......c.oooviiiiiiiiiiiiieieceeeeeie ettt et a s se et b et ss b steennens 12
2.2, BIOI0ZIE CML ....iiiiiciiece ettt sttt sv e e s e e e r e b e earaesareataesrbean 13
2.2.1.  Ph translokace, fizni geny a jejich SOUCAS .......coceriiiiiiiiiiininiececce, 13
2.2.1.1.  Philadelphsky chromOZOm ..........ccccveviiiieriiiiieiereeie e esneeae e rea 13
2.2.1.2.  Geny ucastnici se Ph translokace a fuzni produkt translokace....................... 14
2.2.1.2.1. Gen c-abl a jeho produkt.........cccccooveiiiiniiiniiccc e 14
2.2.1.2.2. Genbera jeho produkt..........cooiiiiiiiiiiii e 15
2.2.1.2.3. Fuazni gen BCR-ABL a jeho produkt .........ccoocooiiiiiniiiiniiineiienciceee, 16
2.2.1.2.4. Fuazni gen ABL-BCR a jeho produkt ..........ccoooeiiriiiininieece e, 17
2.2.2.  Charakteristické znaky leukemickych bun€k .............cccocooiviriiiciniiniceeee, 17
2.2.2.1. Morfologické, biochemické a funkéni abnormality CML bunék................... 17
2.2.2.2.  Mitogenni signalizace a inhibice apOPtOZY .........cccceveeririiininriiinieceeeee, 18
2223, Zmény bun€ného cyklu ....c.cooiiiiiiiiiiiiii e 19
2.2.2.4.  Deregulace degradace proteinll proteazomy ............cccceveviviniiinniiieiieinens 19
2.2.2.5.  VySSirychlost zkracovani telomer .........coccoeeviiieniinciniienicicnececeeeen 19
2226 ZmEny SESINU ..c.oocoiiiiiiiiiiic e 20
2.2.2.7. Nezavislost CML bunék na ristovych faktorech ..............c.cooconininnnnnn. 20
2.2.3.  Signdalni drahy ovliviiované BCR-ABL.........cccccooviiiniiniiiiininencececeeeeeen 20
2.23.1.  Ras/Raf/MEK/ERK draha..........cc.cccoiiiiinininiiiicceec 20
22320 JAK/STAT Araha......ccoooiiiiiiccce ettt 21
2.2.3.3.  Fosfatidylinositol-3kinazova (PI3K) draha...........cccooiviiiiniiiieiiir e, 22
2.2.4.  Mechanizmy progrese CML ........coooiiiiiiiiiiiiiee ettt 23
2.2.4.1.  Geneticka nestabilita a role sekundarnich genetickych abnormalit v progresi
O I ettt et ettt bt et et ebe et sae s 23
2.24.2.  Progrese nezavisla na BCR-ABL ..........cccooiioiiiiieeee 25
2.2.4.3. Navozeni sebeobnovovaciho potencialu CML progenitorti...........ccoceeneen.e. 25
2.2.4.4. Blokovani diferenciace.........cocooveiriiiiiiiiiieninieesc e 25
2.2.4.5. Hypermetylace promotorovych oblasti nékterych genti...........c.ccceoveeenni. 25
230 LECDA CML .ttt st 26
2.3.1. Soucasné [€Cebné postupy ........c.ccccoeviiriiiiininiiii 26
2.3.1.1.  Transplantace kmenovych bun€k (TKB).........cccccooiniininiinnniniieee, 26
23,12, ChEmMOLEIraPIC .....eovieiieieeiieie ettt ettt e e te st te st e ste et e esee st et e sneeneeenneas 26
2.3.1.3.  Interferon 0 (IFN) .oo.oioiiiieiee et eeve e 27
2.3.1.4.  Molekularn¢ cilend terapie ( MCT )....coooinininininiiiniiieeccceceeee 27
2.3.1.4.1. Imatinib MeSYIAt ......ccooviiiiiiiie e e 27
2.3.1.4.20 Dasatinib ..c..cceoieieiiniiiiiiieeeteee et 30
2.3.2. Odpovédi pacientli na 1é¢bu a moznosti predikce téchto odpovédi...................... 31
2.3.2.1.  Monitorovani odpoveédi na 1€Cbu.........cc.cooeviriiiiniiiiiiiiec 31
2.3.2.2.  Kritéria odpovedi na l€CbU .........cooniiiriiiiieicic e 32
2.3.2.3.  Potencialni nové molekularni markery..........ccccoevvevvreirnnersieenisseeeeecen 35
2323010 WTT ettt ettt st nae e 35
2.3.2.3.20 BCI2ua et 36
23023 3. PGP ittt ettt e 37
232314, K07 oottt 38
2.3.2.3.5. MBCRCABL .o 38
3. Material a metody 39
Bl MALErIAL. ..o 39



3.1.1.  Pouzité roztoky, chemikalie, reagencie ...........ccoouevurreneresine e 39
3.1.1.1.  Roztoky a chemikalie pouzité pfi izolaci bunék............ccoccorvrevrciininnrniennen. 39
3.1.1.2.  Roztoky a chemikalie pouzité pii izolaci RNA ........ccocooiiiiiiiiieeceee 39
3.1.1.3.  Reagencie a roztoky pouzité pii reverzni transkripci (RT) ......cccevevirenirnnne. 40
3.1.1.4.  Roztoky a chemikalie pouzité pfi elektroforéze RNA/DNA..........ccecceeennnnn. 40
3.1.1.5.  Roztoky a reagencie pouzité pfi ,.,end-point” PCR a pii PCR v redlném Case40
3.1.1.6.  Material a roztoky pouzité pro purifikaci produktti PCR................c............. 41
3.1.1.7.  Roztoky a reagencie pouZité pro sekvenaci...........cccocceceeiiieninnincncncnennenn. 42

3.1.2. Laboratorni material ............cocooimiiiiiiieene e 42

3.1.3.  Pristrojové vybaveni a pouZity SOftWare...........ccceoerieiieieeriiece e 42

3.1.4.  Biologicky Material ..........cocooiiiiiiiiiiririeieteee e 43

320 MELOAY ittt b e en e st n et et e s enteaan 43

32,1, PHIPrava FOZEOKI ..cccviiiiiiiiiectieeieeeie ettt ettt et eeaaeeveeeabeeereseabeaevasenveessneensneens 43

3.2.2. lzolace celkovych leukocytl z periferni Krve .........c.cccceceveninininincnceiecieeenn, 44

323, 1z0lace RNA L.ttt 45
32.3.1. Izolace RNA kyselou fenol-chloroformovou extrakci (CHOMCZINSKY,
SACCHI 1987, modifikace dle MORAVCOVA et al. 1998) ..........coocoovvvmvveoeereeeene. 45
3.2.3.2.  lzolace RNA pomoci RNeasy kitu (QUiagen)........ccoccecereeierierienenenenennenn. 46

3.2.4.  Elektroforéza nukleovych Kyselin ..........cocoiieiiiiiiiiiiie e 46
3.2.4.1.  Elektroforéza RNA .......cccooiiiiiiniiiicc e 46
3.2.4.2.  Elektroforéza DNA.........ccoooiiieiiiieeeereeesese e 47

3.2.5. Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin..........ccocoooiiiiiiiiiiniiiiieeeee, 47

3.2.6.  Reverzni transKriPCe .......ooieiiiiieieeiee ettt e 47

3.2.7. Testy primerli a sond pro PCR v redlném €ase............ccccoceiinininiiniinienicirenenen 48

3.2.8.  Priprava standard pro PCR v realném €ase...........coocoeeevieiieiieninieiecceeeeee, 48

3.2.9.  PCR VIEAINEM CaSE....c.eviiiiiiiiiiiiieiectceeeee ettt 49
3.2.9.1.  Princip PCR V relném €ase ..........cccoocureriiirieinieieiecieseseeeeeee e 49
320920 POSEUP .ttt b ettt h et n e 52
3.29.3. Metody Kvantifikace...........ccecveieirininirieieeereseeeee e 54

3.2.9.3.1. Kvantifikace pomoci standardni kfivky (tzv. absolutni kvantifikace)........ 54
3.2.9.3.2. Kvantifikace metodou delta delta Ct (tzv. relativni kvantifikace).............. 56
3.29.4. Hodnoceni exprese MBCR-ABL.......cc.ccoiiiiiiiiiniecccecceene 56

3.2.10. Statistickd hodnOCEN.........ooviiiieii s 56

3.2.11. Ptiprava PCR produktu pro SEKVenaci..........cc.ceoeevuererririenenieneneeinieienecnenrennene 57
3.2.11.1. Dvoustupflova PCR ........cccooiiiiii e 57
3.2.11.2. Precisténi produktl 2.PCR .....ccccoviiiiiiiiiiiccceceeas 58
3.2.11.3.  Kontrola specifity PCR ...t 59
3.2.11.4.  Sekvenadni reakee .......cc.coviveririniiiiiiiieicieeee e 59
3.2.11.5. Precisténi produktu sekvenacni reakce........cooevveiiieieiieniieierieeeeecee e 59
3.2.11.6. Piiprava vzorku pro SEKVeNaci .........ccoceeierririirriiiieiecieiecce et 60

3.2.12. Vyhodnoceni SEKVENACE ..........eecueeiieiiiiiieeeiee e 60

4. Vysledky 61
4.1.  Opakovatelnost a reprodukovatelnost PCR v realném €ase............cccocevenenenceeenenene 61
4.2.  Porovnani kvantifikace pomoci standardni kiivky a kvantifikace metodou
delta delta Cl...o.iiiieii ettt ettt s 64
4.3. Statistické hodnoceni rozdilnosti exprese WT1, p21Cip, Bcel-2 a Ki-67 u riznych
OAPOVET NA TEEDU ......oueiiiiiiiii ettt 64

4310 EXPrese WTT oottt st et be s 65

432, EXPrese BCI-2 ..ot 65

4330 EXPIrese P2ICIP..c ittt e 65

434, EXPreSe Ki=67 ..occiiiiiiiiiiiiee ittt ettt ste et e sve e etvs st eetbeesaaeerbaestreeasaesebeeaneen 66

4.4. Vysledky sledovani kinetiky exprese geni WT1, Bcl-2, p21Cip, a Ki-67................... 71

4.4.1.  Pacienti s dobrou odpoveédi na [€Cbu ..o 74

4.42.  Pacienti s primarni rezistenci k imatinibu ..................c 75

4.43. Pacienti se sekundarni rezistenci k imatinibu............cccoceeecrinnincneninccnce 76



© 90 !

4.4.3.1.  Pacienti, u nichz byla nalezena mutace BCR-ABL kinazové  domény....
4.4.3.2.  Pacienti, u nichz nebyla nalezena mutace kinazové domény BCR-ABL .....
4.4.4. Pacienti se suboptimalni odpoveédi bez relapsu ..........ccccovirenienieinicniiieneenn
4.5. Hodnoceni exprese MBCR-ABL .......ccooiiiiiiieee e e

4.5.1.  Vyskyt mBCR-ABL ve vzorcich pacienti s riiznou odpovédi na lécbu ..............

4.5.2. Vyskyt mBCR-ABL u jednotlivych pacienti v priibéhu onemocnéni ................
4.5.3.  Porovnani vyskytu mBCR-ABL u pacientii s mutaci a bez mutace kindzové
domeény BCR-ABL ..ottt s e
DiSKUZE .cvverurerecruecsuecsnensansaeesaens

Souhrn
PreZentace:. ... uiciiernsininiciinnisnnssansssenssnsesssssssansssasssssossnsssssessanessasssssessasssasesas
Seznam zkratek
Seznam literatury ........eeeenecnensenseecsnenes




1. Uvod

Chronickd myeloidni leukémie je onemocnéni znamé jiz od roku 1845 a
poslednich zhruba dvacet let velmi intenzivné studované. Za tuto dobu vyzkum dosahl
alespon c¢astecného pochopeni patogeneze onemocnéni a umoznil tak vyvoj novych,
ucinnéjsich 1€ku. V klinické praxi se tak dnes s Gspéchem pouZziva imatinib mesylat,
prototyp molekularné cilené terapie. Spolu se zavedenim monitorovani pacientli na
molekularni urovni (sledovani exprese BCR-ABL citlivou metodou reverzné
transkriptazové PCR) tento 1ék umoznil vyrazné prodlouzeni a zaroven také zkvalitnéni
Zivota pacienti s CML.

Stale vSak existuji pacienti, ktefi vykazuji rezistenci k 1é¢b€, nebo odpovidaji
nedostateéné a posléze progreduji do fatdlni termindlni faze onemocnéni — blastické
krize. Proto je nutné nalézt markery, které by byly schopny tuto progresi odhalit a
potvrdit ji v ¢asném stadiu, aby bylo mozné véas zménit a zintenzivnit 1é€bu a pokusit
se tento nepfiznivy vyvoj zastavit nebo alesponi oddélit. Nejsme navic daleko od doby,
kdy pacienti budou mit vyrazn¢ vice moznosti 1é€by, nez maji dnes. Potom bude
predevsim dulezité, abychom byli schopni rozhodnout o vhodnosti daného typu 1écby
pro konkrétniho pacienta. V tomto ohledu budou molekularni markery jakozto markery

nejcasnéjsi velmi vyznamné. K nalezeni takovych marker smétovala i tato prace.

Cile prace:

Cilem diplomové prace bylo hledani potencialnich novych markert dobré a
Spatné odpovédi na 1é¢bu imatinibem u pacientii s CML, dale se zaméfenim na markery
ptechodu chronické faze onemocnéni do faze akcelerované a blastické krize. Tyto
markery by mély doplnit a upfesnit informace ziskané monitorovanim hladiny BCR-
ABL - specifického markeru CML.

Jako potencialni markery byly testovany geny WTI, Ki-67, p21Cip, Bcl-2 a
transkript mBCR-ABL, ktery vznika alternativnim sestfihem pre-mRNA BCR-ABL.



Ukolem bylo:

Zavést metody kvantitativni reverzné transkriptdzové PCR
v realném ¢ase pro sledovani hladin jednotlivych transkripta.
Kvantifikovat hladiny transkriptd ve vzorcich pacientii
s raznou odpovédi na 1écbu.

Statisticky vyhodnotit schopnost jednotlivych transkriptt
charakterizovat stav onemocnéni a urCit moznost jejich
pouziti jako markerti pribéhu onemocnéni.

Sledovat zmény v hladinach danych transkripti u pacientt
s CML v prubéhu lécby a graficky zobrazit kinetiky zmén.
Metodou ptimého sekvenovani detekovat mutace v kindzové
doméné BCR-ABL u pacientii sledované skupiny, u kterych
byla zjist€na primarni nebo sekundarni rezistence k 1é¢be.
Porovnat kinetiky hladin jednotlivych transkripti s kinetikou
transkriptu  BCR-ABL a vysledky cytogenetickych a
hematologickych vySetieni.

Porovnat vysledky u pacientl s mutacemi Vv kindzové
doméné BCR-ABL a bez mutaci a zhodnotit, zda mutace
maji ¢i nemaji na expresi sledovanych gent vliv.

Na zakladé¢ téchto porovnani charakterizovat jednotlivé

transkripty jako potencialni markery stavu a progndézy CML.



2. Prehled literatury

2.1.Charakteristika chronické myeloidni leukémie (CML)
2.1.1. Klinicka charakteristika a ¢asovy pribéh CML

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je neoplastické onemocnéni, které
vznika v disledku maligni transformace kmenové hematopoetické buriky. Jsou proto
postiZzeny vSechny krevni fady. CML je charakterizovana progresivnim priibéhem, kdy
lze vétSinou rozeznat tfi stadia. Prvni stadium se nazyva chronicka faze (CP) a jedn4 se
v podstaté o fazi preneoplastickou. Je charakterizovadna silnou expanzi myeloidni fady,
buriky jsou ale vétSinou plné diferencované. Onemocnéni v CP dobie odpovida na 1é¢bu
a po snizeni poctu bilych krvinek jsou pacienti vétSinou bez vyznamnéjsSich klinickych
potizi. Pii konvencni 1é¢bé dochdzi zhruba po tfech aZ Sesti letech k akceleraci
onemocnéni (akcelerovana faze, AP) a vétSinou k rychlému piechodu do blastické krize
(BC), terminalniho stadia CML. CML v blastické krizi ptipomina svoji prudkosti akutni
leukémie. Je vSak velmi odolnd k 1é¢be a vétSinou po kratké dobé konc¢i smrti pacienta.
Jednotlivé pripady blastické krize se 1isi morfologii blastd. U zhruba 60% ptipadii maji
blasty myeloidni morfologii a exprimuji myeloidni markery, v dal$ich 30% se objevuje
fenotyp podobny akutni lymfoidni leukémii. Pacienti s lymfoidni blastickou krizi
odpovidaji na 1é¢bu G¢innou pti akutni lymfoidni leukémii. Zbylych 10% tvoii vzacné
zvraty s megakaryoblasty a erytroblasty.

CML je onemocnéni zna¢né heterogenni, agresivita a priznaky se lisi u
jednotlivych pacientd. K béznym ptiznakiim patii jinak nevysvétlitelné horecky, ztraty

véahy, zvySena unava, bolesti kloubt a kosti atd. (CLARKSON et al. 2003).

2.1.2. Epidemiologie

Incidence CML se uvadi mezi 1 az 2 pfipady na sto tisic lidi. V ramci vSech
leukémii tvofi CML asi 15% az 20%. Vyskyt onemocnéni roste s vékem, maxima
dosahuje v Sesté vékové dekadé. Pomér muzi a Zen trpicich CML je 3:2. Dtlkazy o

rodinném vyskytu jsou vzacné (MEYER et al. 2002, ADAM et al. 2001)



2.2. Biologie CML

2.2.1. Ph translokace, fizni geny a jejich soucasti

Pfi¢inou rozvoje CML je reciproka translokace mezi chromozomy 9 a 22 (viz
obr. 2.1), kterou vznika fuzni gen BCR-ABL. O produktu genu BCR-ABL, proteinu
p210 BCR-ABL bylo prokazano, Ze hraje zasadni roli v patogenezi CML.
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Obr. 2.1 Translokace t (9;22)(q34;q11) - ervené Sipky naznacuji nejCastéjsi zlomové
oblasti (FADERL a TALPAZ 1999)

2.2.1.1.Philadelphsky chromozém

Produktem Ph translokace a zaroven cytogenetickym markerem CML je tzv.
Philadelphsky (Ph) chromozom. Jednd se o chromozom 22 zkraceny reciprokou
translokaci t (9,22)(q34,q11). Ph chromozém je detekovan ptiblizné u 95% pacienti s
CML, mensi procentualni zastoupeni ma také u nékterych dalsich typa leukémii.

U 5% pacienti se nevyskytuje klasicky Ph chromozom, ale tzv. komplexni
translokace, ktera zahrnuje jesté dalsi chromozomy. U téchto pacienti je detekovan
fuzni gen BCR-ABL.

Mechanizmus, jakym je Ph chromozém poprvé vytvofen, je zatim neznamy.

Jedinym skute¢n¢ dokazanym vné¢jSim faktorem je ionizujici zafeni. Latence mezi



expozici zafeni a rozvojem choroby je ¢tyfi az deset let (DEININGER et al. 1998).
Translokaci by mohly napomoci také 76 kb dlouhé duplikony v blizkosti geni BCR a
ABL (SALGIO et al. 2002). Vliv miZe mit i piiblizeni obou gend v jadre
hematopoetickych prekurzorii pti piechodu zS do G2 a béhem G2 faze buné¢ného
cyklu (NEVES et al. 1999).

Ptitomnost fizniho transkriptu BCR-ABL byla prokazana i v krvi pfiblizné 27%
zdravych jedinc(, jind forma BCR-ABL oznacovana jako minor (mBCR-ABL) dokonce
v 69% testovanych vzorkli (BOSE et al. 1998). Existuji v zasadé¢ dvé teorie, které
vysvétluji, pro¢ vétsina téchto lidi CML neonemocni — bud’ se imunitnimu systému
podafi v€as maligni klon vymytit, nebo se jednd o burnku v termindlnim stadiu

diferenciace, ktera se jiz dale ned¢li a nemize dat vznik malignimu klonu.

2.2.1.2. Geny ucastnici se Ph translokace a flizni produkt translokace

2.2.1.2.1. Gen c-abl a jeho produkt

Gen abl je lidsky homolog v-abl onkogenu Abelsonova viru, ktery zplsobuje
leukémii u mysi. Lezi v oblasti 99,34, je dlohy 225 kb. Transkribuje se z n¢ho 6 nebo 7
kb dlouhd mRNA. Prvni exon se vyskytuje ve dvou variantach 1b nebo 1a.

Protein ABL (145 kD) je nereceptorova tyrozin kindza. Pokud N-konec proteinu
tvofi exon la, potom se kinaza vyskytuje v jadie. Exon 1b umoziiuje myristylaci a
vysledny protein je tak kotven v cytoplazmatické membrané buriky. Uvnitf proteinu
nachazime nékolik vyznamnych domén, viz. obr. 2.2. Jako vazebnd mista pro rtizné
proteiny ucastnici se signalni transdukce slouzi ABL kinaze SH2 a SH3 domény.
Vlastni kinazova doména (SH1) je tvofena 260 aminokyselinami. Na prolin bohaté
oblasti v centru molekuly proteinu umoziuji interakce s SH3 doménami dalSich
proteind. Smérem k C-konci byly nalezeny jaderny lokaliza¢ni signal, tfi kyselé DNA
vazajici oblasti rozpoznavajici AT bohaté sekvence a jeden aktin vazajici motiv.

Kindzova aktivita ABL je za normalnich podminek piisn€ regulovana. Jednim
z jejich regulatorti je Rb protein, ktery kindzu vaze a tim inhibuje. Hyperfosforylace Rb
pti pfechodu bunky do S faze bunééného cyklu potom zplsobi rozpad komplexu Rb-
ABL akinaza je tak v S fazi aktivni (WELSH a WANG 1993). Podle jinych praci je pro
regulaci aktivity ABL primarné vyznamna inhibi¢ni interakce SH3 domény s linkerem

mezi katalytickou doménou a SH2 doménou. Regulatory ABL pak patrné¢ zplisobuji
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naruseni této interakce a tedy aktivaci kinazy nebo naopak (BARILA et SUPERTI
1998). Na regulaci cytoplazmatického ABL se podili také BCR (XIAOYANG et al.
2003). Mimo to je ABL regulovan adhezi buriky, disociace od extracelularni matrix jej
inhibuje (WOODRING et al. 2001).

Jaderny ABL je vyznamny proapoptoticky protein, ktery hraje kli¢ovou roli v
buné¢né odpoveédi na genotoxicky stres. ABL se podili na spusténi apoptozy v burikach
vystavenych ionizujicimu nebo gama zafeni (AGAMI et al. 1999, YUAN et al. 1999).
Jednim z nové zjisténych substrati ABL je IkB kinaza. Fosforylaci této kinazy ABL
aktivuje NfkB dependentni drahu a umoziuje apoptozu (KAWAI et al. 2002). Mimo to
cytoplazmaticky c-ABL hraje vyznamnou roli v transmisi integrinové signalizace

(LEWIS et al. 1996).

p14sAb! Mlyr Bcr Fﬁ DBD IABDI
1b
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Obr. 2.2 Schématické znazornéni proteinu p14SABL — SHI-3 — Src homologii domény 1 az
3, NLS — jaderné lokaliza¢ni signaly, DBD — DNA vazebnad doména, NES — jaderny exportni
signal, ABD — aktin vazebna doména (¢ast G vazajici globularni a ¢ast F vazajici filamentarni

aktin) (REN 2005)

2.2.1.2.2. Gen bcr a jeho produkt

Gen ber lezi v oblasti 22q,11.21. Je dlouhy 135 kb, zahrnuje 23 exoni a jeho
prepisem vznikaji 2 mRNA — 4,5 a 6,7 kb dlouhé.

Produktem genu je v obou ptipadech 160 kDa velky protein vykazujici Ser/Thr
kinazovou aktivitu. BCR protein (169 kDa), viz obr. 2..3, ma né€kolik funk¢énich domén,
je kodovana prvnim ber exonem a zajiStuje oligomerizaci BCR proteinu. Dalsi
vyznamné oblasti jsou SH2 vazajici doména, DH (Dbl homology) doména s GEF
(guanin nucleotide exchange factor) funkci a PH (plecstrin homology) doména. C-
konec proteinu ma GTPazovou aktivitu pro Rac, malou GTPazu z Ras superrodiny,
ktera reguluje polymerizaci aktinu a aktivitu NADPH oxidazy ve fagocytujicich

bunkach (DIEKMAN et al. 1991, HEYWORTH et al. 1993). BCR je exprimovan ve



vSech tkanich, zvlast¢ v embryogenezi (FIORETOS et al. 1995) a jeho bunétna
lokalizace je zejména cytoplazmaticka (DHUT et al. 1990).

Oblast BCR proteinu kodovana prvnim ber exonem inhibuje aktivitu ABL i
BCR-ABL tyrozinkinazy (LIU et al. 1996). Déle BCR funguje také jako negativni
regulator Wnt drahy interakci s [B-kateninem. BCR-ABL vs$ak tuto regulaci rusi

fosforylaci BCR, ktera brani vazbé B-kateninu (RESS a MOELLING 2005).

p1608¢r y177 p185 p210 p230

Ser/Thr kinasa DH [ PH ] m

Obr. 2.3 Schématické znazornéni proteinu BCR — CC — oligomeriza¢ni coiled-coil motiv,
Ser/Thr kinasa — serin/threonin kinazova doména, DH — Dbl guanin nucleotide exchange factor
homologni doména, Ph — plecstrin homologii doména, CB — pfedpokladana doména avisla na
vapniku vazici lipidy, RAC-GAP — GTPase Rac activating doména, pli85 a p210 jsou
nejcastéjSi mista zlomu a Y177 je vazebné misto pro adaptorovy protein Grb2 (LAURENT al.
2001)

2.2.1.2.3. Fuzni gen BCR-ABL a jeho produkt

Ph translokaci dochazi k pfipojeni témét celého genu abl z 9q34 za pocateéni
exony genu bcr na 22qll, viz obr. 2.4. Zlomové oblasti jsou lokalizovany téméf
vyluéné v oblastech intronli. Zlom v genu abl nastava v oblasti del$i nez 300 kb na jeho
5" konci ptfed 1b, za la, nebo nejcastéji mezi t€émito dvéma exony (MELO 1996).
Vysledny transkript BCR-ABL je vSak vzdy sestfiZzen tak, Ze abl sekvence v BCR-ABL
zacina exonem 2 (MORRIS et al. 1991).

Zlomové oblasti uvnitf genu ber spadaji pii CML do jedné ze dvou oblasti,
oznacovanych v anglické literatufe break point cluster regions ( odtud nazev BCR ):
Vice nez 90%pacientli s CML ma zlom v oblasti dlouhé 5,8 kb, ktera obsahuje exony 12
az 16, oznaCované také jako bl az bS. Tato sekvence se nazyva major break point
cluster region (M-bcr). Diky alternativnimu sestfihu mohou vznikat fuzni transkripty se
spojenim el3a2 (b2a2) nebo el4a2 (b3a2), viz obr. 3. Obé mRNA jsou potom
prekladany do p210 BCR-ABL proteinu (HEISTERKAMP et al. 1985). Ten nejcastéji

zplisobuje pravé CML, ale mize byt spojovan i s ALL, AML a vzéacné také s dalSimi
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onemocnénimi. (Oznaceni BCR-ABL v dal$im textu znamena pravé p210 ¢i MBCR-
ABL, nebude-li uvedeno jinak. )

U pacienti s CML se zfidka vyskytuje také zlom v oblasti dlouhé 54,4 kb mezi
alternativnimi exony e2” a €2, ktera nese oznaceni minor break point cluster region (m-
ber). Vznikla ela2 mRNA se preklada do proteinu pl90BCR-ABL (HERMANS et al.
1987), nékdy oznacovaného také jako p185.

Nékdy se vyskytuji i pfipady CML s jinymi spojenimi BCR-ABL, jako napft.
b2a3 (MORAVCOVA et al. 2005).

e ) p21ovoeam
D | & ) patobean

=T ) o

Obr. 2.4 Fuzni geny a jejich proteinové produkty — vlevo — fuzni geny, vpravo — proteiny,

znazornény jsou fuzni varianty, které se v souvislosti s CML vyskytuji nej¢astéji (REN 2005)

BCR-ABL funguje v burikach jako tyrozinkindza a vyskytuje se na rozdil od
ABL vyhradné v cytoplazmé. V dusledku ztraty prvniho exonu a fuze s BCR je BCR-

ABL kinaza konstitutivné aktivni, zcela neregulovana.

2.2.1.2.4. Fuzni gen ABL-BCR a jeho produkt

Ph translokaci vznika kromé Ph chromozému také novy 9q+ chromozom.
Pfiblizné u 20% pacientd se vtomto chromozému vyskytuji delece, které
pravdépodobné vznikaji jiz jiz v pribéhu Ph translokace. Pokud jsou dostatecné velké,
ukazalo se, Ze mohou souviset s vyznamn¢ krat§i dobou pfeziti. Hor$i progndza se vsak
patrné tyka pouze pacientil lé¢enych interferonem a (IFN), nikoliv pacientl lécenych
imatinibem. (HUNTLEY et al. 2003). Pfitomnost mRNA ABL-BCR je nalézina
ptiblizné u 70% pacienti (MELO et al. 1993).

2.2.2. Charakteristické znaky leukemickych bunék
2.2.2.1. Morfologické, biochemické a funkéni abnormality CML bunék

Pro CML buiiky jsou typické nékteré morfologické abnormality jako napf.

hyper- nebo hyposegmentace nebo prstencové jadro polymorfonuklearnich leukocytii
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(LANGENHIUJSEN 1984). U zralych i nezralych CML bunék byla pozorovana
pfitomnost eosinofilnich i basofilnich granuli v jedné burice, ktera ukazuje na atypi¢nost
rozvoje bunéénych fad pii CML (DOAN a REINHART 1941).

Mezi biochemické abnormality patii napf. hypersialyzace membranovych
proteind nebo rizné kvantitativni zmény membranovych proteini a proteind granul
(BAKER et al. 1985, EVANS et al. 1985). Tyto odlisnosti od zdravych bunék pak
zplsobuji rtzné funkéni defekty. Mezi né patii opozdéna migrace neutrofild do
extravaskuldrniho prostoru, zhorSeni fagocytarnich a baktericidnich aktivit, defektni
chemotaxe (BANERIJII et al. 1972, ANKLESARIA et al. A 1985, ANKLESARIA et al.
B 1985) nebo defektni adheze. CML bunky i jejich progenitory se Spatné vazi
k stromatu, predevsim k fibronektinu, glykoproteinu extracelularni matrix kostni dfené.
CML bunky se naopak narozdil od normalnich progenitord vazi k bazalnim
membranam, pfedevsim pres vazbu na kolagen typu IV. To pfispiva k jejich mnozeni,
protoZze za normalniho stavu je interakce hematopoetickych kmenovych bunék s
mikroprostfedim kostni dfené¢ vyznamna pro regulaci proliferace a diferenciace
(VERFAILLIE et al. 1992). Vyznam zde muzZe mit zjiSt€nd nizka exprese LFA-3
(CDS8), L-selektinu, chemokinovych receptori a dalSich molekul vyznamnych pro
adhezi CML bunék (JONGEN-LAVRENIC et al. 2005). Mimo to BCR-ABL pfispiva
ke zvySené polymeraci F-aktinu, ktery pak snizuje mobilitu integrinGt uvnitf membrany
a brani tak jejich klastrovani (WERTHEIM et al. 2003). To vedle adheze ovliviiuje také
buné¢nou signalizaci a muze tedy rovnéz piispivat k dal§im vy$e uvedenym funk&nim

defektlim a rozvoji maligniho fenotypu bunék.

2.2.2.2. Mitogenni signalizace a inhibice apoptdzy

Spole¢nym rysem leukemickych bunék je zvySena proliferace a defektni
apoptdza. Oboji vede k expanzi maligniho klonu.

Spoleénym mechanizmem zajist'ujicim piezivani a proliferaci hematopoetickych
bunék je modulace exprese cyklinu D2 a p27Kip1 proteinu (PARADA et al. 2001).

Celkovy mechanizmus inhibice apoptdzy neni ptesné znam. BCR-ABL ziejmé
mimo jiné v CML burikach blokuje uvoliiovani cytochromu ¢ z mitochondrii a brani tak
aktivaci kaspazy 3 (WICKREMASHINGHE a HOFFBRAND 1999). Kritickou roli

hraje proteinkindza C (PKC), ktera je nutna pro rezistenci k apoptéze indukované
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chemoterapeutickymi agens (DI BACCO et al. 2000). PKC zprosttedkovava fosforylaci
BAD proteinu (HOLTZ et al. 2005).

Molekularni podklad vzniku prolifera¢ni vyhody zatim rovnéZz neni zcela
znam. Piedpoklada se, Ze si ji leukemické progenitory zajist'uji konstitutivni expresi
autokrinnich faktort stimulujicich rist - interleukinu 3 (IL-3) a faktoru stimulujiciho
kolonie granulocyti (G-CSF). Nékteré experimentalni prace ukazuji, ze BCR-ABL
muze indukovat expresi zminénych cytokind, ale také nékterych receptoril ristovych

faktord (JIANG et al. 1999).

2.2.2.3. Zmény buné¢ného cyklu

Bedi et al. studovali zmény v bunéném cyklu zpisobené expresi genu BCR-
ABL v bunkach linie BaF-3 (pre-B) s konstitutivné exprimovanym BCR-ABL. Zjistili,
7ze BCR-ABL pozastavuje buné¢ny cyklus na piechodu mezi fazemi G2 a M, ptipadné
prodluzuje fazi G2 zesilenou fosforylaci cyklin dependentni kinazy, ¢imz dava burice
¢as na opravy Skod zptsobenych cytotoxickymi agens (napi. 1é¢ivy) a na segregaci
abnormalniho karyotypu (BEDI et al. 1995). BCR-ABL tak brani apoptéze a umoziuje

prezivani transformovanych leukemickych bun¢k.

2.2.2.4. Deregulace degradace proteind proteazomy

V CML bunkéach dochazi k nadmérné expresi enzymu E2 konjugujiciho
ubikvitin. Tento enzym prenasi ubikvitin aktivovany enzymem E1 na ubikvitin-protein-
ligdzu E3, na kterou se specificky vadZe substratovy protein. V CML burikéch jsou proto
nadmérné degradovany napt. p53 a p27Kip, proteiny vyznamné pro udrZeni normdlni

hematopoézy (SALESSE a VERFAILIE 2003).

2.2.2.5. VyS8i rychlost zkracovani telomer

Béhem zZivota bunky dochazi ptirozené ke zkracovani telomer, v leukocytech
zdravych lidi primérné o 40 part bazi za rok. Telomery CML bun¢k jsou v porovnani s
telomerami normalnich bunék vyrazné krat$i, primérny rozdil je pfiblizn¢ 1 kb.

Rychlost zkracovani je vétsi v akcelerované fazi a blastické krizi nez v chronické fazi a



stupen zkraceni telomery je vé&tsi u pacientl, ktefi pfesli do blastické krize rychle ve
srovnani s pacienty, ktefi prosli dlouhou chronickou fazi (DRUMMOND et al. 2004).

Telomeraza se sklada ze dvou hlavnich podjednotek hTR (komplementarni
sekvence RNA k DNA sekvenci telomery) a hTERT (proteinova katalyticka
podjednotka s reverzni transkriptazovou aktivitou). Hladina hTR je v CML buiikach
sniZzena, hladina hTERT je srovnatelna s hladinou v normalnich Ph- progenitorech.
Piedpoklada se tedy, Ze za rychlé zkracovani telomer v CML burikach je zodpovédna
deregulace hTR, spolu s vyssi aktivitou bun¢k v bunééném cyklu (DRUMMOND et al.
2005).

2.2.2.6. Zmény sesttihu

Exprese riznych proteint Gcastnicich se tohoto déje je v BCR-ABL + buiikach
zvySena (SALESSE a VERFAILIE 2003). Alternativnim sestfihem tak v souvislosti
s tim mize u né€kterych pacientd dochazet ke vzniku mBCR-ABL. Sledovani jeho

vyskytu u pacientd bylo jednim z ukoli této prace.

2.2.2.7. Nezavislost CML bunék na ristovych faktorech

CML buniky dosahuji nezavislosti na rdstovych faktorech postupng,
v chronické fazi jsou jesté na rustovych faktorech zavislé. Mechanizmus, jakym BCR-
ABL+ buriky dosahuji nezavislosti na rustovych faktorech, neni zatim uplné jasny.
Vyznamna je zfejmé produkce autokrinné pusobicich faktort CML burikami

(CLARKSON et al. 2003).

2.2.3. Signalni drahy ovliviilované BCR-ABL

Souhrnny obrazek drah vyznamnych v BCR-ABL zprostiedkované leukemogenezi

ukazuje obr. 2.5.

2.2.3.1. Ras/Raf/MEK/ERK draha

Tato draha je centralni drahou signalni transdukce, ktera pfenasi signal z
raznych povrchovych receptorii buiiky do bunééného jadra. Jeji stimulace vede k

proliferaci bun¢k a inhibici apoptézy. Je oznaCovana jako MAPkinazova draha
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(mitogen-activated protein kinase) a muze byt stimulovana mitogeny, cytokiny a
ristovymi faktory. Muze interagovat s JAK/STAT i fosfatidylinositol-3-kinazovou
(PI3K) drahou (STEELMAN et al. 2004).

Ras protein je membranova GTPaza, ktera se vyskytuje v riznych signalnich
drahach, mimo jiné pravé v Raf/MEK/ERK. V fad¢ lidskych malignich onemocnéni se
Ize setkat s jejimi mutacemi, v CML jsou vSak vzacné. BCR-ABL spolu s proteiny
Grb2, Shc a Sos stabilizuje aktivni formu Ras proteinu (SKORSKI et al. 1994). Podle
nékterych autori ma Ras v CML antiprolifera¢ni G¢inek, ktery je potlaCovan Myc, jehoz
exprese behem progrese CML roste. Myc brani transkripci p21Cip, inhibitoru cyklin
dependentnich kindz, jehoz prostiednictvim Ras plsobi zastaveni bunétného cyklu
(GARTEL et al. 2001). Timto mechanizmem tedy Myc rusi Ras proteinem spusténou a
zfejm¢ hlavné Raf-MEK-ERK zprostfedkovanou drahu inhibice buné¢ného ristu
(VAQUE et al. 2004). Na druhé strané viak existuji prace, podle nichZ Ras pii CML
stimuluje proliferaci a brani apoptéze (MORGAN M. A. et al 2001). Tento rozpor muize
byt mimo jiné dan nejasnou roli pravé proteinu p21Cip v CML. K deregulaci Ras drahy
v BCR-ABL+ bunkach pfispiva ziejmé také nizka hladina produktu genu NFI,
neurofibrominu, ktery funguje jako negativni regulator Ras drahy (JONGEN-
LAVRENIC et al. 2005).

BCR-ABL aktivuje expresi Rafl. Tento jev se potom podili na inhibici
apoptézy v CML bunkach (SALOMONI et al. 1998). Rafl aktivuje totiz vedle ERK
také signalni drahy vedouci k aktivaci integrind a bunéénych funkci regulovanych
integriny, které jsou vyznamné pro regulaci proliferace, apoptézy a migrace bunék. Na
urovnich nize od BCR-ABL je aktivovan pies Rap-1 také B-Raf (MIZUCHI et al.
2005).

2.2.3.2. JAK/STAT draha

Vyznamna signalni draha je také JAK/STAT, ktera pfimo spojuje aktivaci
cytokinovych receptord s genovou expresi. Sklada se ze tii rodin proteint - JAK (Janus
family of tyrozinkinases), STAT (signal transducers and activators of transcription) a
CIS/SOCS (cytokine-induced SH2-containing proteins/supressors of cytokine signaling)
rodiny, ktera downreguluje aktivitu JAK/STAT drahy. Ta zac¢ind aktivaci cytokinového
receptoru a pokracuje aktivaci JAK kindzy, po niz JAK fosforyluyje STAT na

specifickém tyrozinu. To zajisti jeho dimerizaci, zvyseni stability a pfesun do jadra, kde
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pusobi jako aktivator transkripce. Interakci JAK/STAT a RAF/MEK/ERK drihy
ptredstavuje fosforylace STAT proteinu na treoninu, kterou ziejmé zprostfedkovava
ERK a ktera ma regula¢ni ulohu.

STAT faktory mohou byt v CML bunkach aktivovany nezévisle na JAK
kinazach BCR-ABL proteinem (ILLARIA a VAN ETTEN 1996).

2.2.3.3. Fosfatidylinositol-3kinazova (PI3K) draha

Fosfatidylinositolkinazy (PIK) predstavuji rodinu proteini katalyzujicich
ptenos y-fosfaitu z ATP na fosfoinositidy. Patii do ni tfi tfidy PI3K, z nichZ pro
regulovany aktivaci receptoru pro riustové faktory. Aktivita PI3K je spojena piedevsim s
cytoskeletarni organizaci, bunéénym délenim a inhibici apoptozy. PI3K se sklada z
katalytické podjednotky pl110 se serin/threoninkindzovou aktivitou a regulac¢ni p85
podjednotky, ktera stabilizuje a inhibuje p110. PI3K fosforyluje fosfoinositidy, které
aktivuji PDK, fosforylujici Akt ( proteinkinaza B, PKB ) (STEELMAN et al. 2004).

Pro proliferaci BCR-ABL+ bungk je aktivita PI3 kindzové drahy podminkou.
Zaroven jde o hlavni drahu zprostiedkujici antiapoptoticky efekt BCR-ABL (SHET et
al. 2002). BCR-ABL neptimo pies p85, regulacni podjednotku, interaguje s PI3K. Ta je
pak v komplexu s BCR-ABL a dal$imi proteiny, napt. Gab2 aktivovana (SATTLER et
al. 2002). Mimo to BCR-ABL inhibuje expresi SHIP1 fosfatazy, ktera je jednou z
fosfataz inhibujicich aktivitu Akt kindzy (SATTLER et al. 1999).
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BCR-ABL

Obr. 2.5. Signalni drahy ovliviiované BCR-ABL proteinem (GOLDMAN a MELO 2003)

2.2.4. Mechanizmy progrese CML

Mechanizmus progrese choroby do faze blastické krize neni dosud plné
objasnén. Jsou pouze znamé nékteré dil¢i mechanizmy nebo jevy, které progresi
doprovazeji. Ukazuje se také, Zze se patrné mechanizmy progrese u jednotlivych

pacientt lisi a tedy, Ze mechanizm progrese je vice.

2.2.4.1. Geneticka nestabilita a role sekundarnich genetickych abnormalit v progresi
CML

Béhem progrese CML dochazi v burikach k navozeni genetické nestability.
Exprese BCR-ABL, ktera je primarnim ptedpokladem progrese choroby, podporuje
vznik sekundarnich genetickych zmén typickych pro blastickou krizi pfinejmen$im
nepiimo, zajisténim zvysené proliferace, ktera je v tomto sméru sama o sob¢ rizikovym
faktorem (CALBRETTA, PERROTTI 2004). Pro progresi onemocnéni je proto vysoce
prediktivni kinetika BCR-ABL transkriptd, nardst hladiny BCR-ABL béhem lécby je
dialezitym markerem relapsu a progrese (MORAVCOVA et al. 2003).

Pfestoze je BCR-ABL za normalnich podminek protein vyhradné
cytoplazmaticky, ukazalo se, Ze v leukemickych bunkach vystavenych genotoxickému
stresu translokuje do jadra, kde narusuje opravu DNA (DIEROV et al. 2004).

Existuje také né€kolik studii poukazujicich na vztah mezi expresi BCR-ABL a

aktivitou nebo expresi proteini Uastnicich se oprav DNA, zvlast¢ dvouretézcovych
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zlomt. V BCR-ABL pozitivnich buiikach tak byla napf. zjiSténa snizena hladina DNA-
PKcs proteint, ktera zplsobuje vyssi citlivost viici ionizujicimu zafeni a vyssi frekvenci
vzniku chromozomalnich abnormalit po vystaveni bunék tomuto zafeni. Poruchy oprav
DNA spolu s rezistenci k apoptéze mohou byt vysvétlenim nevyhnutelné progrese
choroby smérem k blastické krizi (DEUTSCH et al. 2001). Dalsi studie uvedla do
souvislosti expresi BCR-ABL s negativni regulaci BRCA 1, proteinu ucastniciho se
udrzovani genomové integrity. Nedostatek BRCA 1 v CML buiikach chronické faze ale
1 blastické krize ma ziejm¢ za nasledek castéj$i vyménu sesterskych chromatid a
zvySeny vyskyt chromozomovych aberaci po poskozeni DNA (DEUTSCH et al. 2003).
Dale existuje také studie zabyvajici se BCR-ABL drahou vedouci ke zvySené expresi
nebo aktivit¢ RADS1, proteinu, ktery se ucastni oprav a homolognich rekombinaci.
BCR-ABL tak vlastné¢ zvySuje uU¢innost téchto oprav prostiednictvim RADSI1, ¢imz
vSak paradoxné sniZuje genomickou stabilitu. Piili§ vysokd opravna aktivita totiz vede
ke zvySeni frekvence inter- i intrachromozomalnich deleci a chromozomalnich
translokaci v oblastech Alu sekvenci. Mimo to dochazi v CML také k deregulaci i
dalSich gent vyznamnych v opravach DNA, jako jsou XBP (xeroderma pigmentosum
group B protein) a DNA polymeraza B (DEUTSCH et al. 2003). Mikrosatelitova
instabilita spojovana s progresi naddort se v progresi CML patrné neuplatiiuje (MORI et
al. 2003).

Sekundarni cytogenetické a molekularni zmény jsou nalézany bé&hem
progrese onemocnéni smérem k blastické krizi u mnoha pacientt, Bacher et al uvadi 60
az 80 %. V chronické fazi se tyto zmény vyskytuji pouze piiblizné v 5% (BACHER et
al. 2004).

Chromozomalni aberace zahrnuji chromozémy 8, 17, 19 a 22. Mezi nejcast€;jsi
patii duplikace Ph chromozomu a trizomie chromozému 8 a naopak spiSe vyjimecn¢ se
objevuje ztrata 7. chromozomu (BACHER et al. 2004). Z molekularnich zmén jsou u
myeloidni blastické krize ¢asté mutace v oblasti tumor supresorového genu p53 na
chromozému 17 (BRUSA et al. 2003).

Zajimavé je, Ze 20% az 40% pacientti sekundarni abnormality nema, a pfesto je
jejich progndza pouze nepatrné lepsi nez progndza pacientd s ptidatnymi zménami.
Tento fakt by mohla vysvétlit teorie, podle niz ke vzniku blastické krize sta¢i pusobeni
BCR-ABL proteinu mechanizmem alterované regulace gent zavislym na davce BCR-

ABL (CALBRETTA a PERROTTI 2004).
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2.2.4.2. Progrese nezavisla na BCR-ABL

Podle nékterych studii pfiCin rezistence na imatinib skute¢né¢ dochazi u
nékterych pacientd k progresi choroby bez zavislosti na BCR-ABL, ve které hraje roli
konstitutivné aktivni NfkB (DONATO et al. 2003) nebo nadmérna aktivace Src kinaz,
napf. kindzy LYN. Ta je dulezitou slozkou cytokinové signalni transdukce a hraje
klicovou roli v regulaci ristu a apoptdézy hematopoetickych bunék. Pfedpoklada se, Ze
LYN muize v nékterych piipadech nezavisle na BCR-ABL vyvolavat u CML bun¢k
rezistenci vic¢i apoptoze a podporovat rist drahami odlisSnymi od téch, vyuzivanych
BCR-ABL (DONATO et al. 2004). Vysoka aktivita LYN byla spojena s overexpresi
Bcl-2 (DAI et al. 2004). Exprese Bcl-2 je pfitom obecné podminkou tumorogenni
aktivity BCR-ABL (SANCHEZ-GARCIA a GRUTZ 1995).

2.2.4.3. Navozeni sebeobnovovaciho potencialu CML progenitort

Jednim z mechanizmi pfispivajicich k progresi CML je aktivace B-
kateninové drahy v granulocyt-makrofagovych progenitorech, ktera vede k navozeni
sebeobnovovaciho potencialu téchto progenitorti. Soudi se, Ze tento mechanizmus se
uplatiiuje v produkcei blasti, ktera je typicka pro blastickou krizi. Mezi cilové geny B-

kateinové drahy patii geny Myc a cyklin D1 (JAMIESON et al. 2004).

2.2.4.4. Blokovani diferenciace

Pro blastickou krizi je typicka blokace diferenciace CML buné¢k. Pfesna role
BCR-ABL v tomto procesu neni zatim znama, ukazuje se ale, Ze souvisi s narusenim

regulace n¢kterych hematopoetickych transkripénich faktort (SCHUSTER et al. 2003).

2.2.4.5. Hypermetylace promotorovych oblasti nékterych genti

Béhem progrese dochéazi ke specifické metylaci promotorovych oblasti
nékterych gend, ktera vede k jejich transkripénimu umléeni (KUSY et al. 2004).
Dochazi k tomu napf. u promotord genu c-ABL. Stupeii metylace béhem progrese roste
z nulovych hodnot v chronické fazi k hypermethylaci v blastické krizi a postupné tak
dochazi k inaktivaci c-ABL (ASIMAKOPOULOS et al. 1999). Na progresi onemocnéni

to mizZe mit vliv proto, Ze ABL je vyznamny proapoptoticky protein.

25



2.3. Lé¢ba CML

2.3.1. Soucasné lécebné postupy

Lécbu CML lze v zasadé rozdélit do dvou skupin - transplantaci a lécbu

medikamentdzni.

2.3.1.1. Transplantace kmenovych bun¢k (TKB)

Pod timto pojmem rozumime pfenos kmenovych bunék zdravého darce do
obé¢hu pfijemce, kde maji za ukol obnovit krvetvorbu pfijemce, predtim
chemoterapeuticky uplné nebo ¢aste¢né zni¢enou. V klinické praxi jsou vyuzivany tii
typy transplantaci - alogenni ptfibuzenska nebo nepiibuzenska, syngenni nebo autologni.

Alogenni transplantace je zatim jedinou metodou, ktera muze vést patrné az k
trvalému vyléceni. Protoze je CML onemocnéni stiedniho az vy$siho véku, pro dveé
ttetiny pacientd nemuze byt transplantace indikovdna jako terapeuticky pfistup
z divodu vysokého rizika vykonu (PEGGS, MACKINNON 2003). Riziko relapsu po
alogenni transplantaci ¢ini pfiblizné 20%. Zavedeni monitorovani hladiny BCR-ABL
pomohlo zméné $patné progndzy relapsu po TKB na dobrou — monitorovani umoziuje
detekovat relaps véas. V piipadé€, Ze k relapsu pacienta po alogenni TKB dojde, se s
uspéchem pouzivaji infuze darcovskych lymfocytl, které pusobi GVL (graft versus

leukemia) efektem, tzv. adoptivni imunoterapie (KOLB et al. 1995), nebo imatinib.

2.3.1.2. Chemoterapie

Pii 1é€bé CML se z chemoterapeutik pouzivaji pfedev§im busulfan, hydroxyurea
a cytosin arabinosid (Ara-C, cytarabin).

Busulfan je alkylaéni ¢inidlo pouzivané ke sniZzeni pocétu bilych krvinek.
Nevyhodou jsou vedlejsi cinky, k nimz patéi dlouhodoby utlum krvetvorby, plicni
fibrézy a zhorSeni vysledku transplantace kmenovych bunék (HEHLMANN et al.
1993).

Hydroxyurea, inhibitor ribonukleotidreduktazy, ktery inhibuje syntézu DNA,
vykazuje oproti busulfanu rychlejsi G€inek a lepsi profil vedlejsich ucinkt
(HEHLMANN et al. 1993). Hydroxyurea se dnes pouzZiva ke sniZzeni poctu bilych

krvinek pacint v dobé diagnozy.
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Cytosin arabinosid brani inkorporaci 2 'deoxycitidinu do DNA. Je schopen pii
podavani v nizkych davkach opakované u nékterych pacientii navodit az kompletni

cytogenetickou odpovéd (ROBERTSON et al. 1993).

2.3.1.3. Interferon o (IFN)

Protinadorovy ucinek IFN je dan patrné kombinaci pfimého
antiprolifera¢niho u¢inku a nepfimych ucinki zprosttedkovanych imunitnim systémem.
IFN ptsobi stimulacné na NK-bunky a makrofagy a zaroven stimuluje expresi MHC gp
I, nadorové specifickych antigent a adhezivnich molekul nadorovych bunék. Uvadi se
také, ze IFN ma piimé cytostatické efekty na nadorové bunky (JONASCH a
HALUSKA 2001). IFN monoterapie navozuje hematologickou az cytogenetickou
odpoveéd’ u pacienti s CML (TALPAZ et al. 1986). Dalsi zlepSeni pfineslo pouziti
kombinace IFN s cytarabinem (GUILHOT et al. 1997). Mezi nevyhody IFN patii
predevsim rizné vedlejsi ucinky. Z diivodu netolerance tohoto léku prerusuje terapii 10

az 20% pacientd (SILVER et al. 1999).

2.3.1.4. Molekularné cilena terapie ( MCT )

Principem MCT je specificka inhibice nékteré z molekul ucastnych na

vzniku, resp. rozvoji CML.

2.3.1.4.1. Imatinib mesylat

Imatinib mesylat (STI 571, obchodni nazvy Glivec, v USA Gleevec, dale
pouze imatinib), viz obr. 2.6, patfi mezi molekularné cilena agens urcena k 1écbé CML
ale i dalSich nadorovych onemocnéni. V klinické praxi byl poprvé pouzit v roce 1998,
kdy probéhla prvni faze klinickych zkousek. V lé¢bé CML je dnes pouzivan jako
lécebny prostiedek prvni volby. Plusobi jako selektivni inhibitor ABL, BCR-ABL,
PDGFR, c-Kit a patrn¢ také ARG tak, Ze kompetuje s ATP o vazebné misto v molekule
kinazy. Imatinib vaze vyhradné neaktivni formu BCR-ABL kinazy (BUCHDUNGER et
al 2000, OKUDA et al. 2001). Je u¢inny ve vSech fazich CML, nejlepsi vysledky dava
jeho pouziti v chronické fazi. V porovnani s IFN imatinib navozuje signikantné vice

kompletnich hematologickych a cytogenetickych odpovédi (O'BRIEN et al. 2003).
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Inhibice BCR-ABL kindzy imatinibem vede k diferenciaci a/nebo apoptdze
bungk linie K562 (JACQUEL et al. 2003). Nové byla zjisténa také indukce autofagie
pUsobenim imatinibu. Ta mlze vést k zastaveni bunééné¢ho cyklu a apoptdze, nékdy
vSak naopak rakovinnym bunikdm miiZe pomahat recyklaci proteini a organel zni¢enych
l1écbou (ERTMER et al. 2007).

V soucasné dob¢é je jiz znamo také n€kolik mechanismil rezistence vuci
imatinibu. Lze rozlisit dva jeji hlavni typy. Primarni rezistence se projevi neptitomnosti
u¢inku 1é¢by jiz od jejiho zahdjeni. Tzv. sekundarni rezistence se projevi ztratou
efektivity 1é¢by po primarni odpovédi (HOCHHAUS, LA ROSEE 2004).

V literatuie je rezistence k imatinibu ¢lenéna na rezistenci na BCR-ABL
zavislou na nezavislou. Rozli§eni umoziuje sledovani fosforylace substratt BCR-ABL
jako napt. CRKL (HOCHHAUS et al. 2002). Donedavna se piedpokladalo, Ze hlavnim
mechanizmem BCR-ABL zavislé rezistence jsou mutace v tomto fiznim genu
(BRANFORD et al. 2002). Casto detedkované mutace uvadi obr. 2.7. Vétsina mutaci
pfitom v nepfitomnosti imatinibu nepfinasi bunkdm Zadnou rustovou vyhodu
(MIETHING et al. 2006). Pro vznik rezistence mély byt vyznamné pfedev§im mutace v
mistech dilezitych pro vazbu imatinibu, tj. pfedevsim v kinazové domén¢ BCR-ABL.
Mutace v P smy¢ce mohou souviset s hor$i progndzou pacientdi (BRANDFORD et al.
2003). V soucasné dob¢ se ukazuje, zZe pritomnost mutované alely ne vzdy vysvétiuje
klinickou rezistenci k imatinibu (KHORASHAD et al. 2006, MACHOVA et al. 2007).
Je ale mozné, Ze nékteré mutace BCR-ABL ptispivaji k prezivani malych populaci
malignich progenitord, které jsou potencialnim zdrojem relapsu (CHU et al. 2005).
Dal8imi mechanizmy rezistence zavislé na BCR-ABL je overexprese BCR-ABL, k niz
muze dochazet dusledku duplikace Ph chromozému nebo genomické amplifikace BCR-

ABL.
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Obr. 2.6 Vazba imatinibu do kinazové domény ABL (NALGAR et al. 2002)

A — schématické znazornéni kinazové domény ABL (zelené€) a navazaného imatinibu (modie),
aktivacni smyc¢ka je vyznaena Cervené, jeji N-konec (motiv DFG dle nazvi aminokyselin)
oranzové, tmave zelené je znazornénulsek spojujici oba laloky domény a aC helix

B — Schéma znazorfiujici interakce ABL s imatinibem — atomy dusiku jsou znazornény modre,
kysliku ¢ervené, siry Zluté a uhliku oranzové, imatinib je zbarven zelené, vodikové mustky jsou
znazornény Carkovanymi Carami, v ¢arkovanych ovalech jsou aminokyselinové zbytky, které

interaguji van der Walsovymi silami

a.a. invelved a.a. which a.a. mapping a.a. c.ontrolling
in phosphate directly contact close to the kinase
binding imatinib catalytic domain activation/inactivation

1

s

|
M224V
V289A M343T K L I%QGR/ P
E255K/V
G250E/R M3517 L387M
Y253FH 13151 E355G/D
Q252R/H F311LA  F317L \,375;3821

Obr. 2.7 Bodové mutace v kinazové doméné BCR-ABL — mutace, které zplsobuji zamény
aminokyselin - prvni skupina mutaci (G250E, Q252R, Y253F/H, E255K/V) se nachazi
v oblasti, ktera tvoii fosfat vazebnou smycku (P-loop), druha skupina (V289A, F311L, T315I,
F317L) jsou mutace, které se nachazi v oblasti, ktera pfimo vodikovymi vazbami nebo van der
Waalsovymi silami interaguje s imatinibem, tfeti skupina mutaci (M351T, E355G) spada do
oblasti katalytické domény, ¢tvrta skupina (H396R/P) se vyskytuje v oblasti aktivacni smycky
(MARTINELLI et al. 2005)
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Mechanizm rezistence nezavislé na BCR-ABL je rovnéz vice. Imatinib je do
bunék transportovan aktivné prostiednictvim hOCT1 proteinu (human organic cation
transporter). SniZzena exprese nebo aktivita tohoto proteinu by tak mohla byt jednou z
pficin rezistence k imatinibu, at’ uZ primarni nebo sekundarni (THOMAS et al. 2004).
Existuje také mechanizmus multidrogové rezistence, kdy P-glykoprotein, produkt
MDRI genu, zajistuje aktivni eflux imatinibu z bunky (MAHON et al. 2003). V
né€kterych ptipadech mize byt rezistence disledkem vyvoje nemoci, béhem kterého se
mohou objevit nové pocetni nebo strukturalni cytogenetické aberace, které vedou k
proliferaci leukemickych bunék nezavislé na BCR-ABL. Rezistence miiZe byt také dana
regulaci fosforylace tyrozinu 393 BCR-ABL. Pro vazbu imatinibu je nutné, aby byl
defosforylovan (MIETHING et al. 2003).

Pravdépodobnost rozvoje rezistence a relapsu obecné roste s pokrocilejsi fazi
CML. Dulezity faktor umoznujici ptedejit rezistenci je optimalni zpisob zahajeni 1é¢by,
tzn. nasazeni plné davky imatinibu co nejdiive (HOCHHAUS, LA ROSEE 2004).
Relaps a rezistence v chronické fazi CML se vyskytuji podstatné méné pii uziti
imatinibu jako prvni terapie neZ pfi pouziti imatinibu az po pfedchozim selhani IFN. V
pfipadé mirné rezistence je mozné jako terapii pouzit stupriovani ddvek imatinibu
(DEININGER et al. 2004) nebo kombinovanou terapii (HOCHHAUS, LA ROSEE
2004).

2.3.1.4.2. Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825, Sprycel), viz obr. 2.8, je novym inhibitorem BCR-
ABL tyrozin kinazy. Rozdil oproti imatinibu spo¢iva v tom, Ze dasatinib je schopen
véazat jak aktivni tak i neaktivni formu kindazy BCR-ABL (TOKARSKI et al. 2004).
Navic dasatinib inhibuje Src kindzy (CARTER et al. 2005). Dasatinib je G¢inny i proti
mutantnim formam BCR-ABL kinazy s vyjimkou vysoce rezistentni formy nesouci
mutaci T3151. Vysledky prvni faze klinickych testti ukazaly, Ze dasatinib navozuje
hematologickou nebo az cytogenetickou remisi u pacientt, ktefi netolerovali, nebo byli
rezistentni k imatinibu (TALPAZ et al. 2006). Dasatinib je cilen na c¢asnéjsi
progenitory neZ imatinib, nicméné nejprimitivnéj$i CML buiky v GO fazi jsou

rezistentni i k dasatinibu (COPLAND et al. 2006).
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Obr. 2.8 Vazba dasatinibu do kinazoé domény BCR-ABL: P smycka (P-loop) je znazornéna
zluté, aktiva¢ni smyc¢ka Cervené (TALPAZ et al. 2006 b)

2.3.2. Odpovédi pacientii na 1é¢bu a moznosti predikce téchto odpovédi
2.3.2.1. Monitorovani odpovédi na l1écbu

Odpovéd na 1é¢bu je mozné monitorovat na urovni klinické (celkovy stav
pacienta, stav sleziny, jater apod.), na udrovni hematologické (krevni obraz a
charakteristika jednotlivych krevnich element) a dile na tdrovni cytogenetické a
molekularné genetické. Cytogenetické metody vyuzivaji konvenc¢ni techniky, tzv. G-
pruhovani (barveni chromozoému podle Giemse) nebo metod FISH (fluroscence in situ
hybridization). Metodou G-pruhovani je mozné zjistit po¢et Ph chromozomii v daném
poétu metafazi (v UHKT je analyza provadéna rutinné na 22 metafazich, pokud je
oviem mozné je ziskat), pfipadné je mozno zjistit dal$i chromozomanli aberace. Metody
FISH vyuzivaji fluorescen¢ni sondy, které hybridizuji k vybranym tusekim DNA, které
zahrnuji pfedpokladanou aberaci. Citlivost téchto metod je zhruba 1 az 5%.

Molekularné genetické metody se zaméfuji na sledovani transkriptu BCR-ABL.
K monitorovani vyuzivaji kvantitativni reverzn€ transkriptdzova PCR (Q-RT-PCR),
v piipadé dosazeni BCR-ABL negativity kvalitativni dvoustupiiové RT-PCR. Tyto
metody dosahuji citlivosti 0,001 az 0,0001%, coz umozni zjistit jednu leukemickou
butiku mezi 10° a? 10° normélnich leukocytd. Citlivost RT-PCR je tedy minimdlng
tisickrat vyssi nez citlivost ostatnich metod vcetné cytogenetickych. Dalsi vyhodou RT-

PCR je sledovani exprese genu na urovni transkripce, ne tedy pouze piitomnosti
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markeru jako v ptipadé cytogenetickych metod. Exprese genu vzdy ukazuje na aktivitu
maligniho klonu. NarGst a vysokd hladina transkriptu BCR-ABL jednozna¢né
signalizuji $patnou odpovéd’ na lécbu a $patnou prognoédzu, naproti tomu pokles a nizka
hladina BCR-ABL dobrou odpovéd’ na lé¢bu a dobrou prognézu. Q-RT-PCR je
zavadéna jako vySetfovaci metoda od roku 1992, z pocatku pro potiebu ¢asného zjisténi
relapsu u pacientti po TKB. Piestoze TKB je doposud jedinym kurativnim lé¢ebnym
ptistupem, prudké potransplantaéni relapsy, které ohroZzuji 10az 30% pacientd,
prechazejici rychle do blastické krize, vyzadovaly zavedeni velmi citlivé metody
schopné véas detekovat znovu se rozvijejici maligni klon. Pomoci Q-RT-PCR je mozno
zjistit relaps i o nékolik mésict dfive neZ ostatnimi metodami. Je mozno fici, Zze Q-RT-
PCR pfispéla ke zméné progndzy pacientt relabujicich po TKB z velmi $patné ve velmi
dobrou. V soucastnosti se Q-RT-PCR vyuziva k monitorovani odpovédi na lécbu u
vSech pacientd s CML. Pro vySetifeni je vyuzivana periferni krev pacientl, ne kostni
dren, takZe vySetfeni pacienta nezatéZuji a mohou byt provadéna casto, coZ zvySuje
jejich prognostiky vyznam.

V laboratofi molekularni genetiky UHKT byla kvantitativni RT-PCR pro BCR-
ABL zavedena v roce 1994. Jednalo se o kompetetivni RT-PCR (MORAVCOVA et al.
1998). Od letosniho roku byla vramci celosvétové standardizace monitorovani
transkriptu BCR-ABL zavedena RT-PCR v realném ¢ase. Pouzivany kontrolni gen B2 -

mikroglobulin (B2M) zajist'uje plnou navaznost obou metod.

2.3.2.2. Kritéria odpovédi na lé¢bu

Odpovéd na 1é¢bu u jednotlivych pacientii je hodnocena podle klinickych,
hematologickych a cytogenetickych kritérii. V dasledku nedokoncené standardizace

metody molekularni kritéria nebyla jesté jednozna¢né stanovena.
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Typ odpovédi na

l6ébu Stupei odpovédi na lécbu Definice
Molekularni e Kompletni  molekularni nepfitomnost transkriptu BCR-
odpovéd’ odpovéd’, remise (CMR) ABL, zjisténo dvoustupiiovou
(nested) RT-PCR
Cytogeneticka e Kompletni cytogeneticka 0% Ph+ bunék v kostni dfeni

odpovéd’ (CR)

odpovéd’, remise (CCR)

o Castetna (partial)
cytogeneticka  odpovéd’
(pCR)

e Malad (minor)
cytogeneticka  odpovéd’
(mCR)

1 — 34 % Ph+ bunék v kostni

dieni

35 - 94% Ph+ bunék v kostni

dfeni

Hematologicka
odpovéd’ (HR)

e Kompletni hematologicka

odpovéd’ (CHR)

e Castend hematologicka

odpovéd (pHR)

leukocyty méné nez 10x10°/ 1
krve, trombocyty méné nez
450x 10°/1 krve, nepfitomnost

nezralych buné€k v periferni

krvi, nepfitomnost
splenomegalie
jakykoliv  pokles mnoZstvi

krevnich bunék

Bez odpovédi na
1é¢bu (NR)

e  Primarni rezistence

e Sekundarni rezistence

nepfitomnost odpovédi na

1é¢bu od jejiho zahajeni

ztrata odpovédi na 1é€bu

Dale je priibéh onemocnéni a stav pacienta délen do tti fazi:

Chronicka faze (CP) - pacient dobie odpovida na lé¢bu, nemoc nenese znaky

akcelerované faze.
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Akcelerovana faze (AP) je charakterizovana alesponi jednim z nasledujicich
znakd: 10 az 30% blasta v periferni krvi nebo kostni dieni, 20 a vice % blastl a
promyelocyti v periferni krvi nebo kostni dieni, 20 a vice % bazofild v periferni krvi
nebo kostni dfeni, trombocytopenie mén¢ nez 100x10°/1 krve bez vztahu k 16&be,
progresivni spenomegalie, pfidatné chromozomalni aberace.

Blasticka krize (BC) — pacient ma vice nez 30% blasti v periferni krvi nebo

kostni dfeni.

Definice relapsu a rezistence

Relapsy onemocnéni se déli na relapsy hematologické, cytogenetické a
molekularni. Relapsy nejsou tak ptesné definovany jako odpovédi na lécbu, na rozdil od
odpovédi na 1é¢bu je nejpiesnéji definovan relaps molekularni. Je to z divodu, aby bylo
mozno véas zahajit 1é¢bu relapsti u pacientd po TKB, které jsou, jak jiz blo uvedeno,

velmi prudké a proto zivot ohroZujici.

Typ relapsu Definice

Molekularni relaps desetinasobny nebo vysS$i narust hladiny
transkriptu  BCR-ABL pfi CCR (tzv.

dynamicka definice)

Cytogeneticky relaps detekce Ph chromozémii po CCR nebo obecné

narist procentudlniho po¢tu Ph chromozému

Hematologicky relaps zhorSeni krevniho obrazu nad normaélni

hodnoty, nebo obecné narist hodnot

Relapsem onemocnéni se Casto obecné mini relaps zjiStény konvenénimi
klinickymi a hematologickymi metodami — tedy relaps hematologicky.
Rezistence

Pacient neodpovida ani na zvySené davky léciva. Pii ziskani rezistence mohl
pacient projit vSemi druhy vysSe uvedenych relapsi. Rezistence k 1écbé provazi

akceleraci onemocnéni.
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2.3.2.3. Potencialni nové molekularni markery

Piestoze transkript BCR-ABL je velmi dilezitym molekuldrnim markerem
CML, jehoz kvantifikace pomaha charakterizovat stav a progndzu pacientt, hledaji se
stale dalsi markery. Cilem je najit markery s jes$té vys$Sim prognostickym vyznamem,
které pomohou jiz ve stadiu diagndzy naznadit ptisti vyvoj onemocnéni pacienta nebo
ur¢it co nejdiive akceleraci onemocnéni a signalizovat prechod do blastické krize, aby
1é¢ba mohla byt zahaena co nejdiive a umoznia zastavit nebo alespon oddalit nepfiznivy
vyvoj onemocnéni. Hledani a testovani novych molekuldrnich markert bylo i naplni

této prace. Dale jsou uvedeny geny, které byly v rdmci této prace testovany.

2.3.2.3.1. WTI

WTI, ktery koduje transkripcni faktor se ¢tyfmi motivy zinkového prstu, patii
mezi tumor supresorové geny. K tomuto oznaceni WT1 vedlo pozorovani souvislosti
ptitomnosti mutaci WT1 s rozvojem Wilmsova tumoru (odtud odvozen nazev genu). Je
v§ak zndmo, Ze u jinych malignich onemocnéni, a to jak u pevnych nadora (OJI et al.
1999) tak u malignich onemocnéni krve (INOUE et al. 1998), funguje rostouci exprese
WTI jako nespecificky marker progrese onemocnéni. Znamy je prognosticky vyznam
jeho exprese napt. u myelodysplastického syndromu a u akutnich myeloidnich leukémii
(INOUE et al. 1994, TAMAKI et al. 1999).

U ¢loveka existuje 24 WT1 izoforem v disledku alternativniho sestihu, editace
RNA (SHARMA et al. 1994) a alternativnich mist pocatku translace. Frekvence editace
je ale pomérné nizka (MROWKA a SCHEDL 2000) a mnozZstvi variant li§icich se N-
koncem proteinu malé (SCHARNHORST et al. 1999). Hlavni izoformy jsou proto 4:
Gen WTI obsahuje dva alternativné sestiihované exony 5 a 9. Exon 9 obsahuje dv¢
alternativni donorova mista sestiihu, ktera kterd umoziuji zafazeni (+KTS varianta)
nebo naopak nezahrnuti KTS sekvence (-KTS varianta) mezi tfeti a ctvrty motiv
zinkového prstu. Pomér KTS+ a — variant  je konstantni u fady typd bunék, pomér
variant s a bez exonu 5 se lisi jak mezi typy bunék, tak u riznych vyvojovych stadii
(PRITCHARD a RENSHAW 1997). Zda se, ze WT1 KTS- varianty funguji jako
transkripéni regulatory, WT1 KTS+ zfejmé hraji navic roli v sestiihu (WAGNER et al.
2003). WT1 + a -KTS varianty navic rozeznavaji odlisna mista na DNA (HEWITT et
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al. 1996). Vliv WTI na transkrici cilovych gent je dale ovliviiovan interakcemi
s dal§imi proteiny (SCHARNHORST et al. 2000).

WTT tak cilové geny miiZze ovliviiovat transkripéné i posttranskripéné€. Protein
obsahuje domény, které nezavisle na sob& jsou schopny aktivovat nebo reprimovat
transkripci (WANG et al. 1995).

Mezi cilové geny WT1 patii napi. p21Cip (ENGLERT et al. 1997), Bcl-2
(HEWITT et al. 1995) a MDR1 (McCOY et al. 1999). V pfipadé p21Cip jde o indukci
exprese, u zbyvajicich dvou gent se jedna o represi. Patrné ale zaleZi na konkrétni
situaci, prace byly provadény na ruznych bunéénych liniich. V leukemickych
bunéénych liniich tak naopak WT1 miize stimulovat expresi MDRI1 (HIROSE et al.
1998).

2.3.2.3.2. Bcl-2

Bcl-2 patii do rodiny Bcl-2 proteind, znamych predevSim jako regulatort
apoptozy. Je hlavnim piedstavitelem podskupiny této proteinové rodiny, kterd se
vyznacuje piitomnosti BH1 (Bcl-2 homolognich) az BH4 domén. Je negativnim
regulatorem apoptozy. Vyskytuje se v buice pfedevS§im ve vnéjsi mitochondrialni
membrané, kde brani uvoliiovani cytochromu ¢ z mitochondrii. Mimo to se nachazi také
v membrané endoplazmatického retikula, kde brani uvolfiovani Ca®" iontd do cytosolu,
¢imZ rovnéZ brani apoptoze (ANNIS et al. 2004).

Bcl-2 hraje roli také v regulaci bunétného cyklu. Overexprese mize zastavit
buné¢ny cyklus v G1 fazi (MARVEL et al. 1994).

Funkci Bcl-2 navic ovliviiuje fosforylace, ktera je moznd na tfech mistech
tohoto proteinu. Vyznam fosorylace je zatim nejasny, zda se, Ze zalezi na buné¢¢ném
kontextu (BONNEFOY-BERARD et al. 2004).

V souvislosti s CML byo publikovano, ze Bcl-2 je podminkou pro rozvoj
leukémie zprosttedkovany BCR-ABL (SANCHEZ-GARCIA a GRUTZ 1995).
Overexprese Bel-2 pii CML navic muze signalizovat nezavislost onemocnéni na BCR-

ABL, viz kapitola 2.2.4.2.
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2.3.2.3.3. p2ICip

Protein p21Cip je znamy predevsim jako inhibitor cyklin dependentni kinazy 2,
ktery asociuje s komplexem kinazy s cykliny A, D, E v jadfe. Buiikky mohou byt takto
proteinem p21Cip zastaveny v G1, pfip. také G2 fazi (BUNZ et al. 1998). Tento
Mechanizmus by mohl byt zajimavy z hlediska moznosti vzniku klidovych CML bun¢k
rezistentnich k 1é¢bé, které mohou byt poté pric¢inou relapsu.

Expresi p21Cip indukuje v reakci na poskozeni DNA protein p53 (ZAKUT a
GIVOL 1995). Aktivaci exprese p21Cip proteinem p53 vsak brani protein Myc, ktery
tak ovliviiuje vyslednou odpoveéd’ buriky — pokud je dostatek Myc pro inhibici exprese
p21Cip, Myc favorizuje apoptéozu, pokud p53 indukuje expresi p21Cip, dochazi
k zastaveni buné¢ného cyklu (GARTEL et al. 2001). V burikach linie K562 stimuluje
expresi p21Cip Ras protein (Ras/Raf/MEK/ERK drahou), o némz se proto piedpoklada,
Ze ma v CML antiprolifera¢ni ucinek (DELGADO et al. 2006).

p21Cip mize ale fungovat nejen jako inhibitor replikace DNA a progrese
bunééného cyklu, ale také opac¢né. Prikladem takového pusobeni je inhibice exportu
cyklinu D1 z jadra (ALT et al. 2002) a podil na tvorbé komplexti cyklinu s kindzou.

Navic se ukazalo, ze v CML buinkach je p21Cip ptevazné cytoplazmaticky.
Jaderné lokalizaci p21Cip proteinu brani interakce s regulacnimi proteiny (napf.
kalmodulinem), nebo fosforylace blizko jaderného lokaliza¢niho signalu tohoto
proteinu, kterou zajistuje mimo jiné kinaza Akt (AGELL et al. 2006). Draha vedouci
k aktivaci Akt je pfitom v CML upregulovana. Tim Ize akumulaci p21Cip v cytoplazme
CML bungk vysvétlit.

Role proteinu p21Cip v hematopoetickych buiikdch neni dosud jasna. Protein
p21Cip byl nalezen ve vysoké hladiné v cytoplazmé promyelomonocyti v komplexu
s BRAP proteinem (ASADA et al. 2004). Carreira et al, v roce 2005 dale zjistili, Ze
exprese p21Cip proteinu mize byt indukovana MITF proteinem, potencialnim novym
antiproliferanim markerem, a nasledovana hypofosforylaci Rb proteinu. Oboji potom
pfispiva k vystupu z bunééného cyklu v G1 fazi. Normalné¢ potom nasleduje aktivace
diferenciace, ktera je vSak u leukemickych bun¢k blokovana. Role p21Cip v nezralych
hematopoetickych burikach ale rovnéZz neni zatim jasna. V cytoplazmé nezralych
monocytll patrné puasobi proapoptoticky (ASADA et al. 1999), v diferencujicich
granulocytech potom naopak antiapoptoticky (GHANEM a STEINMAN 2006).
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2.3.2.3.4. Ki-67

Ki-67 je jaderny antigen rozpoznavany protilaitkou ptivodné oznacenou pravé
Ki-67, ktera selektivné znaci pouze jadra proliferujicich bun¢k (GERDES et al. 1983).

Gen obsahuje alternativné sestiihovany exon 7. Vznikaji tak 2 rlizné mRNA a
dva ruzné proteiny (SCHLUTER et al. 1993). Ki-67 je exprimovan b¢hem vSech
aktivnich fazich bunééného cyklu, chybi v GO burikach a neni detekovatelny ani béhem
oprav DNA (GERDES et al. 1984). V G1 fazi se Ki-67 vyskytuje v perinuklearnim
prostoru, v pozd¢jsich fazich spise v jaderné matrix (VERHEYEN et al. 1989a). Béhem
metafaze obklopuje chromozomy (VERHEYEN et al. 1989b). Protein obsahuje tzv.
PEST sekvenci, ktera je zodpovédna za jeho kratky polocas rozpadu. V anafazi a
telofazi mnozstvi proteinu rychle klesa (BRUNO a DARZYNKIEWITZ 1992). Ki-67
patrné hraje vyznamnou roli v buné¢né proliferaci a patii mezi proteiny vyznamné pro
udrzovani buné¢ného cyklu (SCHLUTER et al. 1993).

Ki-67 se jiz pouziva jako prognosticky marker u nékterych malignich
onemocnéni, obvykle se viak sleduje mnozstvi proteinu. Poprvé tento gen jako marker
proliferace na urovni mRNA pouzila dr. Ulmannova ve své disertatni praci

(ULMANNOVA 2003).

2.3.2.3.5. mBCR.-ABL

V CML burikach mize alternativnim splicingem primarni mRNA vznikat vedle
proteinu p210 také p190. Sestiih je indukovan exonem 2 genu ABL, ktery navozuje
splicing upstream bcr exoni i v pifipadé jinych zlomovych oblasti (LICHTY a
KEIMEL-REID 2000). p190 ma ve srovnani s p210 piiblizné¢ pétkrat vy3si
tyrozinkinazovou aktivitu a vétsi transformacni potencial. Proto lze predpokladat, zZe
pokud se vyskytuje u pacientd s CML, mize se podilet na progresi choroby. Rozdily
mezi p210 a pl90 BCR-ABL v tyrozinkindzové a transformacni aktivit¢ mohou
souviset s pfidatnymi Dbl-homolognimi (DH) a Ph doménami, které jsou pfitomny
pouze v p210 (TELEGEEV et al. 2004). Mysi mononuklearni buriky transfekované
jednou z téchto forem fizniho genu se li§i v expresi ne¢kterych dal§ich geni (ADVANI

et al. 2004).
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Pouzité roztoky, chemikalie, reagencie

3.1.1.1. Roztoky a chemikalie pouzité pii izolaci bun¢k

NH I (Merck)

NH,HCOj; (Fluka)

EDTA (Sigma)

NaCl (Lachema)

KClI (Lachema)
NaH>;PO,(Merck)
KH>;PO4(Lachema)

Guanidin thiokyandt (GT) (Serva)
Naj;citratu (Serva)
N-lauroylsarcosin-Na (Serva)
Merkaptoetanol (Amresco)
Trypanova modr (Sigma)

Tkarnovd voda (TK voda) — deionizovana voda

3.1.1.2. Roztoky a chemikalie pouzité pii izolaci RNA

CH;COONa (Serva)

CH;COOH (Penta)

8-hydroxychinolinem (Merck)

Fenol (Sigma)

Chloroform (Sigma)

Izoamylalkohol (Sigma)

Etanol (Merck)

2-propanol (Merck)

Aqua pro injectione (tj. voda pro injek¢ni ucely, voda RNA kvality) (Infusia)
RNeasy kit (Quiagen)
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3.1.1.3. Reagencie a roztoky pouzité pti reverzni transkripci (RT)

Sx pufr pro reverzni transkriptdazu Superscript Il (Invitrogene)

Reverzni transkriptdza Superscript 11 (Invitrogene)

RNasin Plus 40 (Amersham Biotechnologies)

Ndhodné hexamery (Promega) — 250 pmol/ul, pfimo pied pouzitim nafedény na
25 pmol/pl

Mix deoxyribonukleotidii (ANTP: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega) - 10 mM
kazdy

Aqua pro injectione (Infusia)

3.1.1.4. Roztoky a chemikalie pouzité pii elektroforéze RNA/DNA

Ficoll 400 (Pharmacia)

Orange G (Chemapol)

TRIS base (Merck)

Ethidium bromid (Sigma) - 10 mg/1 ml vody

EDTA (0,5 M, pH 8) - roztok byl doplnén do 500 ml destilovanou vodou.
100 bp DNA ladder (Fermentas) - 3x fedény v Orange G

Agaroza (Amresco)

3.1.1.5. Roztoky a reagencie pouzité pfi ,.end-point™ PCR a pii PCR v realném case

10x pufr pro FastStart Tag DNA polymerdzu bez MgCl, (Roche)

Pufr pro Taq polymerdzu (Promega)

Taq polymerdza (Promega) — 5 U/l

FastStart Tag DNA polymerdza (Roche) - 5 U/l

MgCli2 (Roche) - 25 mM

Mix deoxyribonukleotidu (ANTP: dATP, dCTP,dGTP, dTTP) - 10 mM kazdy (Promega)
Primery (Sigma, KRD, pro mBCR-ABL Ipsogen) - pracovni koncentrace 20 uM,
zasobni roztok 100 uM, dodavatel, sekvence a ptivod viz tab. 4.1

TagMan sondy (Sigma) - pracovni koncentrace 20 pM, zasobni roztok 100 pM,

sekvence a plivod viz tab. 4.2
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Sybr Green I (SG I) (Boehringer Mannheim) — 800 x fedény na pracovni koncentraci

Aqua pro injectione (Infusia)

Standardy — standardy pro mBCR-ABL (Ipsogen), pro p21Cip, Bcl-2, WT1, B2M a Ki-

67 byly pfipraveny v laboratofich oddéleni molekularni genetiky UHKT

Gen Primer | Sekvence (5'>3") Zdroj
F GAG TAT GCC TGC CGT GTG
B2M R AAT CCA AAT GCG GCA TCT Gabert et al. 2003
021 CipWancnt | CTGGAGACTCTCAGGGTCGAA .
R GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATCT
Belo F CCTGGTGGACAACATCGCCCTGT Dai of al. 2004
R GCCGGTTCAGGTACTCAGTCAT ’
F ACAGGGTACGAGAGCGATAACCA .
wTi R CACACGTCGCACATCCTGAAT Cilloni et al. 2004
K6 F GGTGTGCAGAAAATCCAAAGA o
R ACTGTCCCTATGACTTCTGGTTG
mBCR-ABL | F CTGGCCCAACGATGGCGA Gabert et al. 2003
R CACTCAGACCCTGAGGCTAA :

Tab. 3.1 Sekvence a puvod primeru pro real time-PCR

* = primery navrzeny firmou TIB MolBiol, ** = primery navrzeny pomoci Universal

ProbeLibrary ProbeFinder

Gen Sekvence (5'>3") Zdroj

B2M CCT CCA TGA TGC TGC TTA CAT GTC TC Gabert et al. 2003
P21Cip ACGGCGGCAGACCAGCATGA *

Bcl-2 CCTGGTGGACAACATCGCCCTGT Dai et al., 2004
WTI CAACGCCCATCCTCTGCGGAGCCCA Cilloni et al. 2004
Ki-67 GCTGAGGA %

mBCR-ABL | CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA Gabert et al. 2003

Tab. 3.2 Sekvence a puvod TagMan sond pro real time-PCR
* = navrzena firmou TIB MolBiol,** = navrzena pomoci Universal Probe Library

ProbeFinder

3.1.1.6. Material a roztoky pouzité pro purifikaci produkti PCR

Nucleospin extract kit (Quiagen)

DyeEx 2,0 Spin kit (Quiagen)

QIAquick PCR purification kit (Quiagen)
Glykogen (Fermentas) — 20 mg/ml

Izopropanol (Merck)
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3.1.1.7. Roztoky a reagencie pouzité pro sekvenaci

HiFi polymerdza Accuprime (Invitrogen)

10x pufr (Invitrogen)

Sx sequencing pufr (Invitrogen)

BigDye 3.1 (Invitrogen)

Primery (Invitrogen) — sekvence a puvod viz tab. 4.3

Formamid (Applied Biosystems)

Gen Primer | Sekvence (5'—>3") Zdroj
BCR-ABL F TGACCAACTCGTGTGTGAAACTC Br'an'dford et al. 2002,
R TCCACTTCGTCTGAGATACTGGATT Willis et al. 2006
ABL F TGGTTCATCATCATTCAACGG *
R GATACTGGATTCCTGGAACA

Tab. 3.3 Sekvence a piivod primeri pro sekvenaci

* = navrzeno pomoci Primer3 software

3.1.2. Laboratorni material

Zkumavky 0,5 ml, 1,5 ml (Eppendorf)
Stripy, zkumavky 0,2ml (Corbett Research)

3.1.3. Pristrojové vybaveni a pouzity software

Centrifuga pro izolaci bunék — Rotanta 46R (Schoeller Pharma, Némecko)

Centrifuga pro izolaci RNA — Hettich 16/16R (Schoeller Pharma, Némecko)

Centrifugy pro purifikace — Minispin plus (Eppendorf), 5417C (Eppendorf, Némecko)
Elektroforeticka vana (Pharmacia Biotech, Némecko)

Transluminator Gel Doc 2000 (BioRad, USA)

Cyklery — GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, USA), Rotor Gene 3000
(Corbett Research, Australie)

Spektrofotometr -ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA)

Termoblok — Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Sekvenator — Genetic Analyser 3130 (Applied Biosystems, USA)
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RotorGene 6 (Corbett Research, Australie) — vyhodnocovani PCR v realném case
GraphPad Prism verze 3 (GraphPad Software,USA) — statistickd hodnoceni, tvorba
ptislusnych grafa

MutationSurvyor verze 3.01 (Softgenetics, USA) — vyhodnocovani sekvence

Databaze NCBI — ovétovani specifiky primerti a polohy pro nasednuti primert pro PCR
v redlnm case

Microsoft Excel

3.1.4. Biologicky material

Vychozim materidlem byly pro tuto praci vzorky periferni krve pacientti s CML
a zdravych darcd. Veskeré odbéry byly provedeny podle smérnic Narodni referencni
laboratofe pro DNA diagnostiku pro odbér vzorku na zaklad¢ informovaného souhlasu
pacientdl a darci podle pravidel etické komise UHKT. Periferni krev byla odebirana
v objemu 10 az 20 ml do antikoagula¢niho média, citratu sodného.

Pro piipravu pozitivnich kontrol a kalibratoru byl pouzit lyzat bunécné linie

K562 (koncentrace bunek 107 /ml), ktery poskytla Mgr. Jana Rulcova.

3.2. Metody

3.2.1. Priprava roztoki

Lyzacni roztok - 10x koncentrovany zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim
smési 41,45 g chloridu amonného (NH4Cl), 3,95 g hydrogenuhli¢itanu amonného
(NH4HCO3) a 0,186 g EDTA ve 300 ml TK HO pomoci magnetického michadla.
Vznikly roztok byl doplnén do 500 ml TK H,O, ktera byla autoklavovana 20 min pii
100°C. Takto pfipraveny roztok byl prefiltrovan ptes filtr Stericup (0,22 um). Pro
izolaci bunék byl pouzivan 1x koncentrovany roztok vznikly smichdnim 100 ml 10x
koncentrovaného lyza¢niho roztoku s 900 ml autoklavované TK H,O.

Roztok PBS - 10x koncentrovany zdsobni roztok byl pfipraven smichdnim 80 g
chloridu sodného (NaCl), 2 g chloridu draselného (KCI), 154 g
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO4) a 2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
(KH,PO4) s 800ml TK H;O pomoci magnetického michadla. Vysledny roztok byl
doplnén TK H,O do 1000 ml. Pro izolaci bunék byl pouzivan 1x koncentrovany roztok

ptfipraveny smichanim 100 ml 10x koncentrovaného PBS roztoku s 900 ml TK H,O.
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Bylo nutné upravit pH na 7,4 (pomoci 50% NaOH nebo 17,5% HCI). Roztok 1x PBS
byl pted pouZitim autoklavovan.

Roztok guanidium thiokyandtu (GT) — byl ptipravovan rozpu$ténim 283,56 g
guanidinthiokyanatu v 300 ml TK H,O. Do roztoku bylo ptidano 15 ml 1M Najcitratu
a 8,75 ml 35% N-lauroylsarcosine-Na. Po vychladnuti byl roztok doplnén TK H,O do
600 ml.

GT s merkaptoetanolem (ME) pro lyzi bunék - bylo smichdno 50ml GT a 360 pl
merkaptoetanolu.

Roztok 1M Na; citrdtu — bylo rozpusténo 29,4 g Najscitratu ve 100 ml TK H,O a
pomoci 1M HCI bylo upraveno pH na 7.

Roztok trypanové modri - pracovni 0,4% roztok byl piipravovan fedénim 47,5
pl komeréné dodané trypanové modii do 142,5 ul PBS.

Na acetat (2 M, pH 4,0) - 8,2 g Na acetatu (CH3;COONa) bylo rozpousténo v 10
ml vody RNA kvality a pomoci koncentrované kyseliny octové (CH;COOH) bylo pH
upraveno na 4,0. Roztok byl doplnén do objemu 50 ml vodou RNA kvality.

Fenol — vysyceny vodou, byl doplnén 8-hydroxychinolinem v koncentraci
0,1g/100ml, pH 4

Smés chloroform : izoamylalkohol - 49:1

Orange G - bylo smichano 10 g Ficoll 400 a 50 mg Orange G, vysledny roztok
byl doplnén do 50 ml 0,5x TAE.

Tris acetdatovy pufr pro elektroforézu (TAE) - zasobni pufr 50x TAE byl
ptipraven rozpusténim 60,5 g TRIS base (MH = 121,1) v 200ml TK vody, dale bylo
ptidano 14,25 ml kyseliny octové a 25,0 ml 0,5 M EDTA, celkovy objem byl doplnén
TK vodou do 250 ml. Pracovni roztok byl IXTAE 50x fedény TK vodou.

3.2.2. Izolace celkovych leukocyti z periferni krve

Vychozim materidlem pro tuto praci byly lyzaty celkovych leukocyti pacienti.
Lyzaty zdravych bunék jsem pfipravila stejnym zplsobem jako byly piipravovany
lyzaty bun¢k pacienti.

Celkové leukocyty byly z periferni krve izolovany metodou osmotické lyzy
retikulocyti (tj. rozpad erytrocytd v hypotonickém prostiedi a naslednd izolace

celkovych leukocytt).
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Postup izolace je nasledujici: Nejprve byly vzorky 5x natfedény vychlazenym
(4°C) 1x koncentrovanym lyza¢nim roztokem (tj. obvykle 40 ml lyza¢niho roztoku a 10
ml krve) a promichany nékolikerym otofenim zkumavek dnem vzhiru. Po té byly
ponechany 30, maximalné¢ 40 min v lednici (do vycefeni vzorku). Nasledovala
centrifugace 20 min pii 540g pii 4°C. Po sliti supernatantu byl sediment ihned
resuspendovan v 5 ml lyza¢niho roztoku. Nasledovala centrifugace 10 min pii 540g pii
4°C. Opét byl slit supernatant a sediment resuspendovan v 5 ml PBS. Po centrifugaci
stejné jako v pfedchozim bodé a sliti supernatantu byl sediment opét resuspendovan
v PBS, pfidané mnozstvi zaleZelo na po¢tu bun€k, minimalné 1 ml. Suspenze by méla
byt mirn¢ prihledna. Pro ureni poctu bun¢k bylo smichano 142,5 pl PBS, 47.5 ul
trypanové modii a 10 pl vzorku. Poc¢itanim bunék v Biirkerové komirce v alespon 10
¢tvercich byla nasledné stanovovana koncentrace leukocyti. Pocitdny pfitom byly
pouze buiiky Zivé, které se v roztoku nezbarvily modie. Po té bylo mnozstvi bun€k
rozpocitano po 10 000 000 az 20 000 000. Vypocitané mnozstvi bylo rozpipetovano do
popsanych sterilnich zkumavek. Vzorky byly poté sto¢eny na mikrocentrifuze 5 min pfi
1200 nebo 1500g. Leukocyty byly lyzovany roztokem GT s ME, jehoz bylo ke vzorkim
pfidano takové mnozstvi, aby koncentrace bunék byla 10 000 000 nebo 20 000 000/ml.

Vzorky byly vortexovany do vzniku homogenniho lyzatu a skladovany v —80°C.

3.2.3. Izolace RNA

3.2.3.1. Izolace  RNA kyselou fenol-chloroformovou extrakei (CHOMCZINSKY,
SACCHI 1987, modifikace dle MORAVCOVA et al. 1998)

Do sterilnich 1,5 ml plastikovych zkumavek bylo napipetovano postupné 50 pl
roztoku Na acetatu, 450 ul kyselého fenolu (pied upotiebenim promichaného, aby byl
prosycen vodou) a 500 ul homogenniho lyzatu leukocytd (pro naslednou PCR
v redlném &ase koncentrace 107 bungk/ml). Nakonec bylo piidano 125 pl chloroformu
smiSeného s izoamylalkoholem (49:1). Po nasledném dikladném zamichani (pfiblizn¢ 1
min vortexovani a promichavani) se vzorek mlé¢né zakalil, nebo bylo pfidano navic
malé mnoZstvi smési chloroformu a izoamylalkoholu. Vzorky byly poté na 10 min
umistény do chladiciho stojanku. Nasledovala centrifugace pfi 10000g pii 4 C° po dobu
20 min. Po centrifugaci bylo odebirano 400 az 420 pl vrchni vodné faze do novych
sterilnich 1,5 ml zkumavek. Bylo tfeba postupovat opatrné, aby nedo$lo k nasati

mezifaze, kterd obsahuje DNA. K odebranému supernatantu byl potom pfidan stejny
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objem (tj. 400 az 420 ml) ledové vychlazeného (-20°C) izopropanolu. Nasledn¢ byly
vzorky opatrné promichany nékolikerym pievracenim zkumavek dnem vzhiru
(nebezpeci degradace RNA) a ponechdany po dobu minimaln€ 40 min v mrazicim boxu
(ptip. byly takto ponechany pies noc). Poté byly vzorky opét centrifugovany 20 min pfi
10000g pti 4°C. Po sliti a okapani supernatantu na sterilni filtratni papir bylo
k sedimentu ptidano 500 pl etanolu vychlazeného na —20°C a vzorek byl centrifugovan
10 min pii 10000g pii 4°C. Tento krok byl opakovan dvakrat. Po druhém sliti etanolu
byly vzorky centrifugovany na mikrocentrifuze a zbytek etanolu byl odsat pipetou. Bylo
pridano 20 pl vody RNA kvality. RNA byla ve vodé rozpusténa inkubaci ve vodni
lazni o teploté 55°C po dobu 10 min nasledované 15 min pii pokojové teploté. Pred
ulozenim do mraziciho boxu byla RNA zchlazena na ledové lazni. Kratkodobé byla

RNA skladovana pii teplot¢ —20°, dlouhodobé pii teploté —80°C.

3.2.3.2. Izolace RNA pomoci RNeasy kitu (Quiagen)

Celkova RNA byla pro sekvenaci izolovana pomoci kitu RNeasy. Protokol byl
upraven v pocatecnich krocich izolace. Bunéény lyzat je nutno nejprve dikladné
promichat. 200 pl homogenniho lyzatu se odpipetuje do ¢Cisté 1,5 ml zkumavky.
K lyzatu se piida 200 pl 70% etanolu. Uzaviené zkumavky se promichaji otaenim

dnem vzhiru a zpét. Postup pokracuje od bodu 5 navodu vyrobce.

3.2.4. Elektroforéza nukleovych kyselin
3.2.4.1. Elektroforéza RNA

Pro zjisténi stavu vyizolované RNA ¢i pro nalezeni ptipadné DNA kontaminace
byla provadéna RNA elektroforéza v 1,5% agaré6zovém gelu. Gel byl pfipraven
smichanim 0,9 g agarézy s 60 ml 1XTAE pufru. Po povafeni v mikrovinné troubé
nasledovaném kratkym schlazenim (na ptiblizné 60°C) byly ptidany 4 ul EtBr. Gel byl
poté nalit na nosi¢ a ponechan na vzduchu ztuhnout. Po ztuhnuti byl gel pfenesen do
elektroforetické vany a zalit elektroforetickym pufrem. 3ul RNA byly smichany se 7ul

Orange G a naneseny na gel.
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3.2.4.2. Elektroforéza DNA

DNA elektroforéza byla provadéna pro detekci PCR produktu a ovéreni specifity
reakce ve 2% agardézovém gelu pfipraveném smichanim 2 g agarézy se 100 ml pufru
0,5xTAE. Po povareni a zchlazeni jako v piipadé€ pripravy gelu pro RNA elektroforézu
bylo ptfidano 5 pl EtBr. DNA byla na gel nanaSena po PCR v mnozstvi 13 pl (ze smési
25 pl PCR produktu s 8 pl Orange G). Spolu se vzorky bylo naneseno 10 pl

velikostniho markeru pro kontrolu velikosti PCR produktu.

3.2.5. Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin

Koncentrace nukleovych kyselin byla stanovovana méfenim na spektrofotometru
ND 1000 (NanoDrop Technologies). Zaroven byla takto pfip. sledovana také kvalita
nukleovych kyselin. Pomér absorbanci A260/A280 vyssi nez 1,8 potvrzoval nepiitom-
nost proteinli ve vzorku, pomér A260/A230 mezi 1,8 a 2,2 nepfitomnost soli. Méteni
koncentrace roztoku RNA bylo pouzivano pro kontrolu ¢istoty RNA a vytézku izola-ce
RNA, méteni koncentrace DNA bylo pouzZito pro stanoveni koncentrace PCR produkta

ptipravenych jako standardii pro real time-PCR. Méteni probihalo v mnozstvi 1 pl.

3.2.6. Reverzni transkripce

Reakéni smés pro reverzni transkripei pro jeden vzorek obsahovala:

Komponenta Mnozstvi (ul) Finalni koncentrace
RNA H,O 0,75

10x pufr 2,0

DTT (dithiotreitol, 100 mM) 1,0 10 mM

dNTP (10 mM) 0,5 0,5 mM

RNasin (40 U/ul) 0,25 1 U/ul

Superscript 11 (200 U/ul) 0,5 10 U/ul

Pro priming byly pouzivany nahodné hexamery a postup prace byl nasledujici:
Do 0,5 ml zkumavek byly na ledové lazni napipetovany 2 pl hexamer (250 pM),
k nimz byly pfidany 3 pl RNA. Smés byla inkubovéana piesné 5 min ve vodni lazni o
teploté 70°C. Poté byly vzorky ihned pienaSeny do ledové lazné. Nasledné bylo ke

smési ptidano 5 pl reakéni smési a vzorek byl inkubovan 10 min pii 25°C a 90 min pii
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42°C. Reakce byla ukoncena inkubaci 3 min v 95°C. Po zchlazeni na ledové 1azni byla
cDNA skladovéana v teploté —20°C.
Reverzni transkripce byla zpravidla provadéna v celkovém objemu 30 pl pii
zachovani vySe uvedeného poméru (tj. 6 pl hexamert, 9 ul RNA a 15 pl reakéni smési).
Pro real time-PCR byla pifipravena cDNA fedéna vodou RNA kvality v poméru
2:3.

3.2.7. Testy primeru a sond pro PCR v realném c¢ase

Sekvence a specifita v§ech primerl a sond byly ovéfeny pomoci programu Blast
databaze NCBI. Pouzivané primery nasedaji na cDNA do dvou sousednich exont. Tim
je zabranéno amplifikaci useku z genomové DNA. Vyjimkou jsou primery pro Ki-67,
které lezi oba v poslednim exonu genu. Pied reverzni transkripci byla proto
kontrolovana piipadna kontaminace RNA genomovou DNA pomoci RNA ELFO.
Kvalita primerti byla dale ovéfena také pomoci PCR v realném case s nespecifickym

barvivem SyberGreen I, viz kapitola 3.2.9.1.

3.2.8. Priprava standardua pro PCR v realném case

Pro p21Cip byl pouzit standard ptipraveny klonovanim PCR produktu do
plazmidu. Standard pftipravil a poskytl Mgr. Jaroslav Polak.

V ptipad¢ vSech ostatnich standardi pouzitych v této praci se jednalo o
precisténé PCR produkty. Standard pro WT1 poskytl Mgr. Jaroslav Polak, pro Bcl-2 a
B2M Mgr. Jana Rulcova.

Standard pro Ki-67 jsem pfipravila nasledujicim zpisobem: Primery pro real
time-PCR byly pouzity pro klasickou PCR, ktera probéhla dle programu: 95°C 3 min,
25x 94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s. Reakéni smés pro jeden vzorek obsahovala:
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Komponenta Mnozstvi (ul) Finalni koncentrace
TK H,O 16,2

5x pufr+tMg 5,5

dNTP (10mM) 0,5 0,2 mM

Forward primer (20uM) 0,3 0,26 uM

Reverse primer (20uM) 0,3 0,26 uM

Taq polymeraza (SU/pl) 0,2 0,04 U/pl

K 23 pl reakéni smesi byly pridany 2 pl cDNA.

Specifita reakce byla ovéfena pomoci DNA ELFO ve 2% agardézovém gelu.
PCR produkty byly poté pieciStény pomoci kitu Nucleospin extract podle pokyni

vyrobce. Koncentrace pfipravenych standardli byly zméfena na spektrofotometru.

3.2.9. PCR v realném case

3.2.9.1. Princip PCR v redlném case

Jedna se o metodu umoznujici sledovani narGstu mnozstvi PCR produktu
v kazdém cyklu PCR méfenim fluorescence emitované detektorem PCR produktu. Je
tak mozné sledovat reakci béhem exponencialni faze, v niz mnozstvi PCR produktu
pfimo koreluje s pocate€nim mnozstvim templatu vloZeného do reakce.

Detektorem miiZe byt nespecificka DNA vazebna sonda Syber Green (viz obr.
3.1), nebo néktera z fady typt sond specifickych pro dany amplikon. Vzhledem k vy3si
specifité¢ byly v této praci pouzity dudlné znacené specifické sondy typu TagMan, tzv.
hydrolyza¢ni sondy (viz obr. 3.2). Tento typ detekce je zaloZzen na vyuziti
S’exonukleazové aktivity DNA polymerazy, ktera hydrolyzuje sondu nasednutou na
amplikonu ve fazi syntézy. Sonda je na 5'konci znac¢ena fluorochromem oznac¢ovanym
jako reporter a na 3'konci tzv. zhaseCem. V naSem ptipad¢ byl fluorochromem FAM,
zhaseCem TAMRA. Tato dvojice fluorochrom-zhase¢ funguje na principu oznac¢ovaném
jako FRET (fluorescence resonance energy transfer). Pokud je sonda intaktni, zhdSec¢
pohlcuje energii fluorochromu a emituje ji v podobé svétla o vlnové délce, ktera neni
ptistrojem sledovana. Pokud vS$ak dojde k syntéze, sonda je aktivni polymerdzou

Stépena, fluorochrom je oddélen od zhasee a prestava jim byt ovliviiovan. Volny
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fluorochrom potom emituje fluorescenci o vinové délce, ktera je specialnim cyklerem
detekovana. Kvantifikace celkové fluorescence kazdého vzorku koncem syntetické faze
kazdého cyklu umoznuje sledovat narist mnozstvi PCR produktu a kvantifikaci transkriptu.

Pouziti barviva Syber Green je vyhodné pro testovani primerd. Jedna se o interkalator,
ktery se vaze do malého zlabku dvouretézcové DNA. Pomoci analyzy teploty tani PCR
produktu je mozné zjistit, zda reakce s danymi primery probiha specificky, ¢i vznika produktt
vice. Rovnéz je zkfivky patrna pfipadna tvorba primeru-dimera, které mohou snizovat
citlivost reakce.

Pro Ki-67 byl vtéto prace pouzit pomérné novy typ sondy, ktera obsahuje
modifikované tzv. LNA (od ,locked nucleic acid“, nékdy také BNA od ,bridged nucleic
acid“) monomery, viz obr. 3.3. Tyto monomery jsou bycyklické slou€eniny strukturné
podobné RNA nukleotidim, v nichz je konformace furanézového kruhu ,uzamcena“
metylenovym mustkem, ktery spojuje 2°0 ribozy s C'4 ribozy. Tato modifikace zvysSuje

lokaln€ organizaci fosfatové kostry a vede ke vzniku stabiln€jsi A konformace. LNA sondy

v
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SYBR Green

Obr. 3.1 Princip fungovani barviva Syber Green - Syber Green funguje jako nespecificky
detektor dsDNA

TagMan Probes

1%\ N \ . N J '

h

Polymerase

Obr. 3.2 Princip fungovani TagMan sond (tzn. hydrolyza¢nich sond) pro PCR v reialném
case — po rozstépeni sondy 5" exonukleazovou aktivitou polymerazy v pribéhu syntézy DNA

dochazi k oddaleni flurochromu od zhasece a tedy k emimisi fluorescence

Base

HO HO OH

O
oH © o) Base

Obr. 3.3 Monomer LNA (locked nucleic acid)
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3.2.9.2. Postup

PCR se sondami byla provadéna podle programu :
95°C 10min

cyklovani:
95°C 15s 50x
60°C  60s

Reak¢ni smés pro jeden vzorek pro geny p21Cip, B2M, Bcl-2, WT1 a mBCR-ABL:

Komponenta Mnozstvi (ul) Finalni koncentrace
RNA H,0 12,2

S5x pufr 2,50

MgCl, (25mM) 4,00 5 mM

dNTP (10 mM) 0,50 0,25 mM

Forward primer (20 uM) 0,375 0,3 uM

Reverse primer (20uM) 0,375 0,3 uM

Sonda (20pM) 0,3 0,3 pM

Fast Start Taq polyméraza (5U/ul) | 0,25 0,05 U/l

K 20 pl reakéni smési bylo pfidano 5 pul cDNA.

Reak¢ni smés pro jeden vzorek pro gen Ki-67:

Komponenta Mnozstvi (ul) Finalni koncentrace
RNA H,O 12,00

5x pufr 2,50

MgCl, (25mM) 4,00 5 mM

dNTP (10mM) 0,50 0,25 mM

Forward primer (20pM) 0,25 0,25 uM

Reverse primer (20uM) 0,25 0,25 uM

Sonda (20uM) 0,25 0,25 uM

Fast Start Taq polymeraza (5U/ul) 0,25 0,05 U/l

Ke 20 pl reakéni smési bylo piidavano 5 pl cDNA.
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Pti pouziti barviva SyberGreen I byl pouzit program:

94°C 3min

cyklovani:

94°C 25s 45x

62°C 25s

72°C 25s

86°C 15s

40°C 2min

50°C Imin

Analyza kfivky teploty tani probihala v teplotnim intervalu 55° az 90°C,
v kazdém kroku byl nartst o jeden stupen, 30s 1. krok, S5s vSechny ostatni kroky

Reakéni smés pro jeden vzorek obsahovala:

Komponenta Mnozstvi (ul) Finalni koncentrace
RNA H,0 11,8

5x pufr 2,0

MgCl, (25mM) 2.8 3,5mM

dNTP (10 mM) 0,4 0,2 mM

Forward primer (30uM) 0,5 0,75 uM

Reverse primer (30uM) 0,5 0,75 uM
SyberGeen I (800x fedény) 0,8

Fast Start Taq polymeraza (5U/ul) 0,2 0,05 U/ul

K 19 ul byl pfidan 1ul cDNA.
V kazdé PCR reakci byly vedle vzorkd pacientd v paralelach méfeny také
standardy (3 azZ S ruznych fedéni), kalibrator (viz kapitola 3.2.9.3) v triplikdtu a RNA

H,O, tedy vzorek bez templatu jako negativni kontrola (tj. kontrola kontaminace).
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3.2.9.3. Metody kvantifikace

V této praci byly provadény dva zplsoby kvantifikace — pomoci standardni

kfivky a metodou delta delta Ct.

3.2.9.3.1. Kvantifikace pomoci standardni krivky (tzv. absolutni kvantifikace)

Tento zplsob kvantifikace je zalozen na tvorbé standardni kiivky pomoci
amplifikace vzorkii o zname koncentraci templatu. Kazdé koncentraci templatu (pocet
kopii DNA) odpovida ur¢ité Ct (cycle of threshold). Koncentrace DNA u neznamého
vzorku je pomoci software zkalibracni kfivky odectena. Vystup zrel-time PCR
hodnocené touto metodou ukazuje obr. 3.4.

Hodnota Ct je ode¢itana v okamziku, kdy mnozstvi amplifikovaného produktu
prekroci tzv. threshold. Ten je nastaven pocitaovym software bud’ automaticky nebo
miiZze byt nastaven manualné€. V této praci byl threshold nastavovan ve vsech reakcich
na 0,05.

Amplifikace standardi byla provadéna v kazdé reakci. Standardni kiivky,
ptiklad viz obr., byly vytvareny na zakladé¢ 3 az 5 riznych desetindsobnych fedéni
standardi pipetovanych v duplikatech. Redéni standard@i byla pfitom na zakladé
pocatecnich testi exprese u pacientll zvolena tak, aby se pocet kopii daného transkriptu
ve vzorcich pohyboval vrozmezi mezi témito fedénimi. Tento postup napomaha
dosazeni maximalni pfesnosti méfeni.

Vysledna hodnota poc¢tu kopii transkriptu byla normalizovana vztaZzenim k poctu
kopii kontrolniho genu, beta 2 mikroglobulinu, B2M. Kontrolni gen slouzi jednak
k odstranéni vlivu odliSného vytézku izolace RNA a rozdilné efektivity reverzni
transkripce na vysledek a jednak pro orienta¢ni kontrolu kvality vzorku. Pokud byl
pocet kopii B2M nizsi nez 900 000, byl vzorek testovan znovu s ptipravou od izolace

(referenéni mez podle RULCOVA et al. 2007).
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Obr. 3.4 a) Vystup z PCR v reilném case, kiivky naristu fluorescence (resp. PCR

produktu) standardii pro B2M; b) Standardni krivka B2M (koncentrace dana poctem kopii)
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3.2.9.3.2. Kvantifikace metodou delta delta Ct (tzv. relativni kvantifikace)

Metoda delta delta Ct nevyzaduje pouziti standardd, ale tzv. kalibratoru.
Kalibrator je vzorek, ktery je bobte charakterizovan a ktery ma néjaky vztah
k testovanym vzorkiim. U pacienti s leukémiemi je to napf. vzorek pacienta v dobé
diagnozy nebo bunky leukemické linie, které maji tu vyhodu, Ze jich lze piipravit velké
mnozstvi. c¢cDNA pfipravena ztohoto vzorku se pridava ke kazdé skupine
kvantifikovanych vzorkii a slouzi k odstranéni variability mezi jednotlivymi
kvantifikacemi a jako pozitivni kontrola pro PCR. V této praci byla jako kalibrator
pouzita bunééna linie K562 desetkrat fedéna na drovni lyzatu buiikami zdravého darce.
(koncentrace 107 bunék/ml).

Vysledkem kvantifikace metodou delta delta Ct, je hodnota ve tvary 2~"de!a deliaCt

b

kde delta delta Ct = (Ctgjedovancho genu — Ctiontrolnino genu)vzorku — (Ctstedovaného genu — Clkontrolniho
genu)kalibrators. J€dNA se o hodnoty uddavajici relativni nartst (hodnota vétsi neZ 1) nebo
pokles (hodnota mensi nez 1) exprese sledovaného genu vzhledem ke kalibratoru.
Podminkou pro moznost pouziti této metody je shodna ucinnost exprese
sledovaného a kontrolniho genu (AROCHO et al. 2006). Uginnosti vech reakci byly
porovnany na zakladé uéinnosti poditanych podle standardnich kiivek. Ve vSech

ptipadech se ucinnost reakci pohybovala v rozmezi 0,95 az 1.

3.2.9.4. Hodnoceni exprese mBCR-ABL

Transkript mBCR-ABL se v buiikdach pacientd vyskytuje ve velmi malych
koncentracich, buné¢na linie K562 je pro mBCR-ABL zcela negativni. Exprese mBCR-
ABL nebyla kvantifikovana, byla hodnocena pouze pozitita ¢i negativita. Jako pozitivni
kontrola pro PCR byly pouzivany komeréné dostupné standardy (Ipsogen). Negativni

vzorky byly testovany dvakrat pro vylouceni fale$sné negativniho vysledku.

3.2.10. Statisticka hodnoceni

Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci softwaru GraphPadPrism verze 3
(GraphPad Software, USA) nasledujicim zptsobem. Nejprve byly vsechny skupiny
hodnot testovany na normalni rozlozeni dat (tj. rozloZeni dat podle Gausse), které je

podminkou mozZnosti pouziti parametrickych testi. V ptipadé€, ze rozlozeni dat nebylo
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normalni a nepodafilo se jej dosahnout doporucovanymi transformacemi dat (napi.
pfevedenim dat na logl0), byl dale proveden neparametricky test, konkrétn¢ Kruskal-
Wallisiv test. Pokud bylo rozlozeni dat normalni, nebo se jej podafilo ptepoctem
dosahnout, byl dale proveden Burtlettiv test pro analyzu rozptylu sledovanych skupin
dat, ktery v tomto pfipad¢é upfesiiuje, zda je ¢i neni vhodné pouzit parametricky test
ANOVA. Pokud byl vysledek Burtlettova testu negativni, byla pouzita ANOVA. Pokud
byl vysledek pozitivni, pak byl proveden Kruskal-Wallisav test.

ANOVA test i jeho neparametricka obdoba Krukall-Wallisiv test vSak uvadi
pouze, zda se v ramci testovanych skupin dat vyskytuji signifikantni rozdily, ¢i nikoliv.
Neuvadi ale mezi kterymi skupinami dat konkrétné rozdily jsou. Proto byly dale
provedeny tzv. testy mnohonasobného porovnavani urené pravé pro identifikaci
konkrétnich rozdild. Jednalo se o test Tukeyho v piipad¢ ANOVA testu a v piipadé
Kruskall-Wallisova testu o test Dunniv. VeSkeré testy byly zvoleny na zakladé

doporuceni manualu k software GrafPad Prism3.

3.2.11. Priprava PCR produktu pro sekvenaci

Pro detekci mutaci v kinazové doméné BCR-ABL byla poZita metoda pfimé
sekvenace. Priprava vzorku pro sekvenaci zahrnuje dvé PCR reakce, které slouzi
k amplifikaci templatu pro sekvenaci. V prvni PCR je amplifikovana vétsi oblast
fuzniho genu BCR-ABL, ve druhé pak jiz pouze kindzova doména ABL. Prvni PCR tak
zajistuje vytvoreni nadbytku BCR-ABL ve vzorku oproti ABL, coz nasledné zajisti

sekvenaci pouze kinazové domény BCR-ABL, nikoliv kinazy ABL .

3.2.11.1.  Dvoustupniova PCR

1. PCR: V prvnim kroku byly pouzity primery pro gen BCR-ABL. Reak¢ni smés pro

jeden vzorek obsahovala:

Komponenta Mnozstvi (pul) Finalni koncentrace
H,O 19,3

10x pufr 2,5

Forward primer (10uM) 0,5 0,2 uM

Reverse primer (10uM) 0,5 0,2 uM

HiFi Accuprime polymeraza (5U/ul) 0,2 0,04 U/ul
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Ke 23 ul reakéni smési byly ptidany 2 pul cDNA.

1.PCR probihala podle programu:
94°C 2 min
94°C 15 s 35x
60°C 30 s
68°C 2 min

2.PCR: Ve druhém kroku byl pouzit primerovy par uvedeny vyse pro gen ABL.

Reakéni smés obsahovala:

Komponenta Mnozstvi (ul) Finalni koncentrace
H,O 15,8

10x pufr 2

Forward primer (10puM) 0,5 0,25 uM

Reverse primer (10uM) 0,5 0,25 uM

HiFi Accuprime polymeraza (5U/ul) 0,5 0,05 U/ul

K 19 ul reakéni smési byl pfidan 1 pl 100x fedéného PCR produktu. Reakce
probehla podle programu:

94°C 2 min

94°C 10 s

55°C30s 35x

68°C 59 s

3.2.11.2. Precisténi produktii 2.PCR

Piecisténi produktd 2.PCR bylo provedeno pomoci QIAquick PCR purification
kitu. Postup byl proveden podle protokolu vyrobce. Vysledna eluace byla provedena v

25 ul EB pufru (10 mM Tris-Cl, pH 8,5).
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3.2.11.3. Kontrola specifity PCR

PCR produkty z 1. 1 2. PCR byly podrobeny elektroforéze v agarézovém gelu

pro kontrolu specifity a u¢innosti reakce PCR.

3.2.11.4. Sekvenaéni reakce

Reakéni smés pro jeden vzorek obsahovala:

Komponenta Mnozstvi (pul) Finalni koncentrace
H,O 5,5
BigDye 3.1 1

Sekvenacni pufr (5x sequencing buffer) 1

Primer (10 uM) 1 1 uM

K 8,5 ul reakéni smési bylo ptidano 1,5 pl PCR produktu. Pro kazdy vzorek
byly provedeny dvé reakce — amplifikace za pouziti forward i reverse primeru.

Amplifikace prob¢hla dle programu:

96°C 10s

55°C 10s 25x

60°C 4min

3.2.11.5. Precisténi produktu sekvenacni reakce

Pro purifikaci byl pouzit kit DyeEx 2.0 Spin, nebo byla provddéna purifikace
pomoci precipitace v 75% izopropanolu. V piipad¢ kitu bylo postupovano dle pokyni
vyrobce.

Postup purifikace pomoci precipitace byl nasledujici: K PCR produktu 2. PCR
bylo pfidano 80 pl 75% izopropanolu. Smés byla pifepipetovana do Cistych 1,5 ml
zkumavek, do nichz byl pfedem napipetovan 1 ul glykogenu (20 mg/ml, napomiize
zviditelnéni pelet DNA). Nasledovala centrifugace pti 12000 g 20 min. Po odebrani
supernatantu bylo pfidano 250 ml 75% izopropanolu. Po lehkém zvortexovani probé&hla
centrifugace pifi 12000 g 5 min. Po odebrani supernatantu byly oteviené zkumavky
vloZzeny do termobloku a temperovany 1 az 2 min pii 55°C pro evaporaci zbylého

izopropanolu.
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3.2.11.6. Ptiprava vzorku pro sekvenaci

Do zkumavek s vysuSenym PCR produktem bylo piidano 20 pl formamidu.
DNA byla denaturovana pti 96°C 2 min. Takto pfipravené vzorky byly pieneseny na

sekvenac¢ni desti¢ku.

3.2.12. Vyhodnoceni sekvenace

Vyhodnoceni sekvenace bylo provadéno pomoci software MutationSurvyor
verze 3.01 (Softgenetics, USA), ktery umoziiuje vedle identifikace mutace v daném
vzorku porovnanim se standardem také kvantifikaci. Vysledkem je procentudlni
zastoupeni mutované a nemutované formy. V pfipadé neshody vysledki forward a
reverse sekvenace, nebo v ptripadé necitelnosti sekvence v jednom z obou smérti, byl

test opakovan.
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4. Vysledky

4.1. Opakovatelnost a reprodukovatelnost PCR v realném case

Pied vlastnim hodnocenim genové exprese u pacienti bylo tfeba zhodnotit
opakovatelnost a reprodukovatelnost danych reakci. Pod pojmem opakovatelnost zde
rozumime variabilitu vysledki PCR v redlném case opakované tentyZ den, tzn. bez
zamrazeni ¢cDNA mezi obéma reakcemi. Reprodukovatelnosti je potom minéno
hodnoceni variability vysledkt real time-PCR opakovanych ve ¢tyfech riznych dnech.
Pro veSkeré experimenty, jejichz vysledky byly do opakovatelnosti a
reprodukovatelnosti zarazeny, byly jako templaty pouzity stejné cDNA ziskané ze tfi
raznych fedéni lyzatu linie K562 (107 bunék/ml) lyzatem smési bunék zdravych darca
(107 bungk/ml). Jednalo se o fedéni 100x, 1000x a 10 000x. V kazdé reakci byla méfena
vSechna tii fedéni, kazdé pro kazdy gen v triplikatu. Do reprodukovatelnosti byly
zatazeny rovnéz vysledky ziskané v ramci opakovatenosti. Opakovatelnost tedy vychazi
z Sesti hodnot pro kazdy gen, reprodukovatelnost z dvanacti.

Opakovatelnost i reprodukovatelnost byla hodnocena u vSech genl s vyjimkou
transkriptu mBCR-ABL. V tomto pfipadé¢ se hodnoty exprese pohybovaly na hranici
citlivosti metody a nebyla tedy provadéna kvantifikace.

Vzhledem k tomu, Ze vSechny hodnoty vychdzeji z jediné cDNA, byla témito pokusy
hodnocena pouze opakovatelnost a reprodukovatelnost vlastni PCR, nikoliv metod ji
predchazejicich. Takové hodnoceni nebylo nutné, protoze vliv rozdilného vytézku
izolace RNA nebo odlisné a¢innosti reverzni transkripce na vysledek odstrani vztazeni
hodnot tykajicich se sledovaného genu k hodnotam kontrolniho genu.

Na zakladé danych meéfeni jsme pomoci Microsoft Excel vypocitali smérodatnou
odchylku a varia¢ni koeficient pro hodnoty Ct a pro pocty kopii. Vysledky ziskané na
zakladé hodnot Ct jsou sice zavadéjici, protoZe se jedna o logaritmickou zavislost,
avSak v literatufe se uvadeji. Pro porovnatelnost jsme tedy toto hodnoceni rovnéz
provedli. Tabulky 4.1 az 4.4 uvad¢ji vysledky. Vysledky spadaji do rozmezi uvddéného
v literatufe, jakoZto rozmezi pro méfeni s maximalni pfesnosti v rdamci moZnosti metody

(BUSTIN 2004).

61



Pokud se hodnoty Ct v ramci paralely lisily o vice nez 0,7, bylo méteni opakovano.
M¢éteni bylo opakovano také v ptipadé€, Ze pocet kopii kontrolniho genu nepfesahl 900

000 (referen¢ni mez podle RULCOVA et al. 2007).

Gen Redéni Variaéni koeficient (%)
B2M 10°x 0,41
10%x 1,14
10°x 0,84
p21Cip 10°x 0,61
10%x 0,55
10°x 0,73
Bcl-2 10°x 0,54
10%x 0,45
10°x 0,52
Ki-67 10°x 0,79
' - 10% 0,33
. 10°x 0,32
WTI 10°x 0,35
10%x 0,45
10%x 0,7

Tab. 4.1 Opakovatelnost — variacni koeficienty ziskané na zakladé Ct

"Gen | Redéni Varia¢ni koeficient (%)
B2M 10°x 6,28
10%x 11,25
10°x 7,25
p2ICip | 10°x 9,39
1oj>; 6,63
10°x 12,25
Bel2 | lof;( 10,69
10%x 9,13
10°x 14,9
Ki-67 er()fx 19,44
10%x 10,81
10°x 7,48
WTI 10°x 11,42
) 10%x 8,88
10°x 13,68

Tab. 4.2 Opakovatelnost — varia¢ni koeficienty ziskané na zakladé poctu kopii
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| Gen Redéni Variaéni koeficient (%)
B2M 10'x 1,13
- 10'x 0,91
10°x 0,92
P21Cip 10°x 0,92
10%x 0,67
10°x 0,64
Bcl-2 1qf§ 0,53
WLQ“X 0,67
10°x 0,7
~ Ki-67 10*x 0,79
) 10*%x 0,34
10°x 0,48
WTI 10°x 0,43
1ro‘fxw 0,55
10°x 0,72

Tab. 4.3 Reprodukovatelnost — variaéni koeficienty pro jednotlivé geny a redéni ziskané

na zakladé Ct

" Gen Redéni Varia¢ni koeficient (%)
B2M 10*x 21,6
o 10%x 22.14

10°x 23,72

P21Cip 10° 19,56
7 10*x 22.61
10°x 20,01

Bel-2 10*x 22,68
10%x 25,03

10°x 26,74

Ki-67 | 10 19,32
1770“x 11,17

10°x 10,47

WTI 19?; 24,93
10*x 23,76

10°x 28,72

Tab. 4.4 Reprodukovatelnost — varia¢ni koeficienty pro jednotlivé geny a fedéni ziskané

na zakladé poctu kopii
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4.2. Porovnani kvantifikace pomoci standardni kFivky a kvantifikace
metodou delta delta Ct

Srovnani bylo provedeno na zakladé 50 hodnot pro vSechny sledované geny
s vyjimkou transkriptu mBCR-ABL, ktery, jak bylo uvedeno, nebyl kvantifikovan.
ProtoZe rozlozeni dat bylo v tomto ptipadé normaélni, nebo se normalniho rozloZeni
podafilo dosahnout pfevedenim hodnot na jejich logaritmus, byl pouzit parametricky
Spearmantiv test. Korelaéni koeficienty uvadi tab. 4.5. Z tabulky je ziejmé, Ze vysledky

ziskané obéma metodami dobie koreluji.

Gen Korela¢ni koeficient
WTI 0,91
Bcl-2 0,93
p21Cip 0,88
Ki-67 0,89

Tab. 4.5 Korelace vysledkit PCR v realném ¢ase ziskanych v pomoci standardni kfivky a

pomoci metody delta delta Ct

4.3. Statistické hodnoceni rozdilnosti exprese WT1, p21Cip, Bel-2 a Ki-
67 u ruznych odpovédi na lé¢bu

Celkem bylo hodnoceno 127 vzorkt od 20 riznych pacienti. Vzorky pokryvaly
vSechny typy odpovédi na 1éEbu — kompletni cytogenetické odpoveédi (CCR), ¢astecné
cytogenetické odpovédi (pCR), malé cytogenetické odpoveédi (mCR), hematologické
odpovédi (HR), bez odpovédi na 1éEbu v chronické nebo akcelerované fazi onemocnéni
(NR), bez odpovédi na 1é¢bu v blastické krizi (BC). ZK znali zdravé kontroly. Témi
byly vzorky zdravych muzi a Zen ve vékovém rozmezi, které maximaln¢ pfipomina
vékové rozmezi pacientd (muzi ve véku 47, 48, 67, 68, 77 a 78 let, Zeny ve v€ku 52, 55,
66, 75, 78). Sledovani pacienti byli 1é¢eni hydroxyureou, kombinaci hydroxyurey s IFN,
samotnym IFN, imatinibem, nebo v pfipad¢ blastické krize intenzivni chemoterapii.
Vysledky jsou znazornény na obr. 4.1 az 4.4 grafy, k nimZ jsou pfipojeny i pfislusné

vysledky statistického hodnoceni.
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4.3.1. Exprese WT1

Vysledky statistického hodnoceni rozdilnosti exprese u jednotlivych odpovedi
na lécbu (obr 4.1) ukazaly signifikantni rozdily mezi témét vSemi hlavnimi odpoveéd'mi
na lécbu, tj. CCR, HR a NR. V CCR je exprese WT1 prakticky totoZzna s hodnotou,
kterd je ve zdravych krevnich buiikach. Vysledek je velmi podobny statistickému
hodnoceni exprese BCR-ABL u jednotlivych odpovédi na 1é¢bu. Rozdily hodnot u
dobrych odpovédi jsou vSak mensi, u horSich odpoveédi naopak vétsi. WTI se na
zaklad¢é téchto vysledkl jevil jako vhodny kandidat na pomocny marker pro ¢asné

zjisténi progrese onemocnéni.

4.3.2. Exprese Bcl-2

Statistické hodnoceni rozdilnosti exprese Bcl-2 u rtiznych odpovédi na 1écbu
(obr. 4.2) ukazalo jako signifikantné odlisSny pouze rozdil mezi vzorky BC a vzorky
ostatnich neodpovidajicich pacientii a pacienti v CCR. Vysledky vSak mohou byt
caste¢né ovlivnény malym pocétem vzorki nékterych odpovédi (napt. pCR). Protoze ani
trend exprese neni jednoznacny (sniZovani nebo naopak postupné zvySovani exprese
smérem k horsi odpovédi na 1é¢bu), nebude Bcl-2 vhodnym markerem pro sledovani

prubéhu 1é¢by. Mohl by spise slouzit jako pomocny marker ptechodu blastické krize.

4.3.3. Exprese p21Cip

Test oddélil od ostatnich odpovédi BC, rozdil nebyl signifikantni pouze ve
srovnani s CCR, pfi niZ rovnéz dochazi k nartstu exprese. Zdravé kontroly vykazuji
expresi vyrazné vy$si ve srovnani se vSemi reakcemi na lécbu, viz obr. 4.3. Pokles
exprese p21Cip se zhorsujici se odpovédi na 1é€bu potvrzuje jeho roli inhibitoru cyklin
dependentnich kinaz. Nartst exprese v blastické krizi patrné souvisi s naristem podilu
blasti v periferni krvi (v nezralych krevnich burikach byla nalezena vysoka hladina
p21Cip proteinu, viz kapitola 2.3.2.3.3). p21Cip se podobné jako Bcl-2 na zaklad¢
vysledka statistiky jevil spiSe jako potencialni marker pfechodu do akutnich fazi

onemocnéni.
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4.3.4. Exprese Ki-67

Testy ukazaly signifikantni rozdil mezi skupinou pacienti neodpovidajicich na
lécbu a témeér vSemi ostatnimi typy odpovédi na lécbu a mezi vzorky blastické krize a
hematologické nebo kompletni cytogenetické odpovédi, viz obr. 4.4. Na zaklad¢ tohoto
vysledku jsme o Ki-67 uvazovali spiSe jako o potencidlnim markeru skupiny pacientti

neodpovidajicich na 1é¢bu, tj. markeru rezistence k 1é¢bé.

Vysvétlivky k obr. 4.1 az 4.5

Grafy ukazuji expresi u jednotlivych odpovédi na 1é¢bu — BC znaci blastickou
krizi, NR znac¢i vzorky pacientii bez odpovédi na 1é¢bu, HR hematologické odpovédi,
mCR malou cytogenetickou odpovéd’, pCR ¢astecnou cytogenetickou odpovéd’, CCR
kompletni cytogenetickou odpovéd’ a ZK zdravé kontroly. Pfi¢né ¢ary znaci mediany
exprese v jednotlivych odpovédich.

Tabulka ukazuje vysledky statistického hodnoceni. Statisticky vyznamné rozdily
jsou vyznaceny oranZovym zabarvenim poli tabulky.

Na obr. 4.5 je pro porovnani uveden graf ukazujici expresi BCR-ABL u

jednotlivych odpovédi na léébu (RULCOVA et al. 2007).
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Exprese WT1
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NR vs pCR P <0.001
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HR vs CCR P <0.001

HR vs ZK P <0.001

mCR vs pCR P>0.05

mCR vs CCR P <0.001

mCR vs ZK P>0.05

pCR vs CCR P <0.05

pCR vs ZK P> 0.05

CCR vs ZK P>0.05

Obr. 4.1 Expese WT1 u ruznych odpovédi na 1é¢bu
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Exprese Bcl-2

Obr. 4.2 Exprese Bcl-2 u ruznych odpovédi na 1é¢bu
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Exprese p21Cip
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mCR vs ZK P <0.001
pCR vs CCR P<0.01
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Obr. 5.3 Exprese p21Cip u riznych odpovédi na lécbu
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Exprese Ki-67
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Obr. 4.4 Exprese Ki-67 u ruznych odpovédi na 1é¢bu
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Obr.4.5 Exprese BCR-ABL u riiznych odpovédi na 1éébu (RULCOVA et al. 2007)

4.4. Vysledky sledovani kinetiky exprese gena WT1, Bel-2, p21Cip, a
Ki-67
V ramci hodnoceni kinetiky exprese bylo sledovano 18 pacientli 1éCenych
imatinibem, at’ uz primarné po zalé¢eni pouze hydroxyureou nebo po selhani IFN.
Stru¢nou charakteristiku pacienti uvadi tabulka 5.6.
Sledované pacienty jsme rozdélili do skupin podle reakce na 1é€bu imatinibem:
1. Pacienti s dobrou odpovédi na lécbu
2. Pacienti s primarni rezistenci k imatinibu
3. Pacienti se sekundarni rezistenci k imatinibu
4

Pacienti se suboptimalni odpovédi na 1é¢bu bez relapsu
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Pacient ¢. | Prestavba Pohlavi Vék v dobé diagnozy Predlécba

I b3a2 Z 58 HU, IFN

2 b2a2 M 57 HU, IFN

3 b3a2 M 64 HU, IFN

4 b3a2 M 34 HU, IFN

5 b3a2 Z 57 HU, IFN

6 b2a2 M 64 HU, IFN

7 b3a2 M 32 HU

8 b3a2 Z 58 HU, IFN

9 b2a2 M 49 HU,
IFN+Ara-C

10 b3a2 M 21 HU, IFN

11 b3a2 M 55 HU, IFN

12 b3a2 Z 57 HU, IFN

13 b3a2 Z 57 HU

14 b2a2 M 57 HU, IFN+Ara-C

15 b3a2 Z 61 HU, HU+IFN

16 b3a2 M 43 IFN+HU

17 [62a2 Z 31 HU, IFN

18 b3a2 Z 58 ICT

Tab. 4.6 Charakteristika pacientd — &ast prvni: M — muz, Z — Zena, zluta pole zahrnuji

pacienty s dobrou odpovédi na lé¢bu, oranzova pacienty s primarni rezistenci, Seda pacienty se

suboptimalni odpovédi na lécbu, zelena pacienty se sekundarni rezistenci bez mutaci kinazové

domény BCR-ABL, modra pacienty s mutacemi v kindzové doméné BCR-ABL
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Pacient ¢. | Stav pri Nejlepsi |Relaps | Mutace (mésic objeveni) Pocet
zahajeni dosazena vzorku pred
lécby odpoveéd STI
imatinibem

1 Cr CMR - ND 3

2 pCR CMR - ND 2

3 mCR CMR - ND 0

4 CR Prim. rez. - E255K 4

5 CP, dg Prim. rez. AP ND 0

6 Hr CHR - Wt 9

7 Hr CHR Hr F317L (15.), M351T (17.) 3

8 Cr CCR Cr Wt 1

9 Hr, AP CCR Cr Wt 1

10 Hr CCR Hr Wt 12

11 Hr CHR Hr, AP Wt 8

12 Hr CHR Hr, AP Wt 0

13 CP, dg mCR Hr F359V (26.) 0

14 AP HR Hr, BC Wt 2

15 Hr, AP CHR Hr M244V (47.) 3

16 Hr CCR Hr F317L (74.), G250E (75.) 2

17 Hr HR Hr Y253H (56.) 1

18 Hr CHR Hr F3111(86.) 0

Tab 4.6 Charakteristika pacienti — ¢ast druha: Zluta pole zahrnuji pacienty s dobrou
odpovedi na [écbu, oranzova pacienty s primarni rezistenci, Seda pacienty se suboptimalni
odpovédi na lécbu, zelena pacienty se sekundarni rezistenci bez mutaci kindzové domény BCR-
ABL, modra pacienty se sekundarni rezistenci s mutacemi v kinazové doméné BCR-ABL; Cr
zna¢i cytogeneticky relaps, pCR c¢asteCnou cytogenetickou odpovéd, mCR malou
cytogenetickou odpovéd’, CP chronickou fazi, dg dobu diagnézy, Hr hematologicky relaps, AP
akcelerovanou fazi, CMR kompletni molekularni odpovéd’, Prim. rez. primarni rezistenci, CHR
kompletni hematologickou odpovéd’, CCR kompletni cytogenetickou odpovéd’, mCR malou
cytogenetickou odpovéd’, HR hematologickou odpovéd’, BC blastickou krizi, wt bez mutace,

ND netestovano.
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4.4.1. Pacienti s dobrou odpovédi na lé¢bu

Skupina obsahuje tfi pacienty (¢islo 1 az 3, obr. 4.6 az 4.8), ktefi po nasazeni
imatinibu dosdhli kompletni cytogenetické odpovédi. VSichni dosahli také urcitého
stupné molekularni odpovédi, hladina BCR-ABL klesla u v§ech pacientli o 3 az 4 fady.
U pacienta ¢.1 se podaiilo dosdhnout az déletrvajici BCR-ABL negativity (kompletni
molekularni remise), coz je nejlepsi odpoveéd’ na 1é¢bu imtinibem vibec.

Hladina WTT1 se pii dosazeni nejlepsi individudlni odpovédi pohybovala kolem
0,1 az 1, coZ je hodnota velmi blizka hladiné€ ve zdravych burikach. Pouze u pacienta ¢.2
pokles WTI1 koreloval s poklessm BCR-ABL. Jednalo se ale o pokles v dusledku
zaléceni pacienta hydroxyureou, nikoliv imatinibem. Po nasazeni imatinibu hladina
WTI1 naopak mirn€ stoupla a dostala se tak zhruba na hodnotu zdravych bun€k. U
zbylych dvou pacienti byl pokles mirn€jsi. U pacienta ¢. 3 je pokles nizsi (celkove
zhruba o 1 tad) patrné z diivodu dobrého stavu (normalni hodnoty krevniho obrazu)
v dobé zahajeni lécby imatinibem. U pacienta ¢. 1 do$lo po nasazeni imatinibu
k poklesu pouze o dva rady, avSak zajimavé je, Ze jde o pokles na hodnotu velmi
nizkou, nizZsi nez je medidn ve zdravych buiikdch. Po 70. mésici doSlo ke zvySeni
hladiny WT1 zhruba o jeden fad na hladinu zdravych bunék. Celkem tedy po nasazeni
imatinibu doslo u této skupiny pacientd k poklesu exprese WT1 nejvyse o dva fady, a to
u pacienta €. 1, v porovnani s témer Sesti fady poklesu exprese BCR-ABL.

Exprese Bcl-2 vykazuje velmi malé vykyvy. U pacientl ¢. 2 a 1 zpocatku
velmi mirn€ rostla, po nasazeni imatinibu doslo k zastaveni nardstu, u pacienta €. 1
dokonce k mirnému poklesu az na hladinu ve zdravych burikach. Pacient ¢. 3 reagoval
na imatinib nejvyraznéji, sniZenim hladiny Bcl-2 o 2,5 fadu a to navic pod hladinu
zdravych bunék. Jde o viibec nejnizs$i nami zjisténou hladinu. Hodnoty byly ovéfeny
dvéma nezavislymi méfinimi (tj. s pfipravou vzorku od izolace RNA).

Exprese p21Cip byla relativné stabilni u pacientt ¢. 1 a ¢. 3. U pacienta ¢. 2
doslo k narastu hladiny zhruba o pul fadu smérem k hladiné ve zdravych burikach.
Tento narust, jak plyne ze statistického hodnoceni, patrné znamena pocatecni zlepSeni
stavu pacienta. Po nasazeni imatinibu se hladina stabilizovala.

Exprese Ki-67 vykazovala u vSech pacientii podobnou kinetiku jako exprese
WT1. Pokles byl nejvyssi u pacienta ¢. 2 (2 fady), kde pokrac¢oval i po nasazeni

imatinibu.
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4.4.2. Pacienti s primarni rezistenci k imatinibu

Skupina zahrnuje pouze dva pacienty — ¢. 4 a €. 5 (obr. 4.9 a 4.10). Vyskyt
primarni rezistence neni pfili§ Casty a obvykle neni spojovan s vyskytem mutaci.
Pacient €. 5 je navic zajimavy tim, Ze hladina BCR-ABL u né&j ziistava po cely prib&h
onemocnéni stabilni, nereaguje na zmény krevniho obrazu. Tento jev miiZe naznaovat
nezavislost onemocnéni na BCR-ABL (které bylo navic do jisté miry potvrzeno dal§imi
vysledky nasSi laboratofe — pacient ma aktivované Src kinazy). Krevni obraz se
nepodafilo normalizovat hydroxyureou a nedoS$lo ani ke sniZzeni hladiny BCR-ABL
(trvale nad 100%). Pacientka zlstala i 100% Ph pozitivni. Druhy pacient této skupiny,
¢. 4, Spatn€ snaSel IFN a byl proto pfeveden na imatinib. Odpovéd’ na tento 1€k nebyla
u né] zaznamendna zadnou zrutinné pouzivanych vySetfovacich metod (tj.
hematologické, cytogenetické nebo molekularni vysetieni BCR-ABL).

Exprese WT1 u obou pacientii koreluje s jejich stavem, tj. s krevnim obrazem.
U pacienta ¢. 4 je tak pomérné stabilni, mirny nard@st hladiny po 70. mésici mizZe
odrazet obdobné mirny narast leukocyti. U pacienta ¢. 5 WT1 lépe nez BCR-ABL
signalizuje zmény krevniho obrazu. U pacienta ¢. 5 je navic patrné, Ze WT1 roste na
hladinu blastické krize jiz v akcelerované fazi.

Exprese Bcl-2 je u obou pacientl stabilni, blizka hladiné zji$téné v bunikéach
zdravych jedinci. Neukazuje tedy na to, Ze by se mohlo jednat o piipad rezistence
nezéavislé na BCR-ABL, kdy vysoka hladina Bcl-2 naznacuje roli Src kinazy LYN v
CML (viz. kapitola 2.2.4.2).

Exprese p21Cip je rovnéz pomérn¢ stabilni. Mirny pokles po nasazeni
imatinibu u pacienta €. 4 mlzZe znacit primarni rezistenci. Celkové niz$i hladina ukazuje
na primarni rezistenci také u pacienta ¢. 5.

Exprese Ki-67 koreluje s krevnimi obrazy pacienttl. tj., u pacienta ¢. 4 je
stabilni, celkové pouze velmi mirné¢ nad normalni hladinou. To je zvlastni, pokud
uvazime, Ze mutace E255K, kterou jsme u pacienta nalezli, dle literatury zvySuje
aktivitu BCR-ABL a pfinasi butkdm prolifera¢ni vyhodu. U pacienta ¢. 5 hladina
dokonce ptesdhla median exprese v blastické krizi, coz zfejmé ukazuje na agresivni
formu onemocnéni. Exprese zde byla navic zvySena od diagndzy a lze tedy fici, Ze

signalizovala zhor$eni pacienta piedem.
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U genl Ki-67, Bel-2 a p21Cip bylo zaznamenano u pacienta ¢. 5 prudké
Jednorazové zvySeni exprese zhruba v 15. mésici, ktery lze oznadit za pocatek nastupu

faze akcelerace. Tento zvlastni vykyv byl ovéfen dvéma nezavislymi méfenimi.

4.4.3. Pacienti se sekundarni rezistenci k imatinibu

Skupina zahrnuje 12 pacientd. Sekundarni rezistenci rozumime ztratu
efektivity 1é€by po pocatecni pozitivni reakci. Protoze sekundarmi rezistence byva ¢asto
spojovana s mutacemi kinazové domény BCR-ABL, rozdélili jsme tuto skupinu na
pacienty s mutaci a pacienty bez mutace. SnaZili jsme se potom zjistit, zda mutovana

forma BCR-ABL miZe zpUsobit zmény v expresi nami sledovanych gend.

4.4.3.1. Pacienti, u nichZ byla nalezena mutace BCR-ABL kinazové  domény

Skupina zahrnuje 6 pacientd (Cislo 7, 13 , 15, 16, 17, 18, obr. 4.11 az 4.16),
ktefi po pocatecni odpovédi na 1éEbu po uréité dobé ziskali rezistenci k 1é¢bé a
relabovali. U vSech pacientl se jednalo o relaps hematologicky. U dvou pacientt (¢islo
13 a 15) byl relaps uspésné zalécen zvySenou davkou imatinibu, dva pacienti (Cislo 7 a
16) podstoupili TKB a dva (Cislo ¢. 17 a 18) byli pfevedeni do klinické studie
dasatinibu.

Mutace, které jsme u pacientd nalezli by mély byt dle literatury vesmeés
prekonatelné zvySenou davkou imatinibu, pouze mutace F317L byva spojovana
s rezistenci k imatinibu.

Exprese WT1 vykazovala velmi vyrazné vykyvy v rozpéti od blastické krize po
CCR u pacienta ¢. 17. Tyto vykyvy korelovaly misty s kinetikou krevniho obrazu, ale
hladina WT1 zde byla celkové vyssi oproti ostatnim pacientim. Vykyvy exprese byly
potvrzeny dvéma nezavislymi testy. U vSech ostatnich pacienti hladina WT1 méla
podobny priib¢h jako krevni obraz, resp. BCR-ABL. S vyjimkou pacienta ¢. 15 byl
narust exprese WT1 v porovnani s BCR-ABL vyraznéjsi (u pacienta ¢. 7 témét 1,5 fadu
ve srovnani s 0,5 faddu BCR-ABL, u ¢. 16 3 fady ve srovnani s 2 fady BCR-ABL, u ¢.
18 3 fady ve srovnani s 1,5 fadu). U pacienta ¢. 16 navic narist WT1 o nékolik tydnt
predchazel nartistu BCR-ABL. U pacienti ¢. 7 a 13 by se rovnéz dalo hovofit o

¢asn¢jS$im narustu.
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Exprese Bcl-2 byla opét velmi zvlastni u pacienta ¢. 17, kde vykazovala znacné
vykyvy pod hladinu ve zdravych bunkach. Tyto zmény ale opét nebylo mozné spojovat
s jinymi zménami stavu pacienta. U zbylych pacienti muzeme vidét naznaky korelace
s krevnim obrazem. Vyjimkou je pacient ¢. 15, u kterého exprese Bcl-2 nekoreluje piilis
s krevnim obrazem, nicmén¢ po nasazeni imatinibu dochazi k zastaveni narustu exprese,
stabilizaci a pozdé€ji dokonce k poklesu hladiny. To lze s ohledem na funkci Bcl-2
proteinu chapat spiSe jako pozitivni reakci.

Exprese p21Cip byla u pacientii ¢. 15 a 18 pomérné stabilni. U pacienta ¢. 15
neodrazi ani pocate¢ni zvySenou hladinu leukocytd. U pacienta ¢. 7 vykazovala p21Cip
vykyvy s ohledem na statistické hodnoceni spiSe opa¢né, avSak zaroven také tak malé,
7e je mozné povazovat expresi rovnéz za spiSe stabilni. U pacientd ¢. 17, 13 a 16
vykazuje p21Cip vykyvy, které v souladu se statistikou koreluji s krevnim obrazem.
Pokud dochazi k nartstu leukocytl, p21Cip klesa a opacné.

Exprese Ki-67 korelovala u vSech pacientii skupiny velmi dobie s krevnim
obrazem. Ke zménam v expresi dochazi prakticky soucasné¢ se zménami hladiny

leukocyti.

4.4.3.2. Pacienti, u nichZ nebyla nalezena mutace kinazové domény BCR-ABL

Skupina zahrnuje 6 pacientd (Cislo 8, 9, 10, 11, 12 a 14, obr. 4.17 azZ 4..22),
ktefi po pocateéni odpovédi na lécbu imatinibem relabovali. Ve dvou piipadech se
jednalo o relaps do faze akcelerace, vjednom ptipadé do blastické krize. Tito tii
pacienti zemfeli, ostatni se podafilo zachranit zvySenou davkou imatinibu, pacient ¢. 10
byl transplantovan.

Exprese WT1 korelovala ve vSech piipadech s krevnim obrazem, s vyjimkou
pacienta ¢. 9, kde dochazelo ke znaénym vykyvim. Ve vsech pripadech tak byl priibéh
exprese podobny expresi BCR-ABL. U pacientd 10, 12 a 8 doslo stejné¢ jako u BCR-
ABL po nasazeni imatinibu k poc¢ate¢nimu poklesu. U pacienta ¢. 12 byl pokles
exprese dokonce vyrazngjsi. U pacienta ¢. 11 diky nedostatku vzorku v ,kritické*
oblasti nelze Fici, zda po nasazeni imatinibu doslo nejprve k poklesu exprese ¢i nikoliv.
Lze vsak shrnout, Ze WT1 reagovala ve vSech pifipadech na nasazeni imatinibu velmi
podobné jako BCR-ABL. U vSech pacienti této skupiny byl nartist exprese vyrazné€jsi
nez u BCR-ABL a u pacientid ¢. 8 a 12 byl narust exprese WT1 také ¢asnéjsi (zacal o

nékolik tydnt dfive nez narist BCR-ABL). U pacientt ¢. 10, 11 a 14 opét z divodu
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nedostatku vzorkll nelze posoudit, zda narist WT1 je ¢i neni ¢asnéj$i nez narust BCR-
ABL. U pacienta ¢. 12 je patrné, ze se hladina WT1 v akcelerované fazi (pti velkém
narastu leukocyti nebo pii vyskytu blastil) dostava jiz na hodnotu blastické krize. Déle
pak vyrazné nestoupa.

Exprese Bcl-2 u vétSiny pacientd slabé koreluje s krevnim obrazem. Pokud se
krevni obraz zhorSuje, hladina Bcl-2 roste mirné nad hladinu ve zdravych burkéch.
Rozdily jsou vSak opét prili§ malé. U pacienta ¢. 9 exprese Bcl-2 vykazuje znacné
vykyvy a to smérem hluboko pod hladinu ve zdravych bunkach. Nezda se, Ze by tyto
zmeény souvisely e zménami v krevnim obraze. U pacienta ¢. 12 exprese Bcl-2 trvale
roste, s vyraznym zvySenim po 40. mésici. Po 45. mésici se potom v krevnim obraze
objevuji blasty. U pacienta ¢. 14 Bcl-2 vysokou hladinou jasné signalizuje blastickou
krizi. U obou téchto pacienti tedy Bcl-2 reaguje na vyskyt vy$siho podilu blasti
v periferni krvi, tj. na pfechod do blastické krize. U pacienta €. 12 se sice jednalo pouze
o akceleraci, av§ak o tom, Zze by k blastickému zvratu patrné¢ dosSlo svéd¢i i1 prudky
pokles trombocytu (data neuvedena).

Kinetika exprese p21Cip odpovida vysledku statistického hodnoceni. U vétSiny
pacientu tak plati, Ze pfi mirném zhorSeni stavu pacienta hladina p21Cip klesa, pokud je
krevni obraz normalni, potom je exprese na urovni zdravych bunék. Vyjimkou je
pacient ¢. 11, u néhoz exprese p21Cip neodpovida vysledku statistiky. Trend exprese je
spiSe opacny. U pacienta ¢. 9 je p21Cip nizsi nez ve zdravych bunikach, coz patrné
odrézi fakt, Ze pacient byl na pocatku méteni ve fazi akcelerace. Postupny ndrust
exprese po nasazeni imatinibu 1ze chapat jako signalizaci normalizace krevniho obrazu.
Narast po 70. mésici potom mohl signalizovat tendenci k pfechodu zpét do akutni faze
onemocnéni. U pacienta ¢. 12 exprese p21Cip nejprve klesla, po 58. mésici naopak
vzrostla. Tento narGst maze v souladu se statistickym hodnocenim signalizovat pfechod
k blastické krizi. U pacienta ¢. 14 prudky narist exprese signalizuje blastickou krizi
zcela jasné.

Exprese Ki-67 koreluje s krevnim obrazem. Pii zvySeni hladiny leukocytli nad
normalni hodnoty, Ki-67 rychle stoupa az na hladinu medianu blastické krize (podobné

jako u pfedchozi skupiny patrné diky malému rozdilu mezi hladinou v BC a CCR).
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4.4.4. Pacienti se suboptimalni odpovédi bez relapsu

Skupina obsahuje jediného pacienta. Pacient ¢. 6 (obr. 4.23) vice mén¢ bez
ohledu na typ 1éc¢by vykazoval stabilni vysokou hladinu BCR-ABL, kterd odpovidala
kritickému stavu mezi hematologickou odpovédi a navozenim rezistence k lécbé.
V pribéhu hematologického relapsu béhem 1é¢by IFN doslo dale k naristu BCR-ABL
zhruba o 1,5 tadu. Po zaléCeni imatinibem doslo k navozeni kompletni hematologické
remise a poklesu BCR-ABL. Hladina BCR-ABL se vSak v prab¢hu dalsich 50 mésict
ptesto pohybovala trvale kolem 100%.

U pacienta ¢. 6 WT1 reagovala na nasazeni imatinibu snizenim hladiny celkem
zhruba o 2 fady, aZ na hladinu zdravych bunék. Lze fici, Ze zde vystihuje stav pacienta
lépe nez BCR-ABL, ktery, jak jiz bylo uvedeno, zlstava na hladiné 100% 1 ptes
normalni hodnoty krevniho obrazu.

Exprese Bcl-2 je stabilni na urovni zdravych bunék. Pouze pfi relapsu a
nasledné odpovédi doslo k rozkolisani hladiny, kterd se vSak nasledné po nasazeni
imatinibu stabilizovala.

Exprese p21Cip vykazuje malé vykyvy, které souhlasi s vysledkem statistiky.
Tj., mezi 20. a 60. mé&sicem dosSlo k poklesu hladiny, kterd odpovidd zvySenym
hodnotam leukocyti. Mimo toto rozmezi je p21Cip na urovni exprese v CCR.

Exprese Ki-67 opét koreluje s krevnim obrazem. Zajimavé je, Ze vzorek z 20.
mésice, ve kterém byla hodnota leukocyti na hladiné zdravych bunék, vykazuje hladinu
Ki-67 stale velmi vysokou blizkou blastické krizi. To lze chapat jako ndznak moznosti,

Ze Ki-67 u n€kterych pacientt funguje jako ¢asny marker

Vysvétlivky k obr. 4.6 az 4.23

Veskeré vysledky jsou znazornény grafy v semilogarotmickém vyneseni,
s logaritmickym méfitkem na ose y. Kiivka ukazuje prubéh exprese konkrétniho genu
vyjadfeny hodnotami 2”-delta delta Ctx1000. Modfe carkované je vyznacen median
hladiny v BC, svétle zelen¢ ¢arkovan¢ median hladiny ve zdravych burikach a oranzove
median hladiny v CCR (pouze u p21Cip).

Grafy prubéhu krevniho obrazu a exprese BCR-ABL jsou pievzaty z databaze
pacientl nasi laboratofe. Exprese BCR-ABL je vyjadiena v % (jedna se o vysledky

kompetitivni RT-PCR). Graf znazortiujici expresi BCR-ABL ma osu y v logaritmickém
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meéfitku. Carkované linie vyznac¢uji odspoda RT-PCR negativitu, 1% BCR-ABL a 100%
BCR-ABL. PIné linie v horni ¢asti grafu vymezuji obdobi, kdy pacient postupoval
ur¢itou 1é¢bu — zelena barva zna¢i HU, modra IFN a ¢ervena imatinib.

Grafy tykajici se jednoho pacienta jsou zahrnuty vzdy v jednom obrazku, ktery
je rozdélen na ¢asti A (priibéh exprese BCR-ABL) a B (prubéh krevniho obrazu), které
zahrnuji pievzaté grafy a dale na ¢asti prezentujici vlastni vysledky této prace - C
(exprese WT1), D (exprese Bcl-2), E (exprese p21Cip) a F (exprese Ki-67). U pacienta

¢. 3 nebyl k dispozici krevni obraz.
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BCR-ABL Krevni obraz
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BCR-ABL
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4.5. Hodnoceni exprese mBCR-ABL

Exprese mBCR-ABL byla u vSech pacientd natolik nizkd, Ze ji nebylo moZno piesné
kvantifikovat. Hodnotili jsme proto pouze vyskyt transkriptu, tedy pozitivitu ¢i

negativitu vzorku.

4.5.1. Vyskyt mBCR-ABL ve vzorcich pacientu s riznou odpovédi na 1écbu

Hodnoceni vyskytu mBCR-ABL bylo provedeno na tychz vzorcich jako statistické
hodnoceni exprese WT1, Bcl-2, p21Cip a Ki-67 pfi riznych odpovédich na 1ébu. Graf
na obr. 4.24 ukazuje vyskyt transkriptu mBCR-ABL ve vzorcich riznych odpovédi na
1é¢bu (% pozitivnich vzorki z testovanych vzorkl dané odpovédi). Je patrné, Ze vyskyt
transkriptu vzristd smérem ke zhorSujici se odpovédi na 1é¢bu. Vzhledem k tomu, Ze
obdobné stoupd smérem k horSi odpovédi na 1é¢bu i BCR-ABL, zdd se na zdkladé
tohoto hodnoceni, ze BCR-ABL muze tvofit ur¢ité velmi malé procento celkového

mnozstvi BCR-ABL transkriptu.
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Obr. 4.24 Vyskyt transkriptu BCR-ABL u riznych odpovédi na lé¢bu
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4.5.2. Vyskyt mBCR-ABL u jednotlivych pacientu v priubéhu onemocnéni

Pfi tomto hodnoceni jsme vychazeli ze stejného rozdéleni pacienti jako pifi hodnoceni
kinetiky exprese WT1, Bcl-2, p21Cip a Ki-67. Vysledky znazornuji grafy uvedené

v ramci obr. 4.25.

1. Pacienti odpovidajici dobie na lé¢bu

Pacienti odpovidajici dobie na l1é¢bu byli pro mBCR-ABL vZzdy negativni.

2. Pacienti s primarni rezistenci k 1é¢bé
Pacienti primarné rezistentni k 1écbé imatinibem vykazovali v obou ptipadech vysokou

hladinu BCR-ABL. Ptesto byl pacient ¢. 4 pro mBCR-ABL negativni.

3. Pacienti se sekundarni rezistenci k 1é¢bé

Pacienti s mutacemi v kinazové doméné BCR-ABL
U pacienta ¢. 7 se mBCR-ABL vyskytoval téméf po celé sledované obdobi. Pacienti ¢.
13, 15 a 16 byli pro mBCR-ABL po celé sledované obdobi negativni. U pacientt ¢. 17 a

18 jsme mBCR-ABL detekovali pouze v nékolika vzorcich.

Pacienti bez mutace v kindazové doméné BCR-ABL
Pacienti ¢. 10 a 11 byli pro mBCR.-ABL negativni, ptesto Ze se u nich hladina BCR-
ABL pohybovala trvale kolem 100%. U pacientit 9 a 12 se mBCR-ABL vyskytoval
pouze v nékolika mélo vzorcich. U pacienta ¢. 8 se mBCR.-ABL vyskytoval pouze ve
vzorcich, v nichz se hladina BCR-ABL blizi 100%. Pacient ¢. 14 vykazoval pfitomnost
mBCR-ABL po celé sledované obdobi. Tento pacient m¢l hladinu BCR-ABL trvale nad
100%.

4. Pacienti se suboptimalni odpovédi na 1é¢bu

Skupina obsahuje jediného pacienta, ktery byl pro mBCR-ABL pozitivni témét ve

vSech testovanych vzorcich.
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Vysvétlivky k obr. 4.25

Grafy maji na ose y logaritmické méfitko a znazornuji pribéh exprese BCR-ABL.
Datova fada obsahuje pouze vorky testované na pritomnost mBCR-ABL, nikoliv cely

pribéh exprese BCR-ABL. Cerné body vyznacuji negativni vzorky, &ervené pozitivni.
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Obr. 4.25 Cast tieti — pacienti &. 13 az 14
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Shrnuti popsanych vysledku, tj. procentudlni zastoupeni pacientd pozitivnich

(vice

nez polovina testovanych vzorkll pozitivni), ¢aste¢né pozitivnich (méné€ nez polovina

testovanych vzorkd pozitivni) a negativnich (nepfitomnost transkriptu mBCR-ABL ve

vsech testovanych vzorcich)pro mBCR-ABL v ramci jednotlivych skupin, ukazuje graf

na obr. 4.26. mBCR-ABL zcela chybi u pacienti dobfe odpovidajicich na 1écbu,

pacienti s hor$i odpovédi na 1é¢bu (suboptimalni odpovéd’ nebo rezistence) jsou pro

mBCR-ABL ¢asto pozitivni.

r o m Pozitivni

Vyskyt mBCR-ABL v priubéhu onemocnéni u pacientt razné

m Castedné pozitivni
odpovidajicich na lé¢bu

O Negativni
120
100 - —
80 -
2 60 -
40 -
20
0 T T T
Pacienti Pacient se Pacienti s Pacientise Pacientise
dobre suboptimalni  primarni sekunarni sekundarni
odpovidajici odpovédina rezistenci(2) rezistencis rezistencibez
na lécbu (3) lécbu (1) mutacemi (6) mutaci(6)

Obr. 4.26 Vyskyt mBCR-ABL u jednotlivych skupin pacientu v pribéhu onemocnéni - %

pacientd pozitivnich, ¢aste¢né pozitivnich a negativnich (kritéria v textu, viz kapitola 4.5.2)

vramci jednotlivych skupin paciebti dle odpovédi na lécbu, ¢isla uvedena v zavorkach za

nazvy jednotlivych skupin (tj. popisky na ose x) vyjadiuji pocet pacientii dané skupiny (samotné

procentualni zastoupeni negativnich, ¢astec¢né pozitivnich a pozitivnich pacientti by mohlo byt

zavadgjici, protoze pocty pacienti v jednotlivych skupinach nejsou shodné a navic jsou velmi

nizké)
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4.5.3. Porovnani vyskytu mBCR-ABL u pacienti s mutaci a bez mutace kinazové
domény BCR-ABL

Vysledek je vyjadien grafem na obr. ¢. 4.27, ktery ukazuje procentudlni zastoupeni
pacientl pozitivnich, ¢aste¢né pozitivnich a negativnich (kritéria viz kap. 3.5.2). Vyskyt
transkritu mBCR-ABL neni patrné¢ ovlivnén pfitomnosti mutace kindzové domény
MBCR-ABL. Mirné vyssi procento pozitivnich pacientii v rdmci skupiny pacientll bez

mutace muze byt zpiisobeno malym poctem testovanych pacientti.

Vyskyt mBCR-ABL u pacientt s mutacemi a bez mutaci mBCR-
ABL

50

o Pozitivni

(%)

m Castené pozitivni
O Negatiwni

Pacienti s mutaci Pacienti bez mutace

Obr. 4.27 Vyskyt mBCR-ABL u pacientu s mutacemi BCR-ABL a bez mutace
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5. Diskuze

Tématem této prace bylo monitorovani exprese vybranych genti v pribéhu CML
za Ucelem zjistit, zda by se zmény v expresi nékterého z geni mohly stat prognostickym
markerem relapsu, ptipadné markerem pfechodu do akcelerované faze nebo blastické
krize nebo markerem pro ptedpovéd typu odpovédi na lécbu. Jednalo by se o markery
doplnujici monitorovani hladiny transkriptu BCR-ABL - specifického markeru CML.

Protoze se jedna o praci, jejiz vystup by bylo pfipadné mozné zavést do praxe,
bylo tfeba zvolit metodu vhodnou pro rutinni monitorovani, tj. citlivou a jednoduchou
na provedeni. Zvolili jsme tedy metodu RT-PCR vredlném case se specifickymi
sondami typu TagMan. Pravé pro snadnost provedeni byly izolovany celkové
leukocyty, nikoliv jednotlivé frakce bunck, které by patrné vypovéd€ly vice o
mechanizmu onemocnéni. Z lyzatu celkovych leukocyti se provadi i rutinni
monitorovani hladiny BCR-ABL.

Protoze Castou pii¢inou sekundarni rezistence byvaji mutace kindzové domény
BCR-ABL, snazili jsme se zjistit, zda pfitomnost mutace miiZe ovlivnit expresi
n¢kterého ze sledovanych genli. Mutace jsme detekovali pifimou sekvenaci kindzové
domény BCR-ABL. Vyhodnocovaci software MutationSurvyor navic umoziuje urcit
podil mutované formy, coz umoziuje usoudit, zda se u daného pacienta mutace podili
na progresi ¢i nikoliv.

Velkym problémem studii provadénych na vzorcich pacienti je ¢asto nedostatek
materialu nebo nedostatek vzorkia v uréité fazi onemocnéni. Béhem této prace jsme tak
neméli k dispozici dostatek vzorka blastické krize a pfechodu do ni (pouze pacient ¢.
14). Nékteré vysledky by tak bylo zapotiebi potvrdit u vétsiho poctu pacienti.

Vybér gent probihal na zaklad¢ literarnich adaju (Bcl-2, mBCR-ABL), vysledki
nasi laboratote (p21Cip), nebo obojiho (WT1, Ki-67).

Prvni zprava o detekci exprese WT1 u pacienta v akcelerované fazi CML se
objevila v roce 1993 (MIAGI et al., 1993). Od té doby bylo publikovano né&kolik praci o
moznosti vyuziti genu WTI jako nespecifického markeru pribéhu onemocnéni
(SUGIYMA 1997, ZI-XING et al. 2004, UZUNEL a PRINGDEN 2004, CILLONI et al.
2003). Vysledky ale byly nejednotné a studie nebyly kompletni co do zastoupeni vSech

typl pacientl dle odpovédi na 1écbu (fada praci se snazila testovat WT1 jako marker
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relapsu po TKB). Pfi¢inou nejednotnosti vysledkii mohla byt nejednotnost metodiky.
Vétsina praci pouzivala reverzné transkriptizovou PCR v redlném case, avSak
s odliSnymi kontrolnimi geny (napi. abl, ktery je pro sledovani genové exprese u
pacientd s CML s typickou piestavbou BCR-ABL zcela nevhodny — RULCOVA et al.
2007). Podrobna studie exprese WT1 u pacienti s CML s riznou odpovédi na 1é¢bu a
v riznych fazich onemocnéni tedy dosud chybg¢la.

V ramci statistického hodnoceni jsme zjistili, Ze se zhorSujici se odpovédi na
lé¢bu hladina WTT statisticky vyznamné nartsta. Rozdily mezi medidny rostou smérem
ke zhorSujici se odpovédi na lécbu. To je pro gen, ktery je kandidatem na marker
relapsu, vyhodou, protozZe pti zhorSeni stavu pacienta (tj. pti relapsu) by nartist exprese
WT1 mél byt prudky, tj. jasné zaznamenatelny. Na zaklad¢ porovnani vysledku
statistického hodnoceni WT1 s obdobnym hodnocenim BCR-ABL je ziejmé, ze WT1
vykazuje prudsi narist nez BCR-ABL.

Kinetiky exprese WTI1 dobie korelovaly s kinetikami exprese BCR-ABL a
s pribéhem onemocnéni. U téméf vSech testovanych relaps byl vSak narlst exprese
WT1 vyssi neZ narust exprese BCR-ABL, jak nanaCovalo jiz statistické hodnoceni.
Naproti tomu u pacientd s dobrou odpovédi na lécbu byl pokles exprese WT1 az o 3
fady mensi nez u BCR-ABL. Toto pozorovani rovnéz odpovida vysledku statistického
hodnoceni, které ukazalo malé rozdily mezi mediany dobrych odpovédi na lécbu.
Ptic¢inou téchto malych rozdild v hladinach mezi jednotlivymi odpovéd'mi je fakt, ze
WT1 ma oproti BCR-ABL ur¢itou bazalni hladinu exprese, zatimco BCR-ABL klesa az
do PCR negativity. Pro pfedpovéd’ dobré odpovédi na 1écbu imatinibem tak WT1 neni
vhodnym markerem.

Velmi dualezity vysledek je, Ze u nejméne 40% relapsti se nartist hladiny WTI
projevil dokonce o nékolik tydnu dfive nez narist BCR-ABL. Toto ukazuje na
prognosticky vyznam exprese WT1 u nékterych pacienti s CML, na mozZnost funkce
WTI jako ¢asného markeru relapsu. WT1 muze byt tedy citlivym pomocnym markerem
relapsu v chronické fazi k BCR-ABL. Dle miry exprese WT1 v jediném vzorku lze urcit
stav onemocnéni, kinetika exprese naznacuje prognozu.

Mimo to je pravdépodobné, ze WT1 neni pouze markerem, ale zaroven jednou z
pti¢in relapsu. Bylo prokazano, Ze onkogenné pusobi tzv. sWT1 forma, tj. WT1 protein,
ktery vznika z transkriptu, ktery je pfepisovan z druhého promotoru genu. Tento protein
tak ma zkraceny N-konec, v disledku ¢ehoz postrada ¢ast vyznamnou pro represi

transkripce (HOSSAIN et al. 2006). Je tak mozné, Ze vliv na progresi onemocnéni ma
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pravé tato varianta, ktera je v leukemickych buiikdch nadméré exprimovana. Nase
vysledky toto nemohou piimo potvrdit, protoZze nami pouzité primery sleduji vSechny
varianty WT1 dohromady. Presto jsme ale detekci vysoké exprese WT1 smérem
k progresi onemocnéni potvrdili moznost jeho vyuziti jako terapeutického cile u

pacientid s CML, zejména v pokrocilych fazich onemocnéni.

Ki-67 je gen, jehoz exprese je specifickd pro bunky v aktivnich fazich
bunééného cyklu. To je divodem, proc je jiz u nékterych pevnych nadort pouzivan jako
prognosticky marker. Veskeré prace vSak sleduji Ki-67 na urovni proteinu. Na drovni
mRNA pouzila poprvé Ki-67 jako maker proliferace Mgr. Ulmannova, PhD (2003).
Jako marker pro monitorovani stavu onemocnéni u pacienti s CML gen Ki-67 nebyl
dosud testovan.

Statistické hodnoceni exprese Ki-67 neukazalo velké rozdily mezi jednotlivymi
odpovéd’'mi na lé¢bu. Signifikantni byl pouze rozdil mezi blastickou krizi a pacienty bez
odpovédi na lécbu a ostatnimi odpovéd’mi, ktery piedstavoval pouze zhruba jeden fad.
Toto je nevyhodou, pokud hledame gen, jehoZ expresi by bylo mozné pouzit jako
marker rezistence k 1écbe.

Sledovani kinetiky exprese ukazalo, Ze exprese Ki-67 reaguje pii byt malém
zhorSeni krevniho obrazu narGstem na hladinu medianu hodnot v blastické krizi.
K narastu exprese Ki-67 vSak dochazi az prakticky soucasné s nartistem leukocyti nebo
s vyskytem blastd. Proto je prediktivni vyznam exprese Ki-67 minimalni.

Pouze u dvou pacientd (¢. 5 a 6) trvale vysoka hladina Ki-67 pfi nizké hladiné
leukocytii v daném vzorku patrné signalizovala uréitou formu rezistence a pozdéjsi
hematologicky relaps. Pacient ¢. 5 zemiel na nasledky choroby, u pacienta ¢. 6 doslo k
relapsu. NaSe vysledky tak ukazuji na moznost fungovani Ki-67 jako ¢asného markeru
rezistence pro ziejmé malou skupinu pacientll (v nasem piipadé se jednalo pouze o dva
pacienty z osmnacti). Patrné tak nema vyznam testovat dale Ki-67 na vétSim vzorku
pacientii za uc¢elem nalezeni markeru pro rutinni pouziti. Sledovani exprese Ki-67 mize

mit vyznam spiSe pro vyzkum.

Bcl-2 je gen pro antiapototicky protein, jehoZ zasadni vyznam pro mozZnost
rozvoje leukémie prostiednictvim BCR-ABL byl prokazan (SANCHES-GARCIA a
GRUTZ 1995). Do této studie byl zarazen na zaklad¢ prace, ktera uvedla do souvislosti

overexpresi Bcl-2 s aktivaci kindzy LYN u pacienti s onemocnénim nezavislym na
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BCR-ABL, kde jeho roli pfejima pravé nadmérné aktivni LYN. Autofi studiem na
bunécnych liniich zjistili zmény nejen na urovni proteinu, ale i transkriptu Bcel-2 (DAI
et al. 2004). Vzhledem k vyznamné roli Bcl-2 v leukemogenezi jsme provadéli celkové
hodnoceni exprese jako u ostatnich gend, nikoliv pouze u vytypovanych pacientl
s onemocnénim nezavislym na BCR-ABL (v na$i laboratofi sledujeme aktivitu BCR-
ABL nepiimo métfenim fosforylace proteinu CRKL a aktivitu dalSich kindz). Kindza
LYN je aktivni 1 v blastické krizi, proto bylo mozné ptedpokladat, Ze by se mohlo
jednat o marker blastické krize.

Statistické  hodnoceni ukazalo nejednotny trend v expresi v priabéhu
onemocnéni, tj. chybi jednozna¢ny nardst nebo pokles smérem ke zhorSujici se
odpovédi. ProtoZe vSak velky rozptyl v ramci jednotlivych odpovédi mohl vysledek
statistického hodnoceni zkreslit, pfipadn¢ mohl skryt urcitou skupinu pacientd, u nichz
by Bcl-2 mél jistou vypovédni hodnotu (je tieba brat ohled na heterogenitu mechanizmu
patogeneze CML), provedli jsme rovnéz sledovani kinetiky exprese u pacienti vSech
odpovédi na é¢bu.

Kinetika exprese Bcl-2 byla u vétSiny pacienti v CP pfevazné stabilni, nebo
s malymi vykyvy, které vSak vétSinou nekorelovaly ani s hladinou BCR-ABL ani
s krevnim obrazem. Vyjimkou jsou pacienti ¢. 9 a 17, u nichZ vykazovala exprese Bcl-2
znacné vykyvy. Ani zde je vSak nebylo mozné spojovat se zménami krevniho obrazu
nebo exprese BCR-ABL. Vyrazny ndrGst express mizeme vidét u pacienta ¢. 14, kde
naznacuje pfechod do blastické krize. Pro nedostatek vzorki vSak nelze fici, zda
predchézi narist BCR-ABL, ¢i nikoliv. Podobny narust v souvislosti s vyskytem blastt
muiZzeme vidét také u pacientll ¢. 11 a 12 v akcelerované fazi, kde Bcl-2 BCR-ABL
predchazi. Bcl-2 tak mulze mit prognosticky vyznam pro detekci prechodu do
akcelerované faze, mozna i blastické krize, a mohl by tak slouzit jako pomocny marker
pro detekci tohoto piechodu.

Vyrazny nartst exprese Bcl-2 naopak chybi u pacienta ¢. 18, kde doslo
k vyraznému naristu leukocytd, v krevnim obraze ale chybély blasty. Nase vysledky tak
zaroven ukazuji, Ze rostouci hladina Bcl-2 souvisi s nariistem blastd (pacienti ¢. 11 a 12
vs. pacient ¢. 18). Vyznam Bcl-2 v hematopoetickych kmenovych i progenitorovych
burikach byl prokazan. Bcl-2 je nejen chrani pted apoptozou, ale je také vyznamny pro
lymfohematopoézu (DOMEN et al. 2000, MATSUZAKI et al. 1997). V nezralych
leukemickych bunkach typickych pro blastickou krizi overexprese Bcl-2 mize také

souviset s rezistenci k chemoterapeutikim (DOMEN a WEISSMAN 2003).
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Nase vysledky zaroveri ptispivaji k uvaham o vyuziti Bcl-2 jako potencialniho

terapeutického cile u pacientd v pokrocilych fazich CML.

Gen p21Cip byl do studie vybran na zakladé predchozich studii provedenych
v nasi laboratofi, které ukazaly, Ze se jeho hladina prudce zvysila pfed piechodem do
blastické krize. p21Cip by tak mohl byt dobrym markerem signalizujicim nastup
blastické krize. V ramci této prace jsme provedli celkové hodnoceni exprese p21Cip
v priabéhu CML.

Vysledky statistického hodnoceni, v zésadé¢ potvrdilo sledovani kinetiky
exprese. Hladina p21Cip se pohybovala piiblizné na hladiné¢ medianu exprese v CCR,
pokud se hodnoty krevniho obrazu pohybovaly v normalnim rozmezi. Niz$i hladina
p21Cip znadi zhorSeni stavu pacienta, tj. hematologicky relaps nebo primarni rezistenci
(pacienti €. 4 a 5). Pokud za¢ne exprese p21Cip po pfedchozim poklesu rist k nebo nad
hladinu medianu exprese v CCR , miiZze to ukazovat na ptechod do AP nebo BC. Zda se
vSak, Ze narast p21Cip vzdy souvisi s vyskytem blastd (u pacienta ¢. 18 doslo
k velkému naristu leukocyti bez vyskytu blasti a hladina p21Cip zistala stabilni). U
vSech sledovanych relapst do akutnich fazi byl narGst p21Cip vyrazné€jSi nez narlst
BCR-ABL. K nartstu v8ak dochazelo soucasné (u pacienta ¢. 14 pro maly pocet vzorki
toto nelze uréit). Divodem vyraznéjsi kinetiky exprese p21Cip oproti BCR-ABL pii
pfechodu do akutnich fazi onemocnéni je pocate¢ni pokles exprese p21Cip pii zhorSeni
stavu, vysledny nartist na hodnotu blastické krize pak pfedstavuje az dva fady, viz
pacient ¢. 14.

p21Cip tedy muze fungovat jako pomocny marker k BCR-ABL pro prechod do
blastické krize (samotné sledovani exprese p21Cip je zavadéjici — nartst z hladiny nizsi
nez median exprese v CCR miiZze znamenat zlepSeni stavu nebo prechod do akutni faze
CML). Pokles p21Cip pod hladinu medianu exprese v CCR a nasledny narlist smérem
k nebo nad hladinu medianu exprese v CCR pii vysoké hladin¢ BCR-ABL v3ak ukazuji
na piechod do faze akcelerace nebo blastické krize. Snizena hladina p21Cip pii vysoké
hladiné BCR-ABL miuze ukazovat na suboptimalni odpovéd na 1é€bu nebo primarni
rezistenci  k 1é¢bé. Sledovani exprese p21Cip tak upfesiuje vysledky ziskané

monitorovanim BCR-ABL.

Vzhledem k vyrazné vys8i tyrozinkinazové aktivité proteinu pl90 jsme se

domnivali, Ze by se pfitomnost mBCR-ABL mohla podilet na horsi prognéze pacientt
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a prispivat k rozvoji rezistence k imatinibu (a tedy signalizovat rezistenci). Exprese
mBCR-ABL u pacienti s CML byla jiz publikovana. Salgio et al. (1997) uvedli, Ze
expresi mBCR-ABL detekovali u témét vsech pacienti s CML v dobé diagndzy.
Zjistili, z2 mBCR-ABL tvoii 20 az 30% celkového mnozstvi BCR-ABL transkriptu.
Van Rhee et al. (1996) naproti tomu uvedli, Z2¢ mBCR-ABL tvofi pouze 0,1 az 1%
BCR-ABL. Nejednotnost vysledki mize byt dana odliSnou metodikou, ale také muze
souviset s odliSnym biologickym materidlem. Zatimco Salgio et al. testovali vzorky
kostni dfen¢, van Rhee et al. (1996) detekovali mBCR-ABL ve vzorcich kostni diené a
periferni krve.

Dle naSich vysledkli zanalyzy periferni krve se transkript mBCR-ABL
vyskytuje v burnikach pouze nékterych pacientii a to ve velmi malém mnozstvi (hodnoty
vétSinou na hranici citlivosti metody). Jednalo se o natolik nizké poclty kopii, Ze
kvantifikace nemohla byt provedena. Vzhledem k tomu, Ze se transkript nevyskytoval u
vSech ale pouze u né€kterych pacientii, vidéli jsme piesto jako zajimavé déle sledovat,
zda alesporii vyskyt mBCR-ABL nema pro pacienty prognosticky vyznam.

Hodnoceni vyskytu transkriptu mBCR-ABL v jednotlivych vzorcich s riznou
odpovédi na 1é¢bu ukazalo, Ze vyskyt transkriptu roste se zhorSujici se odpovédi na
1é¢bu. Protoze exprese BCR-ABL smérem ke zhorSujici se odpovédi na 1é¢bu rovnéz
roste, zdalo se, Ze vysledek potvrzuje pozorovani uvddéné Van Rhee et al., Ze mBCR-
ABL vzniké v buiikach pacientli vzdy jako urcité velmi malé procento BCR-ABL.

Abychom zjistili, zda vyskyt mBCR-ABL u pacienti s CML mulze mit
prognosticky vyznam, sledovali jsme dale vyskyt transkriptu u jednotlivych pacientt
razné odpovidajicich na lé¢bu v prib&hu onemocnéni. Piestoze transkript mBCR-ABL
byl detekovan hlavné u pacientd s vysokymi hladinami transkriptu BCR-ABL,
nemlizZeme potvrdit, Ze by se jednalo o uritou procentudlni frakci BCR-ABL. U
nékterych pacient s vysokou hladinou BCR-ABL (pacient ¢. 4 a dal§i dva pacienti
mimo tuto studii, jeden soverexpresi BCR-ABL), ale dlouhodobé v CHR bez
klinickych pfiznakii nemoci jsme mBCR-ABL nenalezli v zadném z testovanych
vzorkl. U pacientii dobfe odpovidajicich na lécbu se mBCR-ABL rovnéZ nevyskytoval
ani v prvnich vzorcich, kdy mél pacient jesté¢ obvykle pomérné¢ vysokou hladinu BCR-
ABL (u nékterych pacientid srovnatelnou s pacienty v relapsu). Je mozné, Ze se u téchto
tii pacientd jedna o mechanizmy CML s mirn€jSim prubéhem, jejichZz spoleCnym

znakem muze byt nezvySena hladina enzymu odpovédnych za sestiih pre-mRNA.
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Cilem této prace bylo téz zjistit, zda existuje rozdil v expresi sledovanych gent
mezi pacienty s mutovanou formou BCR-ABL a pacienty s divokym typem kindzy.
Hladina WTI1, kterou jsme vybrali jako nejleps$i marker relapsu ze sledovanych
kandidatl, odpovidala intenzit¢ relapsu. Vys$i hladiny exprese u pacienti bez mutace
jsou tak dany tim, Ze relapsy byly obecné vyrazngjsi u pacientli bez mutace. Exprese
ostatnich gent ani Cetnost vyskytu transkriptu mBCR-ABL nevykazovaly mezi t€émito
dvéma skupinami vyznamny rozdil.

Pozorovani obecné vyraznéjSich relapsii u pacienti bez mutaci ve srovnani
s pacienty s mutacemi je samo o sob&€ velmi zajimavy fakt. Mutace v kindzové doméné
BCR-ABL vedou i v pfitomnosti imatinibu k obnoveni aktivity BCR-ABL. VétSina
mutaci, které jsme u pacienti zahrnutych do této studie nalezli, je obvykle ptekonatelna
vys$$i davkou imatinibu. Pokud pacient dostava suboptimalni davku pro inhibici této
mutované formy BCR-ABL (tj. davku, ktera se bézné¢ paientim podaa a je ucinng,
pokud pacient nemd mutaci), maze dojit k postupné selekci mutovaného klonu, a tedy
k pozvolnému relapsu. U pacientd, kde krelapsu dochdzi zjiného divodu (napf.
aktivace jinych kindz), ktery neni vibec potlacovan (imatinib je selektivni inhibitor

pouze ABL, BCR-ABL, PDGFR, c-Kit a pfip. ARG), mize byt relaps prudsi.

Prognosticky vyznam pro detekci relapsu v chronické fazi ma tedy ze
sledovanych genii pouze WTI1, ktery lze povazovat i za samostatné fungujici marker.
p21Cip a Bcl-2, jak jiz bylo uvedeno, dopliiuji informace o stavu pacienta pfi pfechodu
do faze akcelerace nebo blastické krize. Pokud sledujeme vySku hladin a kinetiku
exprese p21Cip, Ki-67 a Bcl-2 samostatné, nelze vétSinou urcit stav pacienta. Pokud
mame ovSem k dispozici kinetiky exprese obou téchto genl spole¢né¢ s WT1 a BCR-
ABL, je vétsinou mozné ud¢lat si dobry obrazek o stavu i progndze onemocnéni. Toto
je mozné vyuzit pro vyzkum, ale pro rutinni praxi, kde zalezi na jednoduchosti a cené

metody, to zatim neni mozné.
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6. Souhrn

Pomoci PCR v realném ¢ase jsme provedli celkové hodnoceni zmén v hladinach
transkripti WT1, p21Cip, Bcl-2, Ki-67 a mBCR-ABL v prtibéhu CML u pacientt se
vSemi typy odpovédi na 1é€bu za ucelem nalézt ptipadny Casny makrer primarni ¢i
sekundarni rezistence k 1é¢b&, nebo marker akcelerace choroby a blastické krize.
Zaméfii jsme se piitom na markery rezistence k 1é¢b€ imatinibem.

Na zakladé vysledki statistického hodnoceni i sledovani kinetiky exprese
v pribéhu onemocnéni u jednotlivych pacientli jsme jako nejlep$i marker vzniku
rezistence k 1é¢bé vybrali expresi genu WT1, ktera ma jako jedina prognosticky vyznam
v detekci relapsu v chronické fazi. Zjistili jsme, Ze pii pouZitém systému méfeni
(vyznamny vliv na vysledek ma volba kontrolniho genu) WT1 funguje jako ¢asnéjsi
marker relapsu v chronické fazi nez BCR-ABL u vice nez 40% pacientd. U téméf vSech
sledovanych relapsi je nartst exprese WT1 vyrazné€j$i nez nartist exprese BCR-ABL.
Zjisténi hladiny WTI v jediném vzorku pacienta umoziuje odhadnout stav pacienta,
kinetika naznacuje dalsi vyvoj CML. WT1 dopliiuje informace ziskané monitorovanim
BCR-ABL, ale mohl by slouzit i jako samostatny marker.

Ke zménam v expresi Bcl-2 dochazi az pfi pfechodu do akcelerované faze nebo
blastické krize. Bcl-2 tak upfesiiuje informace ziskané monitorovanim BCR-ABL.
Pacienta, u néhoz by vysoka exprese Bcl-2 signalizovala rezistenci v dusledku ztraty
zavislosti onemocnéni na BCR-ABL, jsme nezachytili.

Potvrdili jsme vysledky ptedchozich testd, které ukazovaly na moznost vyuziti
p21Cip jako markeru pfechodu do akcelerované faze nebo blastické krize. Zmény
v expresi p21Cip nepiedchazi nariist BCR-ABL, av$ak vyska hladiny a kinetika exprese
p21Cip dopliiyji informace ziskané monitorovanim BCR-ABL.

Ki-67 velmi dobie koreluje se stavem onemocnéni, prognosticky vyznam ale pro
pacienty s CML nema — k naristu exprese Ki-67 dochazi soucasné se zménami
v krevnim obraze.

Transkript mBCR-ABL nelze pouzit pouzit jako pomocny marker rezistence
k imatinibu. Hladiny transkriptu mBCR-ABL jsou pfili$ nizké, aby mohly byt vyuzity
jako citlivy marker. Piesto nase vysledky ukazuji na mozZnost vlivu vyskytu tohoto
transkriptu na prognozu pacientd s hor§im stavem.

Daéle jsme zjistili, Ze ptfitomnost mutaci v kinazové domén¢ nema na hladinu

testovanych transkriptli vliv.
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7. Prezentace:

K. Machova, T. Lopotova, J. Rulcova, V. Zmekova, K. Vi¢anova, Zemanova Z.,
Klamova H., Moravcova J. (2007): BCR-ABL mutated clone progression and
elimination in CML patients treated with ABL kinase inhibitors, abstrakt na 12. kongres

European Hematology Association

Lopotova T, Machova K, Zmekova V, VI¢anova K, Rulcova J, Zemanova Z,
Klamova H, Moravcova J. (2007) Prognosticky vyznam exprese genu WT1 u pacientl

s CML, abstrakt na 21. Olomoucké hematologické dny

K. Machova, T. Lopotova, J. Rulcova, V. Zmekova, K. VI¢anova, Zemanova Z.,
Klamova H., Moravcova J. (2007): Sledovani kinetiky mutaci v BCR-ABL u pacientl
s CML lécenych inhibitory tyrozin kinaz, abstrakt na 21. Olomoucké hematologické

dny
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8. Seznam zkratek

AP e akcelerovana faze

ATA-C i cytosin arabinosid, cytarabin

BC blasticka krize

BH o Bcl-2 homologni

BNA bridged nucleic acid

B2M.. e beta 2 mikroglobulin

CRu cytogeneticka odpoved’

CCR e kompletni cytogeneticka odpovéd’, remise
CG e cytogeneticka odpovéd’

CHR .o, kompletni hematologicka odpovéd’
IS cytokine-induced SH2-containing proteins
CML Lt chronickd myeloidni leukémie
CMR . kompletni molekularni remise

CP o chronicka faze

() TSR cytogeneticky relaps
e cycle of threshold
A v dob¢ diagnozy

GT e guanidin thiokyanat

ROCT ..o human organic cation transporter
HrE oo hematologicky relaps

HR e hematologicka odpoved’

HU L, hydroxyurea

ICT e intenzivni chemoterapie

TEN e interferon a

JAK Janus kinase

LNA e locked nucleic acid

MAPK e mitogen-activated proteinkinase
MCR L mala cytogeneticka odpoveéd’

MOT L molekularné cilena terapie

ME e merkaptoetanol

MHC gp 1. major histocompatibility glygoproteins 1. class
M e molekularni relaps

NR e pacienti bez odpovédi na lécbu
PCR e ¢astecna cytogeneticka odpoved’

115



PDK oot fosfatidylkinaza

Ph chromozom...........ccccooiiiis Philadelphsky chromozém

Ph+ bufiky ...ooooiiiii s buiiky obsahujici Ph chromozém

PIBK e fosfatidyliositol-3-kinaza

PKB o proteinkinaza B
Q-RT-PCR....ooiiiiiiiiiicecen kvantitativni reverzné transkiptazova RT-PCR
SH e Src homologni

SOCS .. supressors of cytokine signaling

STAT e signal transducers and activators of transcription
TKB oottt transplantace kmenovych bunék
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