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Abstrakt

Chronickd myeloidni leukemie je klondlni onemocnéni krvetvorby, pro které je
charakteristicky fazni gen BCR-ABL1. Ackoli 1é¢ba tyrosinkindzovymi inhibitory
(TKI) dosahla zasadniho zlepSeni prezivani pacientd, u 20-30 % dochazi k rozvoji
rezistence. Jednou z hlavnich pfic¢in selhani 1é¢by jsou mutace v kinazové doméné
(KD) BCR-ABL1. Cilem této prace bylo objasnit molekularni mechanismy vzniku
rezistence a mutageneze u CML s vyuzitim in vitro modelu CML. Hlavni ¢ast této
prace byla vénovana identifikaci genli reagujicich na poskozeni DNA
a zodpovédnych za reparaci DNA, které by mohly hrat roli v procesu mutageneze
BCR-ABL1. Metodou RT? Profiler PCR Arrays jsme ze skupiny vybranych gent
odpovidajicich na poSkozeni DNA a jejich oprav identifikovali geny XRCC6 a PARP1,
jejichz genova exprese se signifikantné a specificky sniZovala v pribéhu
mutageneze KD BCR-ABL1. Produkty téchto geni se ucastni oprav
dvoutetézcovych zlomil cestou nehomologniho spojovani konct (NHE]). Pti studiu
mutageneze KD BCR-ABL1 jsme dale zjistili, Ze klony, které mutace vyvinuly,
nevykazovaly na zacatku kultivace zvysSenou expresi BCR-ABL1 oproti kloniim,

které mutace nevyvinuly.

Klicova slova: myeloidni leukemie, mutace, TKI rezistence, genova exprese, XRCC6,

PARP1






Abstract

Chronic myeloid leukemia is a clonal haematopoietic disease, with
characteristic BCR-ABL1 fusion gene. Despite the significant improvement
in patient treated with tyrosine kinase inhibitors (TKI), 20-30 % of
patients develop resistance. One of the main causes of treatment
failure are mutations in the BCR-ABL1 kinase domain (KD). The aim of
this work was to elucidate the molecular mechanisms of resistance and
mutagenesis development in CML using an in vitro CML model KCL-22. The
main part of this work was focused on the identification of genes
involved in DNA damage response and repair, that could play a role in
the process of mutagenesis of BCR-ABL1. We used the RT2 Profiler PCR
Arrays method for the group of selected genes regulating DNA damage
response and repair. We identified the genes XRCC6 and PARP1 whose gene
expression was significantly and specifically decreased during KD
BCR-ABL1 mutagenesis. Products of these genes are involved in repairing
DNA double-strand breaks through non-homologous end joining (NHE]).
During study of the KD BCR-ABL1 mutagenesis we also found that clones,
which developed mutations, did not show the increased BCR-ABL1
expression in the beginning of the culture compared to the clones in

which mutations have not evolved.

Key words: myeloid leukemia, mutation, resistance to TKI, gene

expression, XRCC6, PARP1
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Seznam zKkratek

Zkratka Anglicky Cesky
AKT AKT serine/threonine kinase 1 AKT serin/treoninova kinaza 1
ATP Adenosine triphosphate Adenosintrifosfat
ATRA All-trans retinoic acid All-transretinova kyselina
BCR Breakpoint cluster region Oblast shluku [DNA] zlomt
BCR-ABL1 Breakpoint cluster region-C-abl Fazni gen BCR-ABL1
oncogene 1
BER Base excision repair Oprava vystrizenim baze
c-ABL Abelson murine leukemia viral Homolog Abeslonova mysiho leukemického
oncogene homolog 1 virového onkogenu
CD38 cluster of differentiation 38 (cyclic Diferencia¢ni shluk 38 (hydrolaza cyklické ADP
ADP ribose hydrolase) rib6zy)
cDNA Complementary DNA Komplementarni DNA
CML Chronic myelogenous leukemia Chronicka myeloidni leukemie
C-MYC MYC proto-oncogene, bHLH Protoonkogen MYC z bHLH rodiny transkrip¢nich
transcription factor faktort
Crk chicken tumor virus Virus kureciho nadoru
DDR DNA damage response Odpovéd na poskozeni DNA
DNA deoxyribonucleic acid Deoxyribonukleova kyselina
DNA-PKcs DNA-dependent protein kinase DNA dependentni proteinkinaza
DSB Double strand break repair Oprava dvouretézcového zlomu
dsDNA Double-stand DNA Dvoutetézcovd DNA
dNTP Deoxyribonucleotide Deoxyribonukleotid
ECS Electro Cupling Solution
ETAA1 ETAA1, ATR kinase activator ETAA1 aktivator kinazy ATR
Fox0 Forkhead box 0
GAP GTPase-activating proteins Proteiny aktivujici GTPazu
GDP guanosine diphosphate Guanosindifosfat
GEF Guanine nucleotide exchange Faktory zajiStujici vyménu nukleotidu guaninu
factors
GG-NER Global genomic nucleotide excision Celogenomova oprava vystiizenim nukleotidu
repair
GTP Guanosine-5'-triphosphate Guanosintrifosfat
GUS B-glucuronidase -glukoronidaza
H2AX H2A histone family member X Clen X rodiny H2A histonfi
hOCT-1 The human organic cation Lidsky transportér organickych kationti typu 1
transporter type 1
HR Homologous recombination Homologni rekombinace
HSP90 heat shock protein 90 Protein teplotniho Soku
IM Imatinib Mesylate Imatinib Mesylat
JAK Janus kinase Janusova kinaza
KATS Lysine acetyltransferase 5 KAT5 Acetyltransferaza lysinti KAT5
KD Kinase domain Kinazova doména
KIT KIT proto-oncogene receptor KIT proto-onkogenni receptorova tyrosinkinaza
tyrosine kinase
Ku70 ATP-dependent DNA helicase Ku70 DNA helikdza Ku70 zavisla na ATP
Ku80 ATP-dependent DNA helicase Ku80 DNA helikdza Ku80 zavisla na ATP
LSD1 LSD1 zinc finger family protein LSD1 protein z rodiny proteind se zinkovym
prstem
MDR-1 Multidrug resistance protein/p- Protein vicecetné 1ékové rezistence /p-glykoprotein
glykoprotein
Mek Mitogen-activated protein kinase Mitogenem aktivovana kindza proteinkinazy

kinase


https://en.wikipedia.org/wiki/Guanosine_diphosphate

Zkratka Anglicky Cesky
miRNA MicroRNA MikroRNA
MME] Microhomology-mediated end- Spojovani koncti zprostredkované oblasti
joining mikrohomologie
MRN MRE11-Rad50-NSB1 complex Komplex MRE11-Rad50-NSB1
MTOR Mechanistic target of rapamycin Mechanisticky cil rapamycinové kinazy
kinase
NAD+ Nicotinamide adenine dinucleotide Nikotinamidadenindinukleotid
NER Nukleotide excision repair Oprava vystriZenim nukleotidu
NHE] Non-jomologous end joining Nehomologni spojeni koncti
NTC Negative control Negativni kontrola
p53 Tumor protein p53 Tumorovy protein p53
PDGFR Platelet-derived growth factor Receptor pro ristovy faktor odvozeny od
receptor trombocytl
Ph+/- Positive/negative Philadelphia Ptitomny/nepfitomny Filadeldsky chromozom
chromosome
PI3K Phosphatidylinositol-4,5- Fosfatidylinositol-3-kinaza
bisphosphate 3-kinase
POLB Polymerase (DNA directed), beta DNA fizenda polymeraza beta
POLD3 Polymerase (DNA-directed), delta 3, Piistupova podjednotka DNA Fizené polymeraza
accessory subunit delta 3
Rac Rac family small GTPase Mala GTPaza z rodiny Rac proteint
Raf Raf-1 Proto-Oncogene Raf-1 protoonkogen
Ras Ras Proto-Oncogene Ras protoonkogen
Rho Rho guanine nucleotide exchange Rho faktor zajistujici vyménu nukleotidu guaninu
factor
RNA Ribonucleic acid Ribonukleova kyselina
ROS Reactive Oxygen Species Kyslikové radikaly
CSF-1R colony stimulating factor 1 receptor Receptor pro faktor 1 podporujci rist kolonif
SSA single-strand annealing Jednoiatézcové nasedani [primeri]
SSB Single strand break repair Oprava jednoretézcového zlomu
STAT Signal Transducer and Activator of Prevodnik signalu a aktivator transkripce
Transcription
TAE Tris(hydroxymethyl)aminomethan- tris(hydroxymethyl)aminometan-octan-
acetate-ethylenediaminetetraacetic ethylendiamintetraoctova kyselina
acid
TC-NER Transcription coupled nukleotide Vystiihovaci oprava nukleotidii spojena s
excision repair transkripci
TKI Tyrosine kinase inhibitor Tyrosinkinazovy inhibitor
TopBP1 DNA topoisomerase 2; binding Protein 1 vazajici DNA topoizomerazu 2
protein 1
XLF XRCC4-like factor Faktor podobny XRCC4



1 Uvod

Chronickd myeloidni leukemie (CML) je Kklondlni myeloproliferativni
onemocnéni vychazejici z transformované leukemické kmenové bunky, pii kterém
dochazi v prvni fazi k nadmérné produkci granulocytii a jejich progenitori. Pro toto
onemocnéni je charakteristickd pritomnost fazniho genu BCR-ABL1, obvykle
vznikajictho v dlisledku reciproké translokace genetického materiadlu mezi dlouhymi
raménky chromozomi 9 a 22. Vysledkem prestavby je gen koédujici chimericky
protein Bcr-abl vykazujici deregulovanou zvySenou tyrosinkindzovou aktivitu.
Na zakladé pochopeni molekularni podstaty tohoto onemocnéni bylo nasledné
mozné vyvinout cilenou 1é¢bu zamérenou na inhibici kinazové aktivity BCR-ABL1
CML je vsoucCasné dobé velice dobre lécitelné onemocnéni. Prvnim vyvinutym
inhibitorem BCR-ABL1 aktivity byl imatinib mesylat, pouZivany dodnes jako
nejcastéjsi preparat v prvni linii Iécby u nové diagnostikovanych pacientd. Imatinib
se vaze na neaktivni konformaci BCR-ABL1 pobliZ nukleotidového mista pro ATP
a inhibuje tak dosazeni aktivni konformace nezbytné pro kindzovou aktivitu. Ackoliv
je imatinib obecné vhodnym lékem pro lécbu CML, jehoz pouziti vedlo
k dramatickému zlepsSeni vysledkt 1é¢by, urciti pacienti proti nému vykazuji nebo si
postupné vyviji rezistenci. Rezistence na lé¢bu u CML mizZe mit rlizné priciny.
Zhruba ve 30 % pripadid jsou za vznik rezistence na imatinib odpovédné mutace
v kinazové doméné BCR-ABL1, které brani vazbé 1éku na Bcr-Abl. Tento stav vedl
k vyvoji inhibitort II. anasledné III. generace, které cili i na mutované formy
kinazové domény BCR-ABL1 vykazujici rezistenci na imatinib. Celkové bylo popsano
bezmala sto riznych aminokyselinovych substituci, které narusuji ¢i primo brani
vazbé imatinibu na kindzovou doménu. Ackoliv je vyznam mutaci v kinazové
doméné BCR-ABL1 pro vznik rezistence pomérné dobie prostudovany, do dnesni
doby se uplné nepodatilo identifikovat molekularni mechanismy, které jsou
zodpovédné za vznik a rozvoj mutaci v BCR-ABL1. Ve své diplomové praci jsem se
svyuzitim in vitro modelu KCL-22 bunék CML zaméfila na identifikaci gent
reagujicich na poskozeni DNA a zodpovédnych za reparaci DNA, které by mohly hrat

roli v procesu mutageneze BCR-ABL1.






2 Prehled literatury

2.1 Historie vyzkumu chronické myeloidni leukemie

Historie vyzkumu leukemie zac¢ind v prvni poloviné 19. stoleti. Prvni popis
chronické myeloidni leukemie (CML) je pripisovan britskému lékaii Johnu
H. Bennetovi, ackoliv ¢astecné popisy tohoto onemocnéni se objevovaly jiz o nékolik
let drive. Termin leukemie byl ale poprve pouZit aZ némeckym lékafem Rudolfem
Virchowem v roce 1847 (Geary, 2000). V roce 1857 Nikolaus Friedreich poprvé
popsal akutni formu leukemie a v roce 1889 Wilhelm Ebstein zavedl termin akutni
leukemie, aby odliSil progresivni leukemii od chronické (Keane et al., 1965). O témér
70 let pozdéji dosSlo k rozlusténi molekularni podstaty CML. Roku 1960 popsali dva
vyzkumnici z Filadelfie Peter Nowell a David Hungerford chromozomalni
abnormalitu. U 7 nemocnych pacienti byl pozorovan maly chromozom (Nowell
& Hungerford, 1960), ktery nasledné ziskal nazev Philadelfsky chromozom. V roce
1973 tento abnormalni chromozom popsala americka geneticka Janet Rowley jako
vysledek reciproké translokace chromozomii 9 a 22 (Rowley, 1973). O 9 let pozdéji
de Klein et al. objevili lidsky buné¢ny homolog (c-abl) genu Abelsonova viru mysi
leukemie, lokalizovany na dlouhém raménku chromozomu 9, ktery hraje roli pfi jiz
zminované reciproké translokaci u CML (de Klein et al., 1982). O dva roky pozdéji
vychdazi studie, ve které Groffen et al. identifikovali na chromozomu 22 translokacni
zlomovou doménu, pro kterou navrhli termin "breakpoint cluster region", zkracené
BCR (Groffen et al, 1984). V roce 1985 Shtivelman et al. charakterizovali specificky
transkript jako produkt fuzniho genu BCR-ABL1 a dosli k zavéru, Ze konecny
produkt tohoto genu, chimericky protein Bcr-abl se pravdépodobné podili

na patogenezi tohoho maligniho onemocnéni (Shtivelman et al., 1985).



2.2 Epidemiologie CML

Chronickd myeloidni leukemie predstavuje pftiblizné 15-20 % ze vSech
leukemii. Incidence onemocnéni se udava od 1,0 - 1,5 pripadii na 100 000 obyvatel
(Faber et al, 2010). Onemocnéni je v détstvi vzacné a jeho vyskyt se zvySuje
s pribyvajicim vékem (graf 1) a je Casteji zaznamenavana u muzi. Vékovy median
zachytu je u CML kolem 60 let. Pacienti v Ceské republice ve véku 65-80 let
predstavuji az 35 % ze vSech pacientii s CML. Za poslednich 40 let incidence
onemocnéni v CR mirné kolisala a k roku 2015 piedstavuje 0,9 pfipadii na sto tisic
obyvatel. Mortalita diky cilené molekularni 1écbé tyrosinkinazovymi inhibitory (TKI)
vyrazné klesla na 0,3 pripadti na 100 000 obyvatel.

(www.svod.cz, http://www.svod.cz/report.php?diag=C92.1&type=pdf).
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Graf 1 - Vékovd struktura pacientii s CML behem let 1997-2015. Zobrazeni vékové specifické incidence a

mortality na 100 000 obyvatel v dané vékové kategorii. Graf - www.svod.cz, data — UZIS CR (Ustav

zdravotnickych informaci a statistiky CR).
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2.3 Faze CML a jeji klinické projevy

V onemocnéni CML rozeznavame tri faze: chronickou, akcelerovanou
a blastickou. Chronicka faze nema casto zadné ¢i ma jen mirné priznaky, mize trvat
mésice az roky a je nejlépe ovlivnitelna 1écbou. Blasty, coZ jsou nezralé krevni buriky
omezujici normalni krvetvorbu, tvori jen malou ¢ast krevnich bunék. Po nasazeni
lé¢by tyrosinkindzovymi inhibitory (TKI) dochazi ke zmirnéni aZ vymizeni potizi
avtomto ustaleném stavu mulZe pacient pri pravidelném uzivani 1ékd setrvat
i desitky let. Pokud neni onemocnéni léceno, prechdzi po cCase obvykle
do akcelerované faze definované 10-20 % blastl v periferni krvi. Tuto fazi provazi
Fada potizi, a to bolesti kloubti a Kkosti, teploty, hubnuti, krvaceni ¢i zvétSujici
se slezina. Pacient prestava reagovat na lé¢bu a mohou se objevit mutace v kindzové
doméné fazniho genu BCR-ABL1. Posledni faze s nejhor$i prognézou je faze
blastického zvratu (nékdy onemocnéni prechazi zchronické faze rovnou
do blastického zvratu bez prechodné, akcelerované faze). V této fazi je nemoc
podobna akutni leukemii a pocet blastl predstavuje vice nez 20 % krevnich bunék
vkostni dieni ¢i periferni krvi. Pokud to zdravotni stav pacienta umoZiuje,
pristupuje se ¢asto k transplantaci krvetvornych bunék (Zackova, 2012; Faber et al,

2010).

2.4 Charakteristika CML

2.4.1 Obecna charakteristika

Chronickd myeloidni leukemie se tadi mezi klonalni myeloproliferativni
onemocnéni, kdy dochazi k nadmérné produkci bunék myeloidni krevni rady. Pro
CML je charakteristickd cytogenetickd zména, kterd nese ndazev Philadelfsky
chromozom. Tato odchylka je diisledkem reciproké translokace mezi chromozomy 9
a 22, t (9;22)(q34;q11). Vysledkem je fuzni gen BCR-ABL1, ktery kdduje defektni
fazni protein Bcr-Abl s deregulovanou tyrosinkinazovou aktivitou. Takto zvySené
aktivni protein narusuje bunécnou signalizaci, navozuje proliferaci a nadprodukci
transformovanych bunék (Shtivelman et al, 1985). AZ u 90 % pacienti s CML
nachazime typickou prestavbu t (9;22)(q34;q11). U 5 % pacientli se vyskytuje
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translokace chromozomu 9 a jiného chromozomu nebo tzv. komplex, ktery zahrnuje
prestavbu typickou a zaroven i dal$i chromozom (Jabbour et al., 2016). Existuje
imalé procento pacientli, ktefi jsou Ph negativni, coZ znamena, Ze pomoci
cytogenetického vySetieni u nich neni detekovan typicky Ph chromozom. Pro tento
pripad existuje termin krypticka translokace ¢i maskovany Ph chromozom (Faber et
al, 2010).

Zménény chromozom 9

Chromozom 9

| Zménény chromozom 22
Chromozom 22 (Ph chromozom)
:. - =T ber-abl
abl

Obr. 1 - Reciprokd translokace chromozomii 9 a 22. Chromozom 9 nese ABL1 gen a chromozom 22 BCR

gen. Vysledkem reciproké translokace je Filadelfsky chromozom s onkogenem BCR-ABL1 (prevzato a

upraveno dle: https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms?cdrid=44179)

2.4.2 Proto-onkogen a protein ABL1

Lidsky ABL1 gen je homologem onkogenu objeveného v Abelsonové viru mysi
leukemie a nachazi se na dlouhém raménku chromozomu 9 v pozici 34.12. Tento
gen koduje protein s pl145ABL vyskytujici se jednak v cytoplazmé asociovany
s F-aktinem, tak i v jadre, kde se vaZe na chromatin (Laneuville, 1995; Van Etten et
al, 1989). P145ABL reguluje mnoho bunécnych procesti, a to napiiklad bunécné

déleni, indukci apoptdzy ¢i diferenciaci. Proto-onkogen ABL kéduje nereceptorovou
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tyrosinkindzu a vyskytuje se ve dvou isoformdach, které vznikaji alternativnim
sestfihem prvniho exonu (Laneuville, 1995). Protein ABL1 obsahuje na svém
N-konci nékolik ,src homology” (SH) domén, coZ je zkratka, kterd se pouZiva
k oznaceni homolognich domén i v jinych proteinech. Konkrétné Abl1l obsahuje
domény SH1, kterda ma tyrosinkinazovou funkci, dale SH2 a SH3 doménu interagujici
s dalSimi proteiny. SH2 vaze fosforylovany tyrosin a SH3 interaguje s prolinovymi
oblastmi. V proteinu se dale nachazi jaderné lokalizacni signaly (NLS, cilici protein
do bunéc¢ného jadra)(Van Etten et al, 1989; Duncan and Burthem, 2003), DNA
vazebné motivy (Kiptros And Wang, 1992; Duncan and Burthem et al,, 2003) a na
C-konci proteinu aktin vazebné motivy (McWhirter and Wang, 1993; Duncan and
Burthem, 2003).

2.4.3 Proto-onkogen a protein BCR

Lidsky BCR gen se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 22 v pozici
11.23. C-konec proteinu BCR obsahuje oligomeriza¢ni doménu, SH2 vazebnou
doménu (ktera zprostredkovavd vazbu s proteiny obsahujici SH2), dale
serin/threonin kindzovou doménu, CalB doménu, ktera vaze Ca2+ ionty a Rho/GEF
a Rac/GAP, které reguluji vymenu GDP za GTP a Stépeni GTP na GDP u G proteint
(Duncan and Burthem, 2003)



a p16D8~ Tyri77
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Rho/GEF m Rac-GAP s
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o DMNA §| DNA DNA PR
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Obr. 2 - Schéma lidskych Bcr, Abl a Bcr-Abl proteintii.

a) Protein p160BCR: N-oligomerizacni doména, SH2 vazebnd doména. Ddle Ser/Thr kindza, Rho/GEF
doména, Cal.B doména vdzici vdpnik a C-Rac-GAP doména.

b) Protein p145Abl: N-SH domény. SH3 a SH2 domény. SH1 doména md tyrosinkindzovou funkci. Ddle
protein obsahuje jadernou lokalizacni doménu, nékolik bohatych domén na prolin, DNA-vazebnou
doménu a na C-konci aktin-vazebnou doménu.

¢) Fuzni onkoprotein p210Bcr-Abl: Oligomerni doména na C-konci fiizniho proteinu umoznuje SH1
doméneé dimerizaci, autofosforylaci a tim konstitutivni aktivaci BCR-ABL1 kindzy (prevazo a upraveno

dle: Duncan and Burthem, 2003).

2.4.4 Fuzni onkogen a onkoprotein Bcr-Abl

Fazni gen BCR-ABL1 vznikd reciprokou translokaci chromozomt 9 a 22.
Ptredpoklada se, Ze iniciaci translokace jsou dvouretézcové zlomy DNA (dsDNA
zlomy) na prislusnych chromozomech, které jsou vyvolany endogenni chybou
v bunécéném jadre nebo plisobenim exogenni agens (Agarwal et al., 2006). Chybnou
opravou téchto dsDNA zloml v chromozomech vznika vysledny fazni gen. Zlomy
v obou genech mohou vznikat na rtiznych mistech a vedou k tvorbé odlisnych forem

Bcr-Abl proteinu. Zatimco zlom v genu ABL1 se témér vidy vyskytuje v rozsahlé
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oblasti prvniho intronu, zlomy v genu BCR mohou vznikat na nékolika mistech.
Nejcastéji k tomu dochdazi v oblasti zvané major, coZ je usek, ktery obsahuje introny
13 a 14 a mezi nimi leZici exon 14. Existuji dvé varianty major-BCR e13a2 (obsahuje
exony 1-13 BCR) a el4a2 (obsahuje exony 1-14 BCR), které kéduji 210 kDa velky
protein p210. Minor varianta e1a2, vyskytujici se u malého procenta pacientii s CML,
kéduje mensi protein p190. U tzv. minor varianty dochazi ke zlomu v BCR genu
v oblasti prvniho intronu (obsahuje z BCR pouze 1. exon). Vzacnym typem prestavby
je e19a2, vznikajici zlomem BCR genu mezi exony 19 a 20, koduje protein p230

(Faber etal, 2010).

2.5 BCR-ABL1 signalizace

Bcr-Abl protein se nachazi v cytoplazmé a ovliviiuje fadu signalnich drabh, jejichz
deregulovanych kaskdd patii napriklad JAK/STAT, MAPK a PI3K/AKT/mTOR

signalni drahy.

2.5.1 MAPK signalni draha

Onkoprotein Bcr-Abl obsahuje vazebné misto pro protein GRB2, jehoZ
prostfednictvim aktivuje signalni kaskddu Ras/Raf/Mek/Erk, coZ vede

k nekontrolované proliferaci (Mizuchi et al., 2005).

2.5.2 PI3K/AKT/mTOR signalni draha

Bcer-Abl fosforyluje protein Crkl, ktery je nasledné schopen aktivovat
PI3K/AKT signalni drahu ovliviiujici dalsi proteiny mTOR, FoxO ¢i Bad, které jsou
dutlezité pro preziti bunky (Faber et al., 2010). Kinaza mTOR (mammalian target of
rapamycin) hraje dilezitou roli vprichodu bunéénym cyklem, proliferaci
a bunécném riastu. ZvysSena stimulace této kinazy vede k nddorové transformaci
(Hay et al,, 2004). Kinaza mTOR aktivovana proteinem Bcr-Abl zvySuje produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS), které také hraji roli v transformaci bunky (Kim et

al, 2004). Dalsim dtlezitym proteinem ovlivnénym PI3K/AKT drahou je protein Bad
9



patrici do skupiny proapoptickych proteint, a protein FoxO, ktery zabraiuje expresi
proapoptotickych geni. Aktivace PI3K/AKT drahy vede k jejich inaktivaci, coz
prispiva k zvySenému prezivani leuekmickych bunék (Brunet et al., 1999; Virdee et

al., 2000; Hedema et al.,, 2000).

2.5.3 JAK/STAT/(MYC) signalni draha

U zdravych bunék dochazi k aktivaci drahy pres cytokinovy receptor, JAK
kindzu a STAT transkripcni faktory (TF). TF STAT1, STAT3 a STATS5 jsou
v transformovanych bunkach konstitutivné fosforylovany nezavisle na aktivité JAK
diky kinazové aktivité p210 resp. p190 Bcr-Abl, coZ vede ke deregulaci drahy
a zvySené translokaci STAT proteint do jadra. Zde aktivuji prepis gent zapojenych
do bunécné proliferace a prezivani (antiapoptoticky Bcl-Xl, CyclinD1) a podporuji
tak expanzi leukemickych bunék. p190 navic aktivuje i TF STAT6 (Carlesso et al.,
1996; Frank et al, 1996; llria et al., 1996). JAK2 kinaza, aktivovana proteinem Bcr-
Abl, zvySuje expresi protoonkogenu c-MYC a zaroven naruSuje degradaci jeho
proteinu v proteazomu (Shankai et al,, 2002). c-MYC je TF aktivujici transkripci genti
zapojenych do proliferace, metabolismu a anti-apoptotickych procesti v buiice. Bylo
zjiSténo, Ze c-MYC pozitivni zpétnou vazbou aktivuje expresi BCR-ABL1
v leukemickych burikach (Sharma et al, 2015) a hraje kli¢ovou roli v rezistenci

leukemickych kmenovych bunék CML (Abraham et al.,, 2016).
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Obr. 3 Proteinem BCR/ABL1 regulované signdlni drdhy spojené s proliferaci, apoptozou, bunécnym
cyklem, mikroprostiedim kmenovych bunék a preZivdnim bunéek. Vice popsdno v kapitole 6. (prevzato a

upraveno dle Kang et al, 2016)

2.6 Lécba CML - inhibitory TKI

2.6.1 Inhibitory I. generace - imatinib

Imatinib (diive STI571) je peroralni 1é¢ivo, které se pouZziva v prvni linii 1écby
unové diagnostikovanych pacienti sCML. Jednd se o selektivni inhibitor
tyrosinovych kindz Bcr-Abl, PDGFR a c-Kit (Capdeville et al., 2002), ktery se vaze
v pripadé Bcr-Abl na protein v neaktivni konformaci, semikompetitivné brani vazbé
ATP na Bcr-Abl, a tim inhibuje fosforylaci proteinti (Gambacorti-Passerini et al.,
2003). Takto inaktivni protein nedokaZe aktivovat sit' signdlnich drah, kterych
se aktivni forma ucastni. Oproti tomu imatinib neinhibuje receptorové kinazy jako
Src nebo JAK2 (Buchdunger et al, 2000). Vysledky pilotni studie zaméfené na tento
inhibitor ukazaly, Ze imatinib je efektivni pro 1écbu CML s malym mnoZstvim

v

vedlejsich ucinkd. Mezi nejcastéjsi nezadouci ucinky se radi nevolnost, zvraceni,
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edém, nizka hladina krevnich desticek a neutrofild (Druker et al., 2001). Ackoliv
lé¢ivo funguje ve vSech fazich onemocnéni, tak nejlep$i ucinnost prokazuje
v chronické fazi. Vroce 2003 O’Brien et al. publikovali klinickou studii IRIS
(International Randomized Study of Interferon and STI571), ktera zahrnovala 1106
srovnani s drive pouZzivanou kombinovanou lé¢bou interferonem-a
a nizkodavkovanym cytarabinem. Tyto a dals$i podobné studie potvrdily,
ze zaméreni lécby na kauzalni molekularni abnormalitu je Gspésnou strategii a Ze
imatinib je vhodnym lékem pro dlouhodobou lé¢bu CML, coZ dokazuji vysledky
nékolikaletého sledovani pacientti s CML uzivajici tento 1ék (Deinenger 2009;

O’Brien et al., 2008).

2.6.2 Inhibitory II. generace

Ackoliv je imatinib vhodnym Iékem pro 1é¢bu CML, 20-30 % pacientd vykazuje
na lé¢bu imatinibem v prvni linii primarni nebo ziskanou rezistenci (Jabbour et al.,
2013). To vedlo kvyvoji ucinnéjSich inhibitord II. generace, které jsou schopné

zacilit i na nékteré mutované formy Bcr-Abl rezistentni k imatinibu.

2.6.2.1 Nilotinib

Nilotinin (dfive AMN107) je kompetivni inhibitor kinazy Bcr-Abl s podobnym
mechanismem ucinku, ale s vyssi afinitou vazby k proteinu a 20x vys$si dc¢innosti
in vitro neZ ma imatinib (O'Hare et al., 2005; Weisberg et al., 2006). Lécivo inhibuje
i dalsi kinazy jako je PDGFR, Kit, SCF-1R, DDR a ephrin-A4, ale s mensi ac¢innosti,
protoZze bylo vyvinuto na =zdkladé studia krystalické struktury komplexu
ABL-imatinib (Faber et al, 2010). Zaroven je ucinny vici nékterym mutovanym

variantam BCR-ABL1 rezistentnim k imatinibu (O'Hare et al., 2005).

2.6.2.2 Dasatinib

Dasatinib (drive BMS-354825) je selektivni kompetitivni inhibitor tyrosinovych
kinaz BCR-ABL1, PDGF, c-Kit i kinaz rodiny SRC (Weisberg et al., 2006). Tento dudlni
inhibitor je ve srovnani simatinibem 325x Gc¢innéjsi in vitro a vhodny pro 1é¢bu

imatinib-rezistentnich pacienti s mutovanou formou BCR-ABL1 Kkinazy, (O'Hare et
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al., 2005). Dasatinib se vaZe na Bcr-Abl do nukleotidového vazebného misto pro ATP
v aktivni i inaktivni konformaci enzymu a vykazuje mensi vazebné pozZadavky nez

imatinib (Tokarski et al., 2006)

2.6.2.3 Bosutinib

Bosutinib (SKI 606) je dudlni inhibitor ABL a SRC kinaz, ktery je ucinny vici
leukemickym klonlim s mutovanou i nemutovanou variantou kinazy BCR-ABLI1,
opét s vyjimkou mutace T315I (Cortes et al., 2011). Oproti ostatnim inhibitortm II.
generace minimalné inhibuje c-Kit a PDGFR (Puttini et al., 2006).

2.6.3 Inhibitory III. generace

[ kdyZz II. generace TKI byla cilena na nemutované i mutované varianty
proteinu BCR-ABL1, Zadny zléciv nebylo dosud dostatecné efektivni na mutaci

T315], na kterou se zaméril vyzkum TKI III. generace.

2.6.3.1 Ponatinib

Ponatinib, dfive znamy jako AP24534, je silny TKI III. generace, ktery je u€inny
vlci vSem mutovanym i nemutovanym formam BCR-ABL1, zejména proti mutaci
T3151 (O'Hare et al, 2009). Je velice efektivni a vhodny pro 1écbu ve vSech fazich
CML nebo pfti rezistenci na TKI prvni a druhé generace (Cortes et al., 2010; Cortes et

al., 2013). Vykazuje vSak pomérné vysokou toxicitu.

2.6.4 Rezistence nalécbu TKI

[ kdyZ v dnesni dobé existuje vhodna 1é¢ba pro CML, tak aZ u 20-30 % pacientti
dochazi Kkrozvoji rezistence na ni. Rezistenci mizZeme délit na primarni
asekundarni a dale podle odpovédi na molekularni, cytogenetickou
a hematologickou. Primarni rezistence je ta, kdy se nepodarilo navodit odpovéd
viibec a sekundarni ta, kdy po dosazeni odpovédi doslo k jeji ztraté (Zackova et al,,
2012). Odpovéd hematologicka je definovana poctem trombocyti (<450 x 1079/1),
leukocytti (<10 x 1079/1), diferenciacni rozpocet musi byt bez zralych granulocytt
a<5 % bazofili (Penka et al, 2011). Velkd cytogenetickd odpovéd odpovida

zastoupeni 0-35 % Ph+ klonu pfi cytogenetickém vysSetieni a kombinuje kompletni
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a parcidlni odpovéd. Molekularni odpovéd' je vySetfovana kvantitativni real-time
PCR z periferni krve a odpovida poklesu hladiny BCR-ABL1 o 3 log a vice (Baccarani
etal.,, 2013; Klamov4, 2016).

2.6.4.1 Mechanismy rezistence nezavislé na BCR-ABL1

Mezi tyto mechanismy patii napriklad sniZeny transport 1é¢iva do burnky pres
transportér hOCT-1 a zvySeny transport ven pres transporéty typu MDR-1 (Thomas
et al, 2004). SniZzenou expresi transportéru hOCT-1 se nedostava dostatecné
mnoZzstvi 1é¢iva do bunlkky (Wang et al, 2008). Dostupnost imatinibu ovliviiuji
polymorfismy v regulacnich oblastech gentl pro transportéry SLC22A4 a SLC22A5,
které se ucastni jeho transportu (Jaruskova et al, 2017), Pres transportér
P-glykoprotein, kédovany MDR-1, se 1é¢ivo dostava z buiiky ven (Mahon et al., 2003;
Galimberti et al., 2005). DiileZitou roli hraje i hladina 1éku v plazmé, ktera miize byt
ovlivnéna napriklad alfa-1-kyselym glykoproteinem (AGP), ktery vaze 1écivo a tak
narusSuje jeho biologickou aktivitu (Gambacorti-Passetini et al., 2003; Rumpold et al,,
2005). Dalsim moZnym mechanismem rezistence jsou epigenetické modifikace jako
je methylace DNA, histonové modifikace, posttranslacni tUpravy ¢i miRNA.
Hypermethylace promotoru ABL1 je spojena svyvojem Klonli a progresi
onemocnéni (Issa et al, 1999) DalSim epigenetickym mechanismem je napt.
acetylace nehistonovych proteinti p53, Ku70, Hsp90 (Lee et al, 2007). Byla objevena
i rada miRNA, které se rezistence ucastni (San José-Enériz et al., 2009). K rezistenci
mohou prispivat dalSi nové ziskané chromozomalni aberace, které nejsou

vyjimecnou udalosti (Hochhaus et al., 2002).

2.6.4.2 Mechanismy zavislé na BCR-ABL1

Mezi mechanismy zavislé na aktivité BCR-ABL1 tadime zvySenou expresi
transkriptu BCR-ABL1, genovou amplifikaci (Mahon et al.,, 2000, Campbell et al,,
2002) a mutace v genu BCR-ABL1. Nejcastéjsi jednotlivou pri¢inou rezistence jsou
pravé mutace v BCR-ABL1 (Hochhaus et al, 2002), které detailnéji popisuji

v nasledujici kapitole.
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2.7 Mutace v kinazové doméné BCR-ABL1

Vyskyt mutaci vkinazové doméné BCR-ABL1 predstavuje vyznamny
mechanismus vzniku rezistence na TKI. TKI se nedokaZe ucinné navazat
na mutovany onkoprotein, leukemicky klon ziska v pritomnosti TKI proliferacni
vyhodu a miiZe zplisobit relaps onemocnéni. AvSak nékteré klony nesouci urcitou
mutaci mohou mit nedostate¢nou expresi proteinu BCR-ABL1, nebo sebeudrzovaci
potencial a k relapsu dojit nemusi (Lange et al., 2005). Vroce 2011 Soverini et al.
vydali publikaci zaméfenou na rtzné mutace v KD na prvni TKI imatinib. Bylo
nalezeno vice nez 90 riznych aminokyselinovych substituci, které narusuji ¢i zcela
rusi vazbu léku na kindzovou doménu. Za vice nez 70 % klinickych pripadi mutacné
podminéné rezistence u pacienti s CML nicméné odpovidaji zamény osmi
aminokyselin v pozicich E250, Q252, Y253, E255, T315, M351, F359 a H396,
pricemz 20 konkrétnich zameén pak reprezentuje 85 % Klinickych pripadi rezistence
spojené s mutacemi v KD BCR-ABL1 (Deininger et al, 2005; Soverini et al., 2011).
U chronické faze se mutace podileji na rezistenci v20 - 30 % pripadii, zatimco
u blastické krize je to az 80 % (Soverini et al., 2011). Typ mutace udéluje klonim
rizné silnou proliferacni a leukemogenni vyhodu proti klonim bez mutace v KD
BCR-ABL1. Nékteré udéluji tyto vyhodu pouze v pritomnosti TKI a jiné i vjeho
nepritomnosti, tj. nékteré mutace zajiStuji rezistenci na ukor sniZeného
transformacniho a rlistového potencialu, zatimco jiné nikoliv. Mutace také mohou
ménit spektrum cilti fosforylovanych BCR-ABL1 kinidzou (Lange et al, 2005;
Griswold et al., 2006).
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Obr. 4 Mapa vsech aminokyselinovych substituci v kindzové doméné BCR/ABLI1, které byly
identifikovdny jako rezistentni na IM. P smycka predstavuje vazebné misto pro ATP, SH2 a SH3
kontaktni doména je oblast kontaktu s proteiny obsahujici SH2 a SH3 doménu a aktivacni smycka A,

kterd reguluje svoji konformaci aktivaci kindzy (Prevzato a upraveno dle Soverini et al,, 2011).

[ kdyZ rezistenci na imatinib vykazuje celé spektrum mutaci, nadéji byl vyvoj TKI IL
generace, u kterych je toto spektrum o mnoho mensi. U dasatinibu to jsou mutace
T3151, T315A, F317L, F317C, F317V a V299L a u nilotinibu to jsou mutace Y235H,
T3151, E255V, E255K, F359V a L273M (Soverini et al, 2007; Soverini et al., 2009;
Hughes et al, 2009). Mutacni analyza pred a po zméné lécby pacienti s CML
z imatinibu na TKI II. generace ukazala, Ze vétSina pivodnich mutaci po 1é¢bé nebyla
detekovana. V nékterych pripadech se vSak nové objevily vySe zminéné rezistentni
mutace (Soverini et al., 2009). V nékterém pripadé nicméné nejsou mutované klony
nesouci rezistenci na TKI selektovany, pravdépodobné zdiivodu své omezené
sebeobnovovaci Kkapacity, nebo nepritomnosti dalSich BCR-ABL1-nezavislych
rezistence potirebnych mechanism@, pro dlouhodobé udrZeni leukemické

hematopoézy (Willis et al., 2005; Khorashad et al., 2009).
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2.7.1 Mutageneze BCR-ABL1 de novo

Rozvoj rezistence CML spojeny s mutacemi v KD BCR-ABL1 je vysvétlovan
jednak modelem piredpokladajicim pre-existenci mutovanych klond, které jsou
nasledné selektovany pod vlivem plisobeni TKI a jejichZ expanze je spojena se
vznikem rezistentniho fenotypu, tak pomoci modelu ziskavani mutaci de novo po
vystaveni leukemickych bunék TKI. Oba tyto modely se pritom vzajemné nevylucuji
(Chen et al., 2011). Model preexistence a selekce mutovanych klonti predpoklad3, ze
k mutacim dochazi ndhodné v priibéhu prirozené evoluce CML. Pro tento model
svédci predevsim detekovana piitomnost mutaci v KD BCR-ABL1 u pacientii s CML
pied zahajenim 1écby TKI, zejména ovSem u pacientili v akcelerované a blastické fazi
onemocnéni (Shah et al, 2002; Roche-Lestienne et al., 2003) a rychlost relapst
stejné jako vétsi pocet nezavislych klonli nesoucich mutace opét pozorovany
u pacienti s CML vblastické krizi (Shah et al, 2002). Hypotézu selekce jiz
existujicich klont podporil také matematicky model relapsu CML v dasledku
rezistence na IM, zplisobené rozvojem mutaci BCR-ABL1 (Michor et al., 2005). Vznik
mutaci v KD BCR-ABL1 je spojovan se sebeustavenim tzv. muta¢niho fenotypu
vdisledku aktivity BCR-ABL1 kinazy. Bylo ukazano, Ze BCR-ABL1 zvySuje
v buiitkach hladinu reaktivnich forem kysliki (ROS), které zpisobuji jak mutace
samotného BCR-ABL1 tak dalSich geni a obecné chromosomovou nestabilitu. Tyto
mutagenni uc¢inky ROS je mozné redukovat pouzitim antioxidantl (Kopytra et al.,
2006). Rovnéz byl dokumentovan vliv BCR-ABL1 na kumulaci dvouretézcovych
zlomd DNA v buiice a zvySovani chybovosti oprav téchto poskozeni (Nowicki et al,
2004; Dierov et al., 2009).

Pro studium mutageneze u CML byla v poslednich letech vyuzita modelova buné¢na
linie KCL-22, kterd byla odvozend znezralych nediferencovanych bunék od
pacientky s CML v blastické krizi (Kubonishi and Miyoshi, 1983). Tyto studie
prinesly zajimavé poznatky ve prospéch modelu de novo mutageneze. Na zakladé
vyuziti klonogennich eseji bylo ukazano, Ze vétSina bunék nesoucich mutace BCR-
ABL1 po vystaveni IM nepochazi zpredem dané populace mutovanych nebo
k mutacim predisponovanych bunék. Nativni lokus BCR-ABL1 vykazoval 10x vyssi

mutagenni potencial neZ cDNA BCR-ABL1 ndhodné integrovand do genomu ve
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stejnych bunikdch (Yuan et al, 2010). Vznik mutaci v BCR-ABL1 po vystaveni bunék
plisobeni IM vyZadoval expresi, ale nikoliv nutné aktivitu BCR-ABL1 a nekoreloval
se zvySenou frekvenci mutaci v dal$ich genech (muta¢nim fenotypem). Po vystaveni
IM vznikaly v subklonech rtzné mutace de novo a frekvence vzniku mutaci se
vyrazné snizovala s prodlouzZenou dobou kultivace bunék v kulture (Yuan et al,
2010). Dale bylo ukazano, Ze ziskani mutace je velice rychly proces, ktery je
dokoncen do tff dnii po vystaveni bunék IM. Mize byt zablokovan, pokud jsou buriky
KCL-22 preventivné nebo soucasné svystevnim IM vystaveny také pusobeni

alltransretinové kyseliny (ATRA) s pro-diferenciacnim u€inkem (Wang et al,, 2014).

Deacetyldza SIRT1 je NAD+ dependentni epigeneticky regulator ucastnici se
epigenetickych modifikaci chromatinu a opravnych mechanismi DNA. SIRT1 je
nadmeérné exprimovana v CML bunkach a stimuluje zptisob opravy DNA, ktery je
nachylny k chybam vedoucim k mutacim. Inhibice této deacetylazy pomoci farmak
i shRNA potlacila rozvoj rezistence a mutaci v BCR-ABL1 (Wang et al., 2013). ATRA
inhibuje aktivitu SIRT1 tim, Ze silné zvySuje expresi povrchového markeru
a ektoenzymu CD38, ktery nasledné redukuje intracelularni hladinu NAD+, na némz
je SIRT1 zavisla (Wang et al, 2014). Deacetylaza SIRT1 se mimo jiné tucastni
deacetylace a stimulace proteinu Ku70, ktery je jako soucast heterodimeru
Ku70/Ku80 klicovym mechanismem k chybam nachylnych oprav dvouretézcovych
zlomi DNA cestou nehomologniho spojovani konctG (NHE]) (Fell et al, 2012).
Opacnou roli pri regulaci reparace DNA a ziskani mutaci ma lysin specificka
demethyldaza LSD1, kterd se SIRT1 soutéZi o vazbu na protein Ku70 a ovliviiuje
strukturu chromatinu. Frekvence mutaci je zvySend inhibici LSD1 a sniZend inhibici
SIRT1 (Roth et al., 2016). Dalsi studie na buiikdch KCL-22 ukazala, Ze buiiky KCL-22
vystavené imatinibu sniZily béhem mutageneze expresi serin/threoninové kinazy
Aurora A, coz vedlo k prvnim znamkam relapsu - morfologickym zménam. Poté, co
iniciovana bunka prosla pocatecni mitézou, dochazelo k obnové exprese Aurory A,
obnové proliferace i ptivodni morfologie. Inhibice Aurora A blokovala rozvoj mutaci
BCR-ABL1 a relaps bunék na TKI prvni i druhé generace (Yuan et al,, 2011). SIRT1
a Aurory A tedy pravdépodobné hraji roli pti de novo ziskani mutaci BCR-ABL1
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avrezistenci na TKI. Jejich inhibitory by mohly vést kprekonani rezistence

a zlepSeni lécby CML.

2.8 Reparace DNA

K poskozeni DNA dochazi vgenomu denné vlivem mnoha endogennich
a exogennich faktori. Endogennimi faktory rozumime naptiklad zatrazeni chybné
baze do vznikajictho retézce DNA pfi replikaci nebo plisobeni reaktivnich forem
kysliku. Mezi exogenni radime chemické faktory (karcinogeny ¢i interkalacni
¢inidla), biologické (viry) a fyzikalni (UV a ionizujici zatreni). V bunice se vyvinulo
nékolik opravnych mechanismi DNA, bez kterych by dochazelo knestabilité

genomu a ztraté integrity DNA.

2.8.1 Odpovéd na poskozeni DNA

DDR (DNA damage response), neboli odpovéd na poSkozeni DNA slouzi
k udrZeni stability genomu. Jedna se o prisné regulovanou sit buné¢nych procest
zahrnujici zastavu bunécného cyklu, transkrip¢ni a posttranskrip¢ni aktivaci geng,
které jsou spojeny s reparaci DNA a za urcitych podminek spoustéji programovanou
bunécénou smrt (Ciccia and Elledge, 2010; Khanna and Jackson, 2001). DDR se
skladaji ze tfi hlavnich soucasti, které se mohou funkéné prekryvat. Jde o senzory
poskozeni, prevodniky a efektory. Na droven senzori radime kinazy ATM a ATR,
které slouZi k detekci poSkozeni DNA a aktivaci prisluSnych reparacnich kaskad.
ATM je aktivovan hlavné dvouretézcovymi zlomy DNA (DSB) a plisobi ve vSech
fazich BC. Oproti tomu ATR je aktivovan hlavné jednotetézcovymi zlomy (SSB). ATM
i ATR drahy jsou tzce spjaty a mohou aktivovat nékteré stejné cile (Liang et al,
2009). Pro aktivaci ATR a jeho partnerského proteinu ATRIP v misté poskozeni je
nutny protein RPA, ktery se vaze na konce SSB. Pro aktivaci celé drahy indukované
ATR jsou nezbytné dalSi proteiny - ETAA1, TopBP1 a proteinové komplexy RAD9-
HUS1-RAD1, RAD17-RFC (Blackford et al, 2017). ATM je v DSB rekrutovan a
aktivovan komplexem MRN. ATM fosforyluje histon H2AX a MDC1 a jeho aktivita se
udrzuje diky kinaze c-ABL a proteinu KAT5. Komplex ATM-MRN dale fosforyluje
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prevodniky a efektory v DDR, kterymi jsou CHK2 nebo protein p53 (Blackfort et al.,
2017). Mezi prevodniky poskozeni fadime kinazy CHK1 a CHK2, které fosforylaci
prenaseji signaly k efektorlim. Mezi ty patfi proteiny podilejici se na opravé DNA,
regulaci transkripce, replikace, kontroly bunécného cyklu a apoptézy. Jedna se

napriklad o BRCA1, NBS1, p53, FANCD2, H2AX ¢i CDC25 (Zhou et al., 2004).

2.8.2 Reparace DNA

Hlavnim cilem reparace DNA je oprava daného poskozeni DNA. Neschopnost
detekovat a opravit poSkozeni DNA vede ke genetické nestabilité a zvySuje riziko
rakoviny. Reparace DNA zahrnuje nékolik zakladnich procesd, mezi které patri
oprava Spatné inkorporované baze (mismatch repair), pfima oprava DNA, opravy
vystfizenime bazi (BER), opravy vystfizenim nukleotidi (NER) a oprava
jednoretézcovych (SSB) a dvouretézcovych zlomt DNA (DSB). Mezi zakladni
mechanismy DSB patfi homologni rekombinace (homologous recombination, HR),
nehomologni spojovani konct (non-homologous end joining, NHE]J) a méné zname
MME] (microhomology-mediated end-joining) a SSA (single-strand annealing)
(Khanna et al., 2001)

2.8.2.1 Oprava vystiizenim bazi (BER)

Prvnim krokem BER je rozpoznani a excize abnormalni baze v DNA. Toto je
ukolem DNA glykosylazy, kterych v buiice existuje mnoho druhi. V tomto procesu
dale dochazi k pretrZeni retézce AP endonukledzou, jeho dosyntetizovani DNA
polymerazou 3 a spojeni DNA ligazou III (shrnuto v Sung and Demple, 2006; David
etal., 2007).

2.8.2.2 Oprava vystrizenim nukleotidi (NER)

NER je vicestupnovy proces rozpoznavajici Siroké spektrum poskozeni, které
je zplisobeno napftiklad UV zarenim ¢i plisobenim chemickych aduktd a eliminujici
tyto poskozeni excizi 24-32 nukleotidl z poskozeného retézce (shrnuto v Jackson
and Bartek, 2009). Nasledné dochazi k dosyntetizovani vlakna za pouziti templatu
a kligaci dvou vlaken. NER miiZzeme délit do dvou kategorii z hlediska pocatecniho

rozeznani Skod. Prvni, GG-NER (global genomic NER), detekuje a eliminuje
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poskozeni v celém genomu, vcéetné netranskribovanych useki. Tento pomaly proces
kontroluje cely genom. Oproti tomu TC-NER (transcription coupled NER) je rychly
proces zamérujici se na opravu transkribujiciho vldkna, kde poSkozeni zabranuje
chodu transkripce. GG-NER je rozpoznan proteinovym faktorem XPC a TC-NER je

aktivovano diky zastavené RNA polymeraze II (shrnuto v Petruseva et al., 2014).

2.8.2.3 Homologni rekombinace (HR)

HR je proces, ktery probihd v S nebo G2 fazi bunécného cyklu a vyzaduje
pritomnost homologni sekvence. V misté dvouretézcového zlomu dochazi
k navazani proteinového komplexu MRE11-Rad50-NSB1 neboli MRN. MRN ptisobi
jako marker poskozeni DNA a opracovava konce zlomu za vzniku piesahujicich
3'koncti, na které se zdlvodu jejich ochrany nasledné vaze RAD52. RAD52
interaguje s dalSimi proteiny RAD51 a RPA dilezitymi pro invazi homolognich
vlaken a syntéze DNA podle templatového vlakna. Ke spojeni vlaken je opét nutna
DNA ligaza (shrnuto v Christmann et al., 2003; Kim et al., 2005; Xiun and Heyer,
2008).

2.8.2.4 Nehomologni spojovani koncti (NHE])

NHE] je typem opravy DNA, ktera probiha bez nutnosti homologniho vlakna.
Heterodimer Ku70(XRCC6)/Ku80(XRCC5) se vaze na konce DSB, iniciuji opravu
aslouzi knavazanim dalSich proteinii potrebnych k NHE]. Ku70/Ku80 tvofi
komplex svelkou katalytickou podjednotkou (DNA-PKcs) za vzniku DNA-
dependentni kinazy (DNA-PK) (Fell et al, 2012; Jette et al., 2015). Nasledné
nukledza Artemis odstranuje jednovlaknové presahy na koncich DSB. Poslednim
krokem je ligace zprostfedkovana komplexem proteinu XRCC4/ligaza IV, se kterym
interaguje komplex XLF. V jeho nepritomnosti dochazi ke sniZené ucinnosti celého

procesu (shrnuto v Meek et al., 2008).
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3 Hypotéza a cile diplomové prace

Na zédkladé vysledkli uvedenych v Prehledu literatury (Kapitola 2.7.1.) a vlastnich,
drive dosazenych vysledki pracovisté Skolitele byla stanovena hypotéza, Ze
vprocesu de novo akvizice mutaci vKD BCR-ABL1, ktery byl identifikovan
v bunikach KCL-22, budou hrat roli geny, jejichZ produky se ucastni reakci buriky na

poskozeni DNA a jejich oprav.

1. Hlavnim cilem diplomové prace bylo identifikovat pomoci RT?2 Profiler PCR Arrays
mezi geny zapojenymi do odpovédi bunék na poSkozeni DNA a jejich oprav takové,
u kterych lze na zakladé zmén exprese v priibéhu navozeni rezistence na TKI

a ziskani mutaci predpokladat, Ze se na téchto procesech svoji deregulaci podileji.
Dil¢imi cily diplomové prace bylo:

2. Charakterizovat proliferacni schopnosti a citlivost bunék KCL-22 kimatinibu
v zavislosti na staii bunécné kultury a na expresi molekuly CD38, jejiz vztah

k mutagenezi byl nastinén v Prehledu literatury (Kapitola 2.7.1.).

3. Pomoci metody RT-qPCR ur¢it roli exprese BCR-ABL1 v mutagenezi KCL-22.
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4 Material a metody

4.1 Laboratorni pristroje a reagencie

Tab. 1 Pouzité pristroje

Pristroj Vyrobce

Rotor Gene PCR cyklér Quiagen
Termocyclér TRIO Biometra
Termocyclér TA 96G Biometra

Chameleon Multilabel Microplate Reader Lab Logic Systém Ltd.

StepOnePlus RT-qPCR systém
FACS Aria III

Facs Canto II

Mikroskop Olympus CKX41
MCO inkubator CO:
CellCounter - pocita¢ bunék

Herasafe KS laminarni box

ThermoFisher Scientific
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Olympus

Panasonic

Bio-Rad

ThermoFisher Scientific

Tab. 2 Pouzité reagencie, roztoky a Kity a jejich charakteristika

Pouzité reagencie a

Charakteristika (vyrobce)

roztoky
Trizol®Reagent Monofazicky roztok genolu a guanidin thiokyanatu vyuzivany
pro lyzy bunék a izolaci RNA (ThermoFisher Scientific)
10x redény glykogen Nosi¢ nukleovych kyselin zlepSujici vytézek izolované RNA.

Chloroform + izoamylalkohol

Izopropanol
75 % Etanol

Nuclease-Free Water
Smés dNTP (10 mM)

RT 5x reaction Buffer

Glykogen o koncentraci 20 mg/ml byl nafedén 10x vodou RNA
kvality na koncentraci 2 mg/ml (ThermoFisher Scientific)
Roztok pro rozdéleni fazi pri centrifugaci na DNA, RNA a
proteiny. Do 98 ml chloroformu (Merck) byly pridany 2 ml
izoamylalkoholu (Merck), aby vznikl roztok v poméru 49:1
Slouzi k vysraZeni RNA z vodné faze (Merck)

Pouzit k promyti RNA od zbytku izopropanolu. 75 % etanol byl
pripraven z11 ml vody RNA kvality a 39 ml 96% etanolu
(Merck)

Dale jako ,voda RNA kvality”. Sterilni voda bez nukleaz
pouZzivana témér u vSech reakci (ThermoFisher Scientific)

Smés deoxyribonukleotidd, které se inkorporuji pri elongaci
(Promega)

250mM Tris-HCl (pH 8.3 at 25°C), 375mM KCl, 15mM MgCl.,
50mM DTT. Pufr je dilezity pro spravné fungovani reakce.
(ThermoFisher Scientific)
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RNasin (40 U/pl)
M-MLV (200 U/pl)
M-MLV Pufr (5x)

MgCl: (25 mM)

FastStart Taq polymeraza
(5U/pL)

Hexamery (100 pM)
AnexinV - APC

Annexiv V Binding buffer
(10x)
Quick cell proliferation
colorimetric assay kit

MTT

PBS

Roztok HC1+SDS
RPMI-1640

Fetal Bovine Serum

Penicillin Streptomycin

Solution

Rekombinatni lidsky protein produkovany v E.coli. Jedna se o
silny inhibitor RNaz (ThermoFisher Scientific)

Rekombinantni  DNA  polymeraza, kterd  syntetizuje
komplementarni fetézec DNA (ThermoFisher Scientific)
Pufr vytvari optimalni prominky pro pribéh
(ThermoFisher Scientific)

Vodny roztok chloridu hotecnatého filtrovaného pies 0,22 um
membranu, Kktery se pouzivd pro optimalizaci koncentrace
hoic¢ikovych iontl v reakci (ThermoFisher Scientific)
Termostabilni rekombina¢ni Taw DNA polymeraza, ktera je
aktivovana 2-4 minutovym tepelnym aktivacnim krokem pri +95
°C (Sigma-Adrich)

Jedna se o nespecifické 6 dlouhé oligonukleotidy, které se vaZou
na mRNA (Jena Bioscience)

Vaze se na bunky prochazejici apoptozou, a tim umoznuje jejich
detekci. (Biolegend)

Pufr umoznujici diky pritomnosti Ca2* iontl vazbu annexinu na
fosfatidylserin. (Biolegend)

reakce.

Kit k méteni bunécné proliferace (BioVision)

3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromid
pouzivajici se kstanoveni metabolické aktivity resp. viability
bunék v zavislosti na plisobeni (ThermoFisher Scientific).
Fosfatovy pufr, ktery se pouzivd ke stabilizaci acidobazivké
rovnovahy. Jedna se o fosfatovy roztok s 0,15 M NaCl.

Ristové médium pro butiky KCL-22 (ThermoFisher Scientific)

Ridstovy suplement, pridavd se kmédiu (10 % celkového
objemu) (ThermoFisher Scientific)

Smés antibiotik pro kultivaci bunécnych linii. Pouziva se 1 %
celkového objemu (Sigma)

Tab. 3 Pouzité primery a sondy

Primery a sondy

Primery jsou speficiké oligonukleotidy, které nasedaji na specifickou sekvenci a slouzi pro syntézu
retézce DNA pri PCR. Jsou dodavany v lyofilizovaném stavu a rozpustény ve vodé RNA kvality
BCR-ABL F (forvard): 5'- TCCGCTGACCATCAATAAGGA-3'

BCR-ABL R (reverse): 5'- CACTCAGACCCTGAGGCTCAA -3

GUSF (forvard): 5'- GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT-3'

GUS R (reverse): 5'- CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3'

BCR-ABL proba (sonda): 5'- FAM-CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA -BHQ1-3'

GUS proba (sonda): 5'-FAM- CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA -BHQ1-3'
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4.2 Pouzita bunécna linie

Bunécna linie KCL-22 byla odvozena zpleuralniho vypotku pacientky
s chronickou myeloidni leukemii v blastické krizi. Bunky s hyperdiploidnim
karyotypem s3,3 % polyploidnie - 51(47-51) <2n> nesou 2 Philadelfské
chrozomozomy exprimujici fuzni protein variantu el3-a2 (b2-a2) BCR-ABL1
arovnéZ nesou mutaci vgenu TP53 na 17 chromozomu. Buiiky byly poftizeny
z biobanky Leibnitz Institute - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ - ACC 519), ktera také provedla jejich verifikaci. V praci jsme
vyuzili casnou (<20 pasazi) a pozdni kulturu (>150 pasazi) bunék KCL-22.

4.3 Pouzité Klony a jejich mutacni charakteristika

Klony byly pripraveny sortovanim po 1 bunce pracovistém Childhood
Leukemia Investigation Prague (CLIP) plisobicim v ramci Kliniky détské
hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol. Do 96 jamkovych desek s médiem bez
IM resp. s médiem s 0,0004 pM IM; 0,004 pM IM; 0,04 pM IM a 0,4 pM IM byly na
zakladé exprese povrchového znaku CD38 sortovany CD38+ a CD38- buiiky KCL-22.
K sortovani byl vyuzit priitokovy cytometr BD FACS Aria IIl a vysledky byly
vyhodnoceny na software BD FACS Diva Software verze 6.1.3. Klony vychazejici
z Casné kultury, které preZily presazeni do 4 puM IM, byly konzultantkou moji
diplomové prace, Mgr. Vaclavou Polivkovou (UHKT) analyzovany na pfitomnost
mutaci vKD BCR-ABL1 pomoci Sangerova sekvenovani a citlivéjSi metodou
Next-Generation-Sequencing (NGS). Ve 3/4 klonech rezistentnich na 4 uM IM
pochazejicich z casné kultury bylo detekovano ziskani mutace v KD BCR-ABLI.
U klonu B8 byla nalezena mutace T315], u klonu B10 mutace Y253H, a u klonu F4
mutace E255K. 1/4 CD38- klonii (E4) vyvinul rezistenci na 4 uM IM bez pritomnosti
mutaci (Tab. 4).
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Tab. 4 Vyvoj de novo mutaci u klonti KCL-22 z ¢asné Kkultury - B8-T315I, B10-Y253H,
E4-WT a F4-E255K - detekovany pomoci Sangerova sekvenovani a NGS

Pocet dni/ 60den 120den
koncentrace IM 0,004 0,4 uM 0,4pM 04pM 4 pM 4 uM
IM IM

Klon B8 (CD38-) T3151 T3151  T315I
1,9 % 44% 50% 50 %
wt Y253H Y253H Y253H
2% 30 % 30 %

wt wt wt wt

E255K  E255K E255K E255K
0,8 % 54% 50 % 50 %

Klon B10 (CD38) wt

Klon E4 (CD38-) wt
Klon F4 (CD38-) wt

38 3
3 & 3

4.4 Kultivace bunécnych linii a kKloni

vv_ /s

Bunécna linie KCL-22 a z ni odvozené klony byly kultivovany v médiu RPMI-
1640 v objemu 10 ml v kultiva¢nich lahvi¢kach 25 cm? nebo na 96 a 24 jamkovych
destickach a uchovavany v inkubatoru pti 37 °C a 5 % CO2. Kultivace probihala

v médiu bez imatinibu, pfipadné v médiu s 0,004 uM IM; 0,4 pM IM nebo 4 uM IM.

4.5 Pasaz bunék a klonu KCL-22

Pasdz bunék byla u dobie narostlych kultur provadéna jedenkrat tydné
v poméru 1:9 vlaminarnim boxu. 9 ml ¢erstvého média RPMI-1640 bez IM/s urcitou
koncentraci IM ze zasobni lahve bylo priddno do nové kultiva¢ni lahvic¢ky 25 cm?. Do
takto pripraveného Cerstvého média RPMI-1640 byl nasazen 1 ml suspenze plivodni
kultury s bunkami KCL-22. Pasaz bunécnych klond v 96 a 24 jamkovych destickach
byla provadéna podobnym zplisobem, ale v poméru 1:2. Do nové desticky bylo

pridano 2 ml média s rliznymi koncentracemi IM a 1 ml pivodni suspense.
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4.6 1zolace RNA

Postup uplatnény prii izolaci RNA je soucasti Standardniho opera¢niho postupu
,SOP04 Molekularni monitorovani transkriptu BCR-ABL“ (NRL_04_SOP_14_01)
Komplementu laboratoii UHKT. Pfed samotnou izolaci RNA byla provedena lyza
bunék KCL-22 kultivovanych v médiu bez IM / v riiznych koncentracich IM. Objem 1
ml bunécné suspenze s médiem byl prenesen do 1,5 ml mikrozkumavky
(Eppendorf) a centrifugovan pti pokojové teploté (5 min, 800 g). Nasledné byl slit
supernatant, priddn 1 ml Trizol®Reagent, cely vzorek Kkratce promichan
a inkubovan 15 minut pri laboratorni teploté. BEhem inkubace byl vzorek dvakrat
kratce promichan. Nasledné bylo do smési pridano 10 ul 10x redéného glykogenu.
Do roztoku bylo pridano 200 pl chloroformu s izoamylalkoholem v poméru 49:1,
promichdano 15 sa inkubovano 5 minut pri laboratorni teploté. Po inkubaci
nasledovala centrifugace (15 min, 12000 g, 4 °C). Do cistych mikrozkumavek bylo
prepipetovano 500 pl bezbarvé horni vodné faze ustavené pro centrifugaci a 500 pl
izopropanolu. Roztok byl inkubovan 30 minut pfi -20 °C a nasledné centrifugovan
(10 min, 12000 g, 4 °C). Nasledné byl slit supernatant a mikrozkumavka otfena o
sterilni filtracni papir. Ksedimentu bylo priddno 1000 pl 75 % etanolu
a centrifugovano (8 min, 10000 g, 4 °C). Supernatant byl opét slit a mikrozkumavka
otfena o filtracni papir pro odstranéni veskeré tekutiny. K sedimentu bylo ptidano

30 ul vody RNA kvality a izolovana RNA se nechala rozpustit 10 minut pfi 55 °C

4.7 RT-qPCR

Postup uplatnény pri RT-qPCR je soucasti Standardniho opera¢niho postupu
,S0P04 Molekularni monitorovani transkriptu BCR-ABL“ (NRL_04_SOP_14_01)
Komplementu laboratoti UHKT. Real-time kvatitativni PCR byla pouZita pro
kvantifikaci hladiny transkriptu fizniho genu BCR-ABL1 v navaznosti na izolaci
celkové bunécné RNA (kapitola 4.6). Z vyizolované RNA byla nejprve reverzni
transkripci pripravena cDNA (komplementarni DNA). Pro reverzni transkripci byl

pripraven reakeni roztok (master mix) dle rozpisu (Tab. 5).
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Tab. 5 Mastermix - reverzni transkripce

Reak¢ni roztok pro 1 vzorek Objem Pozn.
Voda RNA kvality 4,0 ul Pied pouzitim rozmraZeno a
promichano
RT 5x pufr 4,0 ul Pfed pouZzitim rozmraZeno a
promichano
Smés dNTP 1,0 pl Pfed pouZzitim rozmraZeno a
promichano
RNasin (40 U/ ul) 1,0 ul Teplota - 18 °C
M-MLV (200 U/ pl) 1,0 pl Teplota - 18 °C

Do pripravenych mikrozkumavek (Eppendorf) byl napipetovan 3 pl
hexamert (100 uM) a 6,0 ul RNA ze vzorki. Roztok byl promichdan, centrifugovan na
mikrocentrifuze a inkubovan 5 minut pii 70 °C v termocycleru (Biometra TRIO). Do
mikrozkumavek bylo pridano 11 pl master mixu (Tab. 5) a nasledné inkubovano
v termocycleru (60 minut pfi 37 °C; denaturace 3 minuty pii 94 °C a zaverecné
zchlazeni pti 4 °C. Nakonec bylo k 20 pl cDNA pridano 5 ul vody RNA kvality. Po
reverzni transkripci probéhla kvantifikace mnoZstvi mRNA v readlném case (qPCR).
K amplifikaci byly pouzity specifické primery a mira exprese transkriptu BCR-ABL1
byla urcena na zakladé srovnani s kontrolnim genem (-glukoronidazy (GUS). Tato
metoda vyuziva systém TaqMan. Jedna se o specifické hydroliza¢ni sondy, kratké
oligonukleotidy, fluorescencné znacené na obou koncich. Na 5’ konci se jedna o zaric¢
a na 3’ konci o zhase¢, které jsou na zakladé 5'—3" exonukledzové aktivity Taq
polymerazy uvolnény z cilové sekvence cDNA. Tak dojde k oddaleni zarice a zhasece
a ukonceni efektu zhaseni. Vznikajici fluorescence je mérena v pribéhu elongacni

faze kazdého cyklu PCR.

Tab. 6 Mastermix RT-qPCR

Reak¢ni roztok pro 1 vzorek Objem Pozn.

Voda RNA kvality 11,7 pl Pfed pouZzitim rozmraZeno a
promichano

Pufr 2,5ul Pred pouzitim rozmrazeno a
promichano

MgCl: (25 mM) 4,0 pl Pfed pouZzitim rozmraZeno a
promichano

dNTP (10 mM) 0,50 pl Pfed pouZitim rozmraZeno a
promichano

Primer forward (20 uM) 0,375 ul Pred pouzitim rozmraZeno a
promichano

Primer reverse (20 pM) 0,375 pl Pred pouzitim rozmraZeno a
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promichano

TaqMan sonda (20 pM) 0,31 ul Pred pouzitim rozmrazeno a
promichano
FastStart Taq polymeraza 0,25 ul Teplota - 18 °C
(5U/pL)

Reakce byla provedena v 0,1 ml stripech, do kterych bylo dle rozpisu (Obr. 5)
pridano 20 pl mastermixu (Tab. 6), 5 ul RNA vody, po 5 pl cDNA vzorkd, pozitivnich
a negativnich kontrol (NTC). Pfipravené stripy byly vloZeny do pristroje Rotor-Gene
Q a spustén amplifikacni program. Inicia¢ni amplifikace probéhla 10 minut p¥i 95 °C,
nasledovalo 45 cykli (15 s pii 95 °C, 1 minuta pii 60 °C) v opakovani. Jako pozitivni
kontroly byly pouZzity lyzaty BCR-ABL1 pozitivni bunécné linie K562. Pozitivni
kontrola 1 byla pfipravena jako cDNA s hladinou BCR-ABL = 5 % a pozitivni
kontrola 2 jako cDNA s hladinou BCR-ABL < 0,5 %. Jako negativni kontrola (NTC)
byla pouZita voda RNA kvality.

Rozpis na PCR reakci cOMNA

Pozitivni
NTC = kontrola

RMA voda
COMNA vzorku
[ I I I I 1

Master mix

Obr 5. Rozpis na RT-qPCR reakci.

4.8 Méreni proliferace

Z bunécné kultury/klonti byla odebrana suspenze v objemu 1 ml do 1,5 ml
mikrozkumavky (Eppendorf), ktera byla stoc¢ena pri 800 g, 5 minut. Nasledné byl
odlit supernatant a peleta bunék byla resuspendovana v 1 ml PBS. Z pripravené
suspenze bylo odebrano 10 pl a pridano k190 pl trypanové modre

a homogenizovano na vortexu. Nasledné bylo odebrano 10 pl na pocitaci sklicko
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a spocitano na meéri¢i bunék TC20 Automated Cell Counter. Nasazeni bunék
probihalo ve 24 jamkovych deskach, v duplikatech od kazdého vzorku. Do kazdé
jamKy se pridalo 500 pl média s pozadovanou koncentraci IM a 500 pl suspenze, ve
které bylo 100 000 bunék s pozadovanou koncentraci IM. Méreni probéhlo po
nasazeni v Casovych bodech 72 hodin, 96 hodin a 120 hodin, zkazdé jamky
v technickych duplikatech. Z nasazenych bunék z 24 jamkové desky bylo v dobé
méreni odebrano 90 pl suspenze do 96 jamkové desky, k té pridano 10 ul ECS a do
poslednich jamek 100 pl PBS a 100 pl negativni kontroly. Negativni kontrola se
skladala z90 pl média bez bunék a 10 pl ECS. Takto pripravena deska byla
inkubovana 2 hodiny pti 37 °C. Absorbance byla nasledné mérena na c¢tecim zarizeni

piistroji Chameleon Multilabel Microplate Reader pti vinové délce 450 nm.

4.9 Méreni apoptozy

Pro méreni viability bunék byl pouzit Anexin V, konjugovany s fluorescencni
barvou APC (Allofykokyanin). Anexin V je vysokoafinitni ke strukturam obsahujici
fosfatidylserin. Fosfatidylserin se nachazi ve vnitinim listé plasmatické membrany
a béhem rannnych fazi apoptdzy se z vnitiniho listu presouva na vnéjsi. Takto Ize
definovat populace bunék, které prochazi (¢asnou) apoptézou. Po spocitani bunék
byl nasledné objem suspenze s 0,5x10° bunék napipetovan do meéficich kyvet
advakrat promyt Annexin vazebnym pufrem (1x). Ve zbytkovém objemu bylo
pridano 0,8 pM Anexinu V - APC a kyveta inkubovana 15 minut ve tmé a chladu.
DalSim krokem bylo promyti bunék PBS jako u méreni proliferace (kapitola 4.8).
Vytvorena peleta bunék byla resuspendovana v 1 ml PBS s albuminem a nasledné
méiena na pritokovém cytometru BD FACS Canto II. Kratce pied mérenim byl do
zkumavky ptidan 1 pl interkala¢niho ¢inidla propidiumjoidu, ktery barvi pozdné
apoptotické a nekrotizujici bunky. Ziskané vystupy byly analyzovany s pomoci

programu FACSDiva software v 6.1.
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4.10 MTT assay

MTT test slouzi ke stanoveni poctu a viability bunék na zakladé detekce jejich
metabolické aktivity. Mitochondridlni enzymy dychaciho retézce redukuji pridané
MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) na fialové
krystalky  formazanového derivatu. Krystalky zlstdvaji  uvnitt  bunék
v nerozpustnych granulich. Nasledné pomoci detergentu dojde Kk rozpusténi
krystalek a uvolnéni barviva zbunék. Méfenim absorbance byla stanovena
metabolicka aktivita bunék, ktera odrazi mnozstvi Zivych bunék v kultute. Nasazeni
bunék probihalo ve 24 jamkovych deskach, v duplikatech od kazdého vzorku. Do
kazdé jamky se pridalo 500 pl média bez fenolové cervené s poZadovanou
koncentraci IM a 500 pl suspenze s poZadovanou koncentraci IM, ve které bylo
100 000 bunék. Priprava na méreni bunék probéhla po 72 hodinach. Do 96 jamkové
desky bylo napipetovalo 100 pl bunécné suspenze + 10 pl roztoku s MTT a deska
byla inkubovana 4 hodiny pti 37 °C. Po inkubaci byly pozorovany v jamkach fialové
krystaly, které byly rozpustény detergentem, roztokem kyseliny chlorovodikové
a SDS. Nasledné probéhla druha inkubace pres noc pii 37 °C a absorbance byla
zmérena nasledujici den na Chameleon Multilabel Microplate Reader pri vinové

délce 570 nm.

4.11 RT? Profiler PCR Arrays

RT? Profiler PCR arrays bylo pouZita ke zméreni miry exprese vybranych
genl Ucastnici se signalizace na poskozeni DNA a jejich oprav. Tato metoda je
zaloZena na Real-time PCR systému s pouzitim interkala¢ni ¢inidla SYBR Greenu,
ktery se vkazdém cyklu amplifikace preferencné vaze na dvouretézcovou DNA.
V navaznosti na izolaci RNA (kapitola 4.6) bylo 100 pg vyizolované RNA pridano
ke 2 pl Buffer GE a dale byla pridana RNA voda tak, aby celkovy objem ¢inil 10 pl.
Mikrozkumavka byla inkubovana 5 minut pti 42 °C v termocycleru Biometra TA 96G
a nechana 1 minutu na ledé. Tim byla ze vzorku eliminovana piipadna genomicka
DNA. Nasledné byl pripraven mastermix pro reverzni transkripci (Tab. 7.) a pridan
po 10 pl do kazdého vzorku. Reakce byla inkubovdna na 42 °C presné 15 minut
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a okamzité zastavena inkubaci na 95° C po dobu 5 minut. Do kaZdé reakce bylo

pridano 91 pl RNA vody.

Tab. 7 Mastermix - reverzni transkripce pres kolony

Reak¢ni roztok pro 1 vzorek Objem Pozn.
Voda RNA kvality 3ul Pred pouzitim rozmraZeno a
promichano
5x Buffer BC3 4ul Pfed pouZzitim rozmraZeno a
promichano
Control P2 1l Pfed pouZzitim rozmraZeno a
promichano
RE3 Reverse Transcriptase 2ul Teplota - 18 °C
Mix

Nasledné byl pripraven mastermix (Tab. 8), ktery byl po 25 pl rozpipetovan do 96
jamkové desky obsahujici specifické primery pro riizné geny ucastnici se signalizace
poskozeni a reparace DNA. Rozpis genli pro RT? Prolifer PCR Array Human DNA
Damage Signaling Pathway (Tab. 9) a pro RT? Prolifer PCR Array Human DNA
Repair (Tab. 10) jsou uvedeny niZe. Na desku byla vloZena Kkryci folie, deska byla
vloZena do pristroje StepOne Plus (ThermoFisher Scientific) a spustén amplifika¢ni

program: 1 cyklus 10 minut 95 °C a nasledné 40 cyklt (15 s 95 °C; 1 min pti 60 °C).

Tab. 8 Mastermix - PCR Arrays

Reak¢ni roztok 96 vzorki Objem Pozn.
Voda RNA kvality 1248 pl Pred pouzitim rozmrazeno a
promichano
2X RT2 SYBR Green 1350 pl Pred pouzitim rozmraZeno a
Mastermix promichano
cDNA 102 pl Pred pouzitim rozmrazeno a
promichano

Pro vyhodnoceni surovych dat (hodnot Ct, pribéhu kiivek tani) z PCR, nastaveni
trasholdu a dalSich parametrii byl pouzit StepOne Plus software. Byla provedena
analyza pribéhu krivek tani (zachycujicich hodnoty fluorescence v zavislosti na
teploté) a z analyz byly vylouCeny geny, jejichZ derivovana krivka tani vykazovala
zietelné vice nez jeden vrchol a/nebo kde kfivka dosahovala vrcholu pfi teploté

niz8i nez 75 °C, coz v obou pripadech svédci o nespecifité detekovaného produktu

PCR. Vysledky méreni exprese analyzovanych geni byly normalizovany na prameér
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Ct hodnot 4 kontrolnich genti obsaZenych v kitu (B2M, GADPH, RLPO, HPRT). Aktin
(ACT) byl jako kontrolni gen z hodnoceni vytazen, protoZe zmény jeho exprese ve
zvolenych Casovych bodech se vyrazné odliSovaly od ostatnich kontrolnich gent
anedalo se vyloucit, Ze jeho exprese se v priibéhu experimentu ménila. Hodnoceni
genové exprese bylo provadéno metodou AACT. U jednotlivych genii byla stanovena
hodnota zmény exprese v testované vici kontrolni skupiné - vnasobcich, fold
change (FC) = 2- 8ACT, kde za signifikantni zménu exprese byl povaZzovan FC < 0,5
nebo FC > 2. Do vysledkovych tabulek byla pro nazornost uvedena hodnota ,Fold
regulation”, ktera hodnoty FC <1 prevadi na prevracené cislo se zapornym

znaménkem (napft. FC = 0,5 prevede na hodnotu -2)

Tab. 9 Rozpis specifickych gent tcastnicich se signalizace poskozeni DNA v 96

jamkové desce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A  ABL1 APEX1 ATM ATR ATRIP ATRX BARD BAX BBC3 BLM BRCA BRIP1
B CDC25 CDC25 CDK7 CDKN1 CHEK1 CHEK CI}31 CRY1 CSNK2A DDB1 DDlBZ DDIT
C ER?JCl ER((:ICZ EXO01 FAﬁCA FANCD FAZNC FEN1  GADD45 GADZD45 H2AF  HUS1 LI%I
D MAPK1 MBD4 MCPH MDC1 ML2H1 MfH3 MPG MREll\llA MSGHZ MSXHB NBN NTHL
E OGZGl PARP1 PC%\IA PMS1 MPS2 PNKP PPM1 PPP1R15 PRKDC RAD1 RAD1 RAlDl
F RAD21 RAD50 RADS RAD51 RAD9A  RBBP R}?Vl RNFA168 RNF8 RPA1 SIlZTl Sl\/[8C1
G SUMO1 TOBPB TP153 TPSB3BP TP73 UI?IG XPA XPC XRCC1 XRCC  XRCC XRACC
H ACTB B21M GAPD HPlRTl RPLPO  HGDC RTC RTC RTC PgC PgC PgC

H

Tab. 10 Rozpis specifickych genii ticastnicich se oprav DNA v 96 jamkové desce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A APEX1  APEX2 ATM ATR ATXN BRCA  BRCA BRIP1 CCNH CCNO  CKD7 DDB1
3 1 2
B DDB2 DMC1 ERCC ERCC2 ERCC ERCC4 ERCC ERCC6 ERCC8  EXO1 FEN1 LIG1
1 3 5
C LIG3 LIG4 MGM MLH1 MLH3 MMS1 MPG MRE11 MSH2 MSH3  MSH4 MSH5
T 9 A
D MSH6 MUTY  NEIL1 NEIL2 NEIL3 NTHL OGG1 PARP1 PARP2 PARP PMS1 PMS2
H 1 3
E PNKP POLB POLD POLL PRKD RAD1 RAD2 RAD23 RAD23 RAD5 RAD5 RAD51B
3 C 8 1 A B 0 1
F RAD51 RAD51 RAD5 RAD54 RFC1 RPA1 RPA3 SLK SMUG1 TDG TOP3 TOP3B
C D 2 L A
G TREX1 UNG XAB2 XPA XPC XRCC1  XRCC XRCC3 XRCC4 XRCC  XRCC XRCC6BO
2 5 6 1
H ACTB B2M GAPD  HPRT1  RPLP HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC
H 0
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Tab. 11 Seznam zKkratek gent

Zkratka Plny nazev genu (anglicky)

ABL1 C-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase

ACTB Actin, beta

AGP Alpha-1-acid glycoprotein

APEX1 APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1

APEX2 APEX nuclease (apurinic/apyrimidinic endonuclease) 2

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATRIP ATR interacting protein

ATXN3 Ataxin 3

B2M Beta-2-microglobulin

BARD1 BRCA1 associated RING domain 1

BAX BCL2-associated X protein

BBC3 BCL2 binding component 3

BLM Bloom syndrome, RecQ helicase-like

BRCA1 Breast cancer 1, early onset

BRCA2 Breast cancer 2, early onset

BRIP1 BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1

CCNH Cyclin H

CCNO Cyclin O

Cd38+ cluster of differentiation 38

CDC25A Cell division cycle 25 homolog A (S. pombe)

CDC25C Cell division cycle 25 homolog C (S. pombe)

CDK?7 Cyclin-dependent kinase 7

CIB1 Calcium and integrin binding 1 (calmyrin)

CRY1 Cryptochrome 1 (photolyase-like)

CSNK2A2 Casein kinase 2, alpha prime polypeptide

DDB1 Damage-specific DNA binding protein 1, 127kDa

DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3

DMC1 DMC1 dosage suppressor of mck1 homolog, meiosis-specific homologous
recombination (yeast)

ERCC1 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 1 (includes overlapping antisense sequence)

ERCC2 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 2

ERCC3 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation g
(xeroderma pigmentosum group B complementing)

ERCC4 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 4

ERCC5 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 5

ERCC6 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 6

ERCC8 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 8

Erk extracellular signal-regulated kinases

EX01 Exonuclease 1

FANCD2 Fanconi anemia, complementation group D2

FANCE Fanconi anemia, complementation group A

FANCG Fanconi anemia, complementation group G

FEN1 Flap structure-specific endonuclease

GADD45A Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha

GADD45G Growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

H2AFX H2A Histone Family Member X

HTRP1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
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HGDC
HUS1
CHEK1
CHEK2
LIG1
LIG3
LIG4
MAPK12
MBD4
MCPH1
MDC1
MGMT
MLH1
MLH3
MMS19
MPG
MPS2
MRE11A
MSH2
MSH3
MSH4
MSH5
MSH6
MUTYH
NBN
NEIL1
NEIL2
NEIL3
NTHL1
0GG1
PARP1
PARP2
PARP3
PCNA
PDGF
PDGFR
PMS1
PNKP
POLB
POLD3
POLL
PPC
PPM1D
PPP1R15A
PRKDC
RAD1
RAD17
RAD18
RAD21
RAD23A
RAD23B
RAD50
RAD51
RAD51B
RAD51C
RAD51D
RAD52

Human Genomic DNA Contamination

HUS1 checkpoint homolog (S. pombe)

Checkpoint kinase 1 homolog (S. pombe)

Checkpoint kinase 2 homolog (S. pombe)

Ligase I, DNA, ATP-dependent

Ligase III, DNA, ATP-dependent

Ligase IV, DNA, ATP-dependent

Mitogen-activated protein kinase 12

Methyl-CpG binding domain protein 4

Microcephalin 1

Mediator of DNA-damage checkpoint 1
0-6-methylguanine-DNA methyltransferase

MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli)
MutL homolog 3 (E. coli)

MMS19 nucleotide excision repair homolog (S. cerevisiae)
N-methylpurine-DNA glycosylase

PMS2 postmeiotic segregation increased 2 (S. cerevisce)
MRE11 meiotic recombination 11 homolog A (S. cerevisiae)
MutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli)
MutS homolog 3 (E. coli)

MutS homolog 4 (E. coli)

MutS homolog 5 (E. coli)

MutS homolog 6 (E. coli)

MutY homolog (E. coli)

Nibrin

Nei endonuclease VIII-like 1 (E. coli)

Nei endonuclease VIII-like 2 (E. coli)

Nei endonuclease VIII-like 3 (E. coli)

Nth endonuclease Ill-like 1 (E. coli)

8-oxoguanine DNA glycosylase

Poly (ADP-ribose) polymerase 1

Poly (ADP-ribose) polymerase 2

Poly (ADP-ribose) polymerase family, member 3
Proliferating cell nuclear antigen

Platelet-derived growth factor

Platelet-derived growth factor receptor

PMS1 homolog 1, mismatch repair system component
Polynucleotide kinase 3'-phosphatase

Polymerase (DNA directed), beta

Polymerase (DNA-directed), delta 3, accessory subunit
Polymerase (DNA directed), lambda

Positive PCR Control

Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1D
Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A
Protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
RAD1 homolog (S. pombe)

RAD17 homolog (S. pombe)

RAD18 homolog (S. cerevisiae)

RAD21 homolog (S. pombe)

RAD23 homolog A (S. cerevisiae)

RAD23 homolog B (S. cerevisiae)

RAD50 homolog (S. cerevisiae)

RAD51 homolog (S. cerevisiae)

RAD51 homolog B (S. cerevisiae)

RAD51 homolog C (S. cerevisiae)

RAD51 homolog D (S. cerevisiae)

RAD52 homolog (S. cerevisiae)

37



RAD54L
RAD9
RAD9A
RBBPS8
REV1
RFC
RFC1
RNF168
RNF8
RPA1
RPA3
RPLPO
RTC
SH1
SH2
SH3
SIRT1
SLK
SMC1A
SMUG1
SUMO1
TDG
TOBPB1
TOP3A
TOP3B
TP53
TP53BP1
TP73
TREX1
UNG
XAB2
XPA
XPC
XRCC1
XRCC2
XRCC4
XRCC5

XRCC6
XRCC6BP1

RAD54-like (S. cerevisiae)

RAD9 homolog

RAD9 homolog A (S. pombe

Retinoblastoma binding protein 8

REV1 homolog (S. cerevisiae)

Replication factor C

Replication factor C (activator 1) 1, 145kDa

Ring finger protein 168

Ring finger protein 8

Replication protein A1, 70 kDa

Replication protein A3, 14 kDa

Ribosomal protein, large, PO

Reverse Transcription Control

SRC Homology 1 domain

SRC Homology 2 domain

SRC Homology 3 domain

Sirtuin 1

STEZ20-like kinase

Structural maintenance of chromosomes 1A

Single-strand-selective monofunctional uracil-DNA glycosylase 1

SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (S. cerevisiae)

Thymine-DNA glycosylase

Topoisomerase (DNA) II binding protein 1

Topoisomerase (DNA) III alpha

Topoisomerase (DNA) III beta

Tumor protein p53

Tumor protein p53 binding protein 1

Tumor protein p73

Three prime repair exonuclease 1

Uracil-DNA glycosylase

XPA binding protein 2

Xeroderma pigmentosum, complementation group A

Xeroderma pigmentosum, complementation group C

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1
X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 2
X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 4
X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5 (double-
strand-break rejoining)

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 6
XRCC6 binding protein 1
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni citlivosti bunécnych kultur na IM

Stanoventi viability bunék bylo provedeno u ¢asné a pozdni bunécné kultury
KCL-22. Vysledkem testu je stanoveni hodnoty ICso, coZ je koncentrace IM, ktera ma
za nasledek odumfieni 50 % bunék. Tato analyza nam slouZila k rozhodnuti, jakou
koncentraci IM pouzijeme pro dalsi experimenty s izolaci rezistentnich klonti. Pro
méreni na MTT eseji jsme bunky ¢asné a pozdni kultury KCL-22 vystavili plisobeni
IM v koncentracich 0,1 uM; 0,2 uM; 0,4 uM; 0,6 uM; 0,8 uM; 1,0 uM a 1,2 pM. Data
byla zpracovdna programem Excel a graf byl vytvofen na zakladé méreni hodnot
absorbance zaznamenané pristrojem Chameleon Multilabel Microplate Reader

(Figura 1).

L KCL-22 ¢asna a pozdni kultura

100 1%, # tasna kultura
2 \‘*“--5 pozdni kultura
5 80 W
B B
3 .
.§ -y :
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IM koncentrace (kM)

Figura 1 Stanoveni viablity bunék u KCL-22 ¢asné a pozdni kultury.

Casna kultura: y = 78.95x2- 166.6x + 102.3, R? = 0.989, ICs0 = 0.382 pM IM
Pozdni kultura: y = 37.47x2 - 99.09x + 98.44, R? = 0.964, ICs0 = 0.635 puM IM

Resenim kvadratickych rovnic kfivek ziskanych proloZenim vyslednych hodnot MTT
testu bylo zjisténo, Ze hodnota ICso pro ¢asnou kulturu je 0.382 uM IM a pro pozdni
kulturu 0.635 uM IM. Casna kultura je tedy na piisobeni IM citlivéjsi nez kultura

pozdni.
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5.1.1 Rust Klonu v ¢ase a riznych koncentracich IM v zavislosti na

expresi molekuly CD38

Pro zjiSténi, jak sortované klony rostou v zavislosti na stari kultury,

koncentraci IM a expresi povrchového markeru CD38 byly desky po sortu

uchovavany v inkubatoru pri 37 °C a 5 % CO2 a kazdy tyden bylo analyzovano, zda

vjamkach rostou/nerostou jednotlivé klony a byl zaznamenan pocet rostoucich

kloni (Vysledkové tabulky 1-4; Figura 2).

Vysledkova tab. 1 Pocet ziskanych klonii z CD38+ bunék ¢asné kultury KCL-22

N

Koncentrace IM Pocet klont Pocet klont Pocet klont Pocet klont
1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden
Bez IM 4 10 12 15
0.0004 pl 0 5 8 8
0.004 pl 0 4 6 6
0.04 ul 1 5 7 12
0.4 ul 0 0 0 0
Vysledkova tab. 2 Pocet ziskanych Kloniti z CD38- bunék ¢asné kultury KCL-22
Koncentrace IM Pocet klont Pocet klont Pocet klonta Pocet klont
1. tyden 2. tyden 3.tyden 4. tyden
Bez IM 2 24 25 27
0.0004 pl 2 23 24 25
0.004 pl 0 21 24 25
0.04 ul 0 16 21 24
0.4 ul 0 0 0 0
Vysledkova tab. 3 Pocet ziskanych Klonii z CD38+ bunék pozdni kultury KCL-2
Koncentrace IM Pocet klont Pocet klont Pocet klont Pocet klontu
1.tyden 2. tyden 3.tyden 4. tyden
Bez IM 0 1 2 3
0.0004 ul 0 6 8 12
0.004 ul 0 11 15 18
0.04 pl - - - -
0.4 ul 0 0 0 0

Vysledkova tab. 4 Pocet ziskanych klonii z CD38- bunék pozdni kultury KCL-22

Koncentrace IM Pocet klont 1. | Pocet kloni 2. | Pocet klonti 3. Pocet
tyden tyden tyden klonii 4.

tyden
Bez IM 0 2 7 9
0.0004 pl 1 9 17 20
0.004 ul 0 9 20 26
0.04 ul - - - -
0.4 ul 0 0 0
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Potet klonil KCL-22 (CD38-) - tasnd Pocet klonti KCL-22 (CD38-) - pozdni
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Figura 2 Pocet klonti KCL-22 izolovanych z ¢asné a pozdni kultury bunék KCL-22 v zdvislosti
na expresi povrchové molekuly CD38 (grafické zndzornéni data z Vysledkovych tabulek 1-4)

Na zakladé téchto vysledkd jsme zjistili odliSnosti v mife klonogenicity bunék
z Casné a pozdni kultury KCL-22. Nejvice klond z ¢asné kultury vyrostlo v médiu bez
IM, priCemz se celkové projevoval trend nepfimé timérnosti mezi koncentraci IM
v médiu a poctem ziskanych kloni v jednotlivych ¢asovych bodech analyzy. CD38-
bunikky zcasné kultury davaly za vSech srovnatelnych riastovych podminek,
tj. vriznych hladinach IM i v prostredi bez IM vyrist vétSimu mnoZstvi klonii nez
bunikky CD38+ z téZe kultury. Tento rozdil byl signifikantni pro rlst v koncentraci
0.004 uM IM (p=0,0338), se kterou se dale pracovalo, i pii spolecném srovnani

vSech ristovych podminek CD38+ a CD38- klonii ¢asné kultury (p = 0,0007).

[ u bunék pozdni kultury vyrostlo ve stejnych kultiva¢nich podminkach (hladinach
IM) ponékud vice klonti z CD38- bunék ve srovnani s CD38+ buinikami, nicméné

tento rozdil nebyl signifikantni (p = 0,3539).

Souhrnné vyrostlo méné klont z CD38+ bunék ve srovnani s po¢tem klonti z CD38-
bunék. Nasledné jsme pracovali s klony rostoucimi v 0,004 pM IM, které byly po
1 mésici presazeny do média s 0,4 pM IM a po dalsSim mésici kultivace byly Zijici
klony presazeny do média s 4 puM IM. Celkové jsme pfi sortu do 0,004 pM IM
vyizolovali 31 Klont (25 CD38- a 6 CD38+) z ¢asné kultury a 44 kloni (26 CD38+
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a 18 CD38-) zpozdni kultury KCL-22. Presazeni do 0,4 uM IM prezilo celkové
20 Kklont z ¢asné kultury a 24 klont z kultury pozdni *. Presazeni klont do 4 pM IM
vysledné preZily 4 CD38- klony z ¢asné kultury KCL-22 (B8-T3151, B10-Y253H, E4-
WT a F4-E255K) a 2 CD38- (E5, G4) klony z pozdni kultury.

* Cast klonfi z pozdni kultury nepieZila v prosttedi 0,4 uM IM v diisledku piitomnosti kontaminace. Z uvedenych
poctl proto nelze usuzovat na zvySenou mortalitu klonti pozdni kultury rostoucich v 0,4 uM IM oproti klonim

ziskanym z ¢asné kultury KCL-22.

5.1.2 Stanoveni miry proliferace klont KCL-22

Méreni proliferace bylo provedeno 14 dni po presazeni bunécnych klond do
koncentrace 0,4 uM IM. Cilem experimentu bylo srovnani miry proliferace klonii
v zavislosti na staii kultury a expresi molekuly CD38. Pro méreni primérné
proliferace byly pouzity 3 ndhodné vybrané CD38+ a 3 CD38- klony od kazdé
kultury, jejichz mira proliferace byla nasledné zpriimérovdna a srovnana
s proliferaci bunék zobou (Casné i pozdni) parentalnich kultur rostoucich
v prostiedi bez IM. Zjistili jsme, Ze bunky casné kultury KCL-22 proliferuji
v prostiedi bez IM rychleji nez buiiky zkultury pozdni. U jednotlivych kloni
vpriuméru nejrychleji proliferovaly CD38- klony z c¢asné kultury KCL-22
a nejpomaleji naopak CD38+ klony z ¢asné kultury KCL-22. U klonti CD38+ a CD38-
klont z pozdni kultury KCL-22 nepozorujeme vétsi rozdily v mite proliferace (jejich
graficky znazornéna mira proliferace ma témér identicky pribéh a nachazi se mezi
primérnymi hodnotami pro klony =z casné kultury). Data z méfeni hodnot
absorbance zaznamenana pristrojem Chameleon Multilabel Microplate Reader byla
zpracovana v Excelu do podoby grafu (Figura 3). Vysledky dokladaji, Ze CD38+
bunikky vykazuji oproti CD38- buinikkdm zcasné kultury KCL-22 nizkou miru
proliferace v pritomnosti IM, nicméné tento rozdil neni relevantni pro buiky

z pozdni kultury KCL-22.
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Figura 3 Priimérnd mira proliferace CD38+ a CD38- klonti z ¢asné, resp. pozdni kultury bunék
KCL-22

5.1.3 Stanoveni miry apoptozy klonti KCL-22

V dalSim experimentu jsme se zamérili na stanoveni viability a apoptozy
klont KCL-22 rostoucich v prostiredi s IM v zavislosti na expresi molekuly CD38 a na
staff bunécné kultury. Apoptéza bunék byla meéfena pomoci Anexinu V-APC
a propidiumjodidu. Méteni bylo provedeno 14 dni po presazeni bunécnych klonti do
koncentrace 0,4 uM IM v navaznosti na méreni miry proliferace. U vSech klont
(n=44) byl stanoven procentualni podil populaci vitalnich
(Annexin V-/propidiumjodid-), Casné apoptotickych (Annexin V+/propidiumjodid-)
a pozdné apoptotickych (propidiumjodid+) bunék. Hodnoty vyjadiujici relativni
velikost zminénych populaci (v %) pro CD38+ resp. CD38- klony izolované z Casné
resp. pozdni kultury bunék KCL-22 byly nasledné zpriimérovany a zpracovany

v Excelu do podoby grafi (Figura 4).
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Figura 4 Relativni priimérnd velikost vitdlnich (modre), casné apoptotickych (Cervené)
a pozdné apoptotiskych (sedé) populaci v klonech KCL-22 rostoucich v koncentraci 0,4 uM IM.

Pro méreni bylo pouzito 17 CD38- klonii a 3 klony CD38+ z ¢asné kultury a 19 CD38-
klonti a 5 CD38+ klonti z pozdni kultury bunék KCL-22. Vysledky ukazuji na rozdil
v mife apoptdézy a tedy i senzitivity na imatinib u CD38+ a CD38- klontli z ¢asné
kultury, kde CD38+ Kklony v priméru vykazovaly vyznamné sniZenou relativni
velikost populace vitalnich bunék. U CD38+ z ¢asné kultury KCL-22 bylo nalezeno
pouze 28,43 % viabilnich bunék a 71,56 % prochdazejicich apoptézou, zatimco
u CD38- klond z casné kultury KCL-22 (a u CD38+ i CD38- klont z pozdni kultury)
bylo detekovano zhruba 45% zastoupeni viabilnich bunék a 55,12 % bunék
prochazejicich apoptézou. Rozdily v mife apoptézy u CD38+ a CD38- bunék z Casné
kultury nebyly statisticky signifikantni (p = 0,1796) z dlivodu malého poctu klont
dostupnych pro analyzu a také kvili SirSimu rozptylu hodnot pro jednotlivé
populace mezi klony, nicméné zejména vkontextu predchozich vysledkl
z klonogenicity a méfeni miry prolifearce naznacuji naruSené prezivani CD38+

klonti z ¢asnych kultur pti pisobeni vyssich koncentraci imatinibu.
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5.1.4 Hladina exprese BCR-ABL1

Ve vybranych ¢asovych bodech byla z izolované bunécné RNA prospektivné
i retrospektivné stanovena exprese BCR-ABL1. Predpokladali jsme, Ze pocatecni
vyss$i hladina exprese BCR-ABL1 by mohla predurcovat bunécny klon k vytvoreni
mutace. Proto jsme ve 21. dni kultivace stanovili expresi BCR-ABL1 u CD38- kloni
B8-T315], B10-Y253H, E4-WT a F4-E255K, které pfi nasledné kultivaci vyvinuly
rezistenci a (kromé klonu E4) mutace v BCR-ABL1, a srovnali ji s expresi BCR-ABL1
u ctyrech dalsich CD38- klonii z ¢asné kultury KCL-22, které rezistenci na 4 pM IM
ani mutace v BCR-ABL1 nevyvinuly. Vysledky ukazaly (Figura 5), Ze klony, které
nasledné vyvinuly rezistenci, nemély na pocatku kultivace vyssi expresi BCR-ABL1
nez klony, které ji nevyvinuly a na$ predpoklad se tudiZ nepotvrdil. Dale jsme
zmérili expresi BCR-ABL1 u klond, které vyvinuly rezistenci, v ¢ase. Pozorovali jsme,
Ze s délkou kultivace a hladinou IM, které byly klony vystaveny, dochazelo k
postupnému nartstu exprese BCR-ABL1 (Figura 6).

2000 -+

1200 +
1000
800 -
600
400
200
0 A T | | | | | |

E38-B8 E38-B10 E38-E4 E38-F4 E38-C11 E38-E5 E38-E8 E38-F10

BCR-ABL1 exprese normlizovana na GUS

Figura 5 Srovndni exprese BCR-ABL1 (normalizovand na GUS) ve dni 21 kultivace
v CD38- klonech, které ndsledné vyvinuly (B8-T3151, B10-Y253H, E4-WT a F4-E255K)
nebo nevyvinuly (C11, E5, E8 a F10) rezistenci na 4 uM IM.
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Figura 6. Srovndni exprese BCR-ABL1 (normalizovand na GUS) ve dnech 21 (0,004 uM IM), 75
(4 uM IM) a 120 (4 uM IM) kultivace v CD38- klonech B8-T3151, B10-Y253H, E4-WT a F4-
E255K, které vyvinuly rezistenci na 4 uM IM. Exprese BCR-ABL1 v klonu E4-WT ve dni 75
nemohla byt stanovena kviili nedostatku vhodného materidlu (RNA).

5.1.5 Expresni arrays

Pro zméreni miry exprese vybranych genii ucastnici se signalizace poSkozeni a
reparace DNA byly pouZit RT? Profiler PCR arrays panely (Qiagen). Do analyz byly
vloZeny [1] vzorky RNA pochazejici z CD38- klont B8-T315I, B10-Y253H, E4-WT a
F4-E255K z doby prvni izolace RNA po sortu klonii (den 0, tzv. kontrolni skupina),
[2] vzorky RNA izolované ze stejnych klonti B8-T315I, B10-Y253H, E4-WT a F4-
E255K v dobé pocatecni detekce mutaci v KD BCR-ABL1 v 0,4 uM IM (den 60 pro
klony B8-T3151 a F4-E255K a den 75 pro klon B10-Y253H; den 60 byl zvolen i pro
klon E4-WT, ktery mutace nevyvinul) a [3] vzorky RNA izolované ze stejnych klont
B8-T315I, B10-Y253H, E4-WT a F4-E255K vdobé detekce vysokych hladin
mutovanych transkripti v KD BCR-ABL1 v 0,4 uM IM (den 75 pro klon B8, den 105
pro klon F4-E255K a den 90 pro klon B10-Y253H; den 75 byl zvolen i pro klon E4-
WT, ktery mutace nevyvinul). V analyzach se srovnavala exprese gent v panelech
mezi kontrolni skupinou (den 0) a vzorky bud’' v dobé detekce mutaci v nizké (den

60), nebo jiZ vysoké (den > 75) hladiné. Analyzy byly provadény u kazdého klonu
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pro panel RT? Prolifer PCR Array Human DNA Damage Signaling Pathway a pro
panel RT? Prolifer PCR Array Human DNA Repair (Kapitola 4.11), a to vidy
v duplikatech (kazdy panel byl nezavisle analyzovan 2x). Ziskanda data byla
programem automaticky vynesena do grafi (viz nahledy) s vyznaCenim genia se
signifikantné zvySenou (Zluté tecky nad carou cutoffu) a signifikantné sniZenou
(modré tecky pod ¢arou cutoffu) expresi. Pro nizkou nazornost tohoto automaticky
generovaného zobrazeni jsme geny se signifikantné zvySenou a sniZenou expresi

vynesli do vysledkovych tabulek.

Vysledkové tabulky (a knim pripojené nahledy) jsou vzdy Ctyti pro kazdy
jednotlivy analyzovany klon: [1] vs. Den [2] pro DNA Damage Signaling; [1] vs. Den
[3] pro DNA Damage Signaling; [1] vs. Den [2] pro DNA Repair a [1] vs. Den [3] pro
DNA Repair. Veskeré analyzované Arrays spliiovaly Kritéria pro RT a PCR kontroly

reprodukovatelnosti a negativni vysledek testu kontaminace genomovou DNA.
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5.1.5.1 KCL-22 CD38- Klon B8 (T315I)

U klonu B8 doslo k ziskani mutace BCR-ABL1 T3151.

DNA damage - B8 den 60 vs. kontrolni skupina (B8 den 0)

Log10 normalizovand expresni skupina 1

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezménénd @ Downregulovand

Vysledkova tabulka 5
DNA DAMAGE - Overexprimované (Cervené) aunderexprimované (modie) geny
u klonu B8 ve dnu 60 vs. kontrolni skupina

Zména exprese v Zmeéna exprese v Zména exprese v
Gen P . Gen . . Gen . .
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 4,87 PPP1R15A 3,53 PCNA -2,07
ATRX 2,8 RAD51B 2,03 XRCC6 -2,09
BBC3 3,01 RNF168 2,77
MLH1 2,76 CDC25A -2,81

48



Logl0 normalizovana expresni skupina 2

DNA damage - B8 den 75 vs. kontrolni skupina (B8 den 0)

Upregulovand

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

® Nezménénd e Downregulovand

Vysledkova tabulka 6

DNA DAMAGE - Overexprimované (Cervené) aunderexprimované
u klonu B8 ve dnu 75 vs. kontrolni skupina

(modie) geny

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmér}a exprese v Gen Zmér}a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 3,79 DDB1 -3,15 RAD1 -3,08
BBC3 4,38 EX01 -5,15 RAD51 -4,82
CDKN1A 3,39 FANCA -4,56 RAD9A -4,09
DDIT3 2,67 FANCD2 -2,59 RBBP8 -3,1
GADD45A 2,75 FANCG -4,24 RNF8 -2,03
PPP1R15A 5,58 FEN1 -5,48 RPA1 -3,49
APEX1 -2,36 H2AFX -4,54 SMC1A -3,7
ATRIP -3,44 LIG1 -8,87 SUMO1 -2,68
BARD1 -2,34 MDC1 -2,32 TOPBP1 -2,14
BAX -3,25 MSH2 -2,84 UNG -4,9
BLM -6,31 MSH3 -2,34 XRCC2 -3,04
BRCA1 -4,14 NTHL1 -2,45 XRCC6 -4,12
BRIP1 -3,05 PARP1 -3,96
CDC25A -7,1 PCNA -7,43
CHEK1 -4,99 PPM1D -2,21
CHEK?2 -3,53 PRKDC -2,29
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DNA repair - B8 den 60 vs. kontrolni skupina (B8 den 0)

Log10 normalizovand expresni skupina 1

Log10 normalizovand expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezmén&nid e Downregulovand

Vysledkova tabulka 7
DNA REPAIR - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu B8 ve dnu 60 vs. kontrolni skupina

Zména exprese v Zména exprese v Zména exprese v
Gen ‘ . Gen P P Gen p P
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 5,22 MLH1 3,88 SMUG1 2,16
ATXN3 2,41 MRE11A 2,2 RAD23A -2,39
CDK7 2,01 NEIL1 2,14
ERCC6 2,11 POLL 2,41
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Logl0 normalizovand expresni skupina 2

DNA repair - B8 den 75 vs. kontrolni skupina (B8 den 0)

2 15
Logl0 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezménénd e Downregulovana

Vysledkova tabulka 8
DNA REPAIR - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny

u klonu B8 ve dnu 75 vs. kontrolni skupina

Zmeéna exprese v

Zména exprese v

Zména exprese v

Gen nasobcich Gen nasobcich Gen nasobcich
ATM 5,5 ATM 5,5 RPA1 -3,73
ERCC6 2,49 ERCC6 2,49 RPA3 -3,51
LIG4 2,43 LIG4 2,43 TDG -2,12
MSH4 2,78 MSH4 2,78 TOP3A -3,42
NEIL1 2,04 NEIL1 2,04 TOP3B 3,24
APEX1 -2,14 APEX1 -2,14 TREX1 2,67
APEX2 -6,48 PARP2 -2,1 UNG -4
BRCA1 -3,11 POLD3 -4,76 XRCC2 2,39
BRCA2 -4,24 RAD18 -12,55 XRCC5 2,24
BRIP1 -3,68 RAD23A -2,17 XRCC6 2,73
DDB1 -3,06 RAD51 -4,92

ERCC2 -2,03 RAD51C -4,84

EX01 -3,46 RAD54L -2,81
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5.1.5.2 KCL-22 CD38-Klon B10 (Y253H)

U klonu B10 doslo k ziskdni mutace BCR-ABL1 Y253H.

DNA damage - B10 den 75 vs. kontrolni skupina (B10 den 0)

Logl0 normalizovanad expresni skupina 1

Log10 normalizovand expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezméndni e Downregulovand

Vysledkova tabulka 9
DNA DAMAGE - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny u
klonu B10 ve dnu 75 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmél}a exprese v Gen Zmér}a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 17,43 ERCC1 2,16 REV1 2,16
ATRX 3,06 MLH3 2,42 XPA 2,84
BBC3 4,47 MRE11A 2,79 CDC25A -2,32
CDK7 2,11 PPP1R15A 2,51 PCNA -2,01
DDB2 2,19 RAD50 2,35

DDIT3 2,78 RAD51B 3,31
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DNA damage - B10 den 90 vs. kontrolni skupina (B10 den 0)

Log10 normalizovana expresni skupina 2

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezmé&nénd ® Downregulovand

Vysledkova tabulka 10
DNA DAMAGE - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu B10 ve dnu 90 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmér}a exprese v Gen ZméI}a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 14,07 CDC25A -5,43 RAD18 9,22

DDB2 2,34 DDB1 -5,21 RAD9A -4,84
DDIT3 2,9 ERCC2 -2,05 SMC1A -2,59

MPG 2,21 LIG1 -2,14 SUMO1 -2,65
ATRIP -3,32 PARP1 -3,47 XRCC6 -2,51

BAX -3,32 PCNA -2,87

BLM -13,78 PPM1D -3,25
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DNA damage - B10 den 75 vs. kontrolni skupina (B10 den 0)

Log10 normalizovana expresni skupina 1

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezmé&nénd @ Downregulovand

Vysledkova tabulka 11
DNA REPAIR - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu B10 ve dnu 75 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmél}a exprese v Gen ZméI}a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 17,54 MLH3 2,77 RAD5S1B 3,71
ATXN3 6,03 MRE11A 3,3 RAD52 3,38
BRCA2 2,04 MSH4 5,59 SMUG1 3,94
ERCC5 3,49 MSH5 4,65 XPA 4,05
ERCC6 2,79 PARP3 3,19 PARP1 -2,01

LIG4 3,94 POLL 3,55

MLH1 3,79 RAD50 2,43
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DNA repair - B10 den 90 vs. kontrolni skupina (B10 den 0)

Log10 normalizovand expresni skupina 2

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezménéna @ Downregulovand

Vysledkova tabulka 12
DNA REPAIR - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu B10 ve dnu 90 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmér{a exprese v Gen Zmélfa exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 10,49 MSH4 2,47 XPA 4,55
ATXN3 3,39 MSH5 4,4 MLH1 -2,75

DDB2 3,07 PARP3 2,3 PARP1 -2,2
ERCC5 2,77 POLL 6,73 XRCC5 -2,44
ERCC6 2,89 RAD51B 2,53

LIG4 2,52 RAD52 2,6
MRE11A 4 SMUG1 2,89
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5.1.5.3 KCL-22 CD38- Klon E4 (WT)

U klonu E4 nebyla nalezena Zaddna mutace v KD BCR-ABL1.

Log10 normalizovand expresni skupina 1

DNA damage - E4 den 60 vs. kontrolni skupina (E4 den 0)

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezménénd @ Downregulovand

1

Vysledkova tabulka 13
DNA DAMAGE - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modie) geny

u klonu E4 ve dnu 60 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmél}a exprese v Gen Zmér}a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 7,38 CDC25A -2,6 PCNA -3,07
ATRX 2,51 CHEK1 -3,7 RAD17 -2,27
HUS1 2,22 CHEK2 -2,08 RAD51 -2,3
PPP1R15A 2,87 EXO1 -3,71 TP53 -2,28
RAD51B 2,74 FEN1 -2,17 UNG -2,32
REV1 2,36 LIG1 -2,72 XRCC6 -3,29
BLM -3,71 MLH1 -3,34
BRCA1 -2,71 PARP1 -2,39
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DNA damage - E4 den 75 vs. kontrolni skupina (E4 den 0)

Logl0 normalizovana expresni skupina 2

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovana @ Nezménéni @ Downregulovana

Vysledkova tabulka 14
DNA DAMAGE - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modre) geny
u klonu E4 ve dnu 75 vs. kontrolni skupina

Zména exprese v Zména exprese v Zména exprese v
Gen P . Gen p P Gen p .
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 6,06 BAX -2,24 PARP1 -2,98

BBC3 2,09 CDC25A -3,39 PCNA -3,59

PPP1R15A 3,08 EX01 -3,06 RAD1 -2,31

RAD51B 3,49 FANCG -2,5 RAD51 -3,27
ATRIP -2,06 FEN1 276

57



DNA repair - E4 den 60 vs. kontrolni skupina (E4 den 0)

Log10 normalizovand expresni skupina 1

1 0 0 ) 1

Log10 normalizovand expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezménéna @ Downregulovana

Vysledkova tabulka 15
DNA REPAIR - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu E4 ve dnu 60 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmél}a exprese v Gen ZméI}a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 4,93 MPG 2,62 APEX2 -2,1
ATXN3 5,73 MRE11A 2,32 DDB2 -2,43
BRCA2 2,42 MSH5 2,45 FEN1 -2,2

CCNO 11,98 MUTYH 2,75 PARP1 -2,22
ERCC1 2,02 POLL 2,52 POLD3 -2,03
ERCC5 2,65 RAD50 2,14 RAD51 -3,17

LIG4 4,16 RAD51B 2,99 RPA1 -2,07

MLH1 5,14 SMUG1 3,03 XRCC6 -2,28
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DNA damage - E4 den 75 vs. kontrolni skupina (E4 den 0)

Log10 normalizovand expresni skupina 2

Logl0 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezmé&nénd e Downregulovand

Vysledkova tabulka 16
DNA REPAIR - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu E4 ve dnu 75 vs. kontrolni skupina

Gen Zméx}a exprese v Gen Zmél{a exprese v Gen Zmél{a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 5,25 EXO01 -3,94 RAD51C -2,44
ATXN3 3,27 FEN1 -3,07 RPA1 -2,34
ERCC6 2,24 LIG1 -2,42 RPA3 -2,32
LIG4 2,41 MSH2 -2,12 TDG -2,12
MSH5 3,03 0GG1 -2,2 UNG -2,78
NEIL1 2,22 PARP1 -2,59 XRCC4 -2,06
PARP3 2,22 POLD3 -2,19 XRCC5 -2,02
RAD51B 3,72 RAD23A -2,15 XRCC6 -3,09
RAD52 2,18 RAD23B -2,16
APEX2 -2,11 RAD51 -3,04

59



5.1.5.4 KCL-22 CD38- Klon F4 (E255K)

U klonu F4 doslo k ziskani mutace BCR-ABL1 E255K.

Log10 normalizovana expresni skupina 1

DNA damage - F4 den 60 vs. kontrolni skupina (F4 den 0)

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovana e Nezménénd @ Downregulovana

Vysledkova tabulka 17
DNA DAMAGE - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modre) geny

u klonu F4 ve dnu 60 vs. kontrolni skupina

Zmeéna exprese v Zmeéna exprese v Zména exprese v
Gen P . Gen . P Gen . .
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 4,59 BARD1 -2,06 PARP1 -2,25
BBC3 2,85 CDC25A -2,83 RAD9A -2,39
MLH1 513 EXO01 -2 RBBP8 2,13
RAD51B 2,01 GADD45A -2,97 RPA1 2,35
TP53 2,36 LIG1 -2,03 XRCC6 2,23
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DNA damage - F4 den 105 vs. kontrolni klon (F4 den 0)

Logl0 normalizovana expresni skupina 2

Logl0 normalizovand expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezménéna @ Downregulovana

Vysledkova tabulka 18
DNA DAMAGE - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu F4 ve dnu 105 vs. kontrolni skupina

Gen Zmét}a exprese v Gen Zmér}a exprese Gen Zmél{a exprese v
nasobcich v nasobcich nasobcich
ATM 3,72 CIB1 -7,81 PMS1 -88,95
BBC3 19,63 CSNK2A2 -2,74 PNKP -3,22
BRIP1 2,58 DDB1 -73,26 PPP1R15A -8,43
DDB2 2,14 DDIT3 -5,19 RAD1 -2,21
GADD45A 5,52 ERCC1 -3,17 RAD17 -2,49
MLH1 15,3 ERCC2 -2,94 RAD18 -2,35
PPM1D 33,71 EX01 -3,38 RAD21 -118,19
RAD9A 2,27 FANCA -64,22 RAD51 -4,48
RNF168 3,62 FANCD2 -2,31 RAD51B -2,47
TP53 2,92 FEN1 -4,24 RNF8 -4,84
XPA 3,17 H2AFX -81,86 RPA1 -3,06
XPC 11,2 HUS1 -2,05 SIRT1 -5,26
XRCC2 15,73 MAPK12 -3 SMC1A -10,52
XRCC3 9,16 MBD4 -12,77 SUMO1 -3,35
APEX1 -311,91 MCPH1 -29,34 TOPBP1 -3,06
ATRIP -2,42 MDC1 -2,88 TP53BP1 -175,46
ATRX -4,84 MPG -2,94 UNG -2,12
BARD1 -11,75 MSH2 -10,67 XRCC1 -5,33
BAX -38,19 MSH3 -2,86 XRCC6 -42,37
BLM -4,64 NBN -6,48
CDC25A -2,34 PARP1 -5,05
CHEK2 -5,05 PCNA -111,82
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DNA repair - F4 den 60 vs. kontrolni skupina (F4 den 0)

Log10 normalizovana expresni skupina 1

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezménéna e Downregulovand

Vysledkova tabulka 19
DNA REPAIR - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu F4 ve dnu 60 vs. kontrolni skupina

Zména exprese v Zména exprese v Zména exprese v
Gen ‘ . Gen P P Gen P P
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 5,89 LIG1 -2,15 XRCC6 -2,57
ATXN3 2,26 0GG1 -2,52 0GG1 -2,52
RFC1 2,07 PARP1 -2,29
SMUG1 2,37 RAD51 -2,06
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DNA repair - F4 den 105 vs. kontrolni skupina (F4 den 0)

Log10 normalizovand expresni skupina 2

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezménénid e Downregulovan:

Vysledkova tabulka 20
DNA REPAIR - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modie) geny
u klonu F4 ve dnu 105 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmél}a exprese v Gen ZméI}a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 6,08 MSH2 -2,74 RAD54L -3,82
APEX1 -4,01 MSH6 -2,39 RPA1 -3,82
APEX2 -2,94 MUTYH -2,06 RPA3 -4,21
BRCA1 -4,16 NEIL1 -2,63 TOP3A -3,52
BRCA2 -3,11 NTHL1 -3,49 TOP3B -2,11
BRIP1 -5,12 0GG1 -3,06 UNG -5,64
DDB1 -3,88 PARP1 -5,15 XRCC2 -3,42
ERCC2 -2,63 PARP2 -3,26 XRCC3 -2,45
ERCC4 -2,02 POLD3 -4,42 XRCC5 -2,31
ERCC8 -2,37 POLL -2,88 XRCC6 -3,82
EXO1 -8,6 PRKDC -3,04 XRCC6BP1 -3,22
FEN1 -5,19 RAD51 -7,7

LIG1 -12,51 RAD51C -4,58

MLH1 -3,26 RAD51D -2,23
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VySe popsana analyza zmén genové exprese u rezistentnich klontt B8-T315I,
B10-Y253H, E4-WT a F4-E255K vygenerovala pomérné velké mnoZstvi gent
ménicich svoji expresi v priibéhu vyvijeni rezistence na TKI. Mezi jednotlivymi klony
jsme navic pozorovali pomérné znacnou heterogenitu, pokud jde o spektrum téchto
gend. Pfi ndsledné analyze jsme chtéli zjistit, které z vySe uvedenych zmén genové
exprese se specificky tykaji procesu rozvijeni rezistence na TKI, a které lze naopak
pozorovat v pribéhu casu i u klont, které rezistenci nevyviji. Proto jsme se rozhodli
pouzit RT? Profiler PCR arrays panely (QIAGEN) na analyzu genové exprese ze
vzorkl RNA izolovanych ve dnech 0 a 70 ze tii kontrolnich CD38- kloni (B4, B5 a
B8), které rostly v médiu bez IM a nevyvijely rezistenci. Zamérili jsme se na zménu
genové exprese mezi témito ¢asovymi body, pricemz Kkritéria signifikance zmény
byla stejnd jako prfi analyze urezistentnich klond. Na zakladé zjisténi vysoké
reproducibility vysledkli predchozich analyz exprese u klont vyvijejicich rezistenci
a zdivodi nemalé finan¢ni narocnosti jiz tyto analyzy nebyly provadény

v duplikatech.
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5.1.5.5 KCL-22 CD38- Kontrolni klon B4

DNA damage kontrolni klon B4 den 70 vs. kontrolni skupina (B4 den 28)

Log10 normalizovand expresni skupina 1

Log10 normalizovand expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezmé&néns @ Downregulovand

Vysledkova tabulka 21
DNA DAMAGE - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u kontrolniho klonu B4 ve dnu 70 vs. kontrolni skupina

Zména exprese v Zména exprese v Zména exprese v
Gen . p Gen p . Gen p .
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 3,83 XPA 2,51 PCNA -2,1
BARD1 2,48 CDC25A -2,85 PPM1D -3,21
CDK7 2,29 CDC25C -2,09
GADD45G 2,28 EXO1 -2,12
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DNA repair kontrolni klon B4 den 70 vs. kontrolni skupina (B4 den 28)

Log10 normalizovand expresni skupina 1

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezménéna @ Downregulovana

Vysledkova tabulka 22
DNA REPAIR - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modie) geny
u kontrolniho klonu B4 ve dnu 70 vs. kontrolni skupina

Zména exprese v Zména exprese v Zména exprese v
Gen . . Gen . . Gen . .
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 4,59 TP53BP1 2,39 PCNA -2,78
BRCA1 2,15 XPA 5,42 PPP1R15A -2,09
HUS1 13,62 DDB2 -2,66 RAD17 -2,09
RAD9A 2,56 DDIT3 -2,03
RNF8 3,27 ERCC1 -2,21
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5.1.5.6 KCL-22 CD38- Kontrolni klon B5

DNA damage kontrolni klon B5 den 70 vs. kontrolni skupina (B5 den 28)

Log10 normalizovand expresni skupina 1

Logl0 normalizovand expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezmé&nénd ® Downregulovand

Vysledkova tabulka 23
DNA DAMAGE - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u kontrolniho klonu B5 ve dnu 70 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmér}a exprese v Gen ZméI}a exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich
CDKN1A 6,54 CDC25A -2,89 0GG1 -2,95
DDIT3 2,39 CHEK1 -2,91 PARP1 -2,93
PPP1R15A 2,93 CHEK2 -2,16 PCNA -2,39
ABL1 -2,14 EXO1 -2,62 RAD51 -2,95
ATRIP -2,97 FANCA -2,89 RPA1 -2,03
BBC3 -2,51 FANCD2 -2,6 XRCC2 -2,13
BLM -2,57 LIG1 -2,46
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DNA repair kontrolni klon BS den 70 vs. kontrolni skupina (B5 den 28)

Log10 normalizovana expresni skupina 1

2 1.5 1
Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezménénd e Downregulovand

Vysledkova tabulka 24
DNA REPAIR - Overexprimované (Cervené) a underexprimované (modie) geny
u kontrolniho klonu B5 ve dnu 70 vs. kontrolni skupina

Gen Zmér}a exprese v Gen Zmér{a exprese v Gen Zmélfa exprese v
nasobcich nasobcich nasobcich

ERCC6 2,02 LIG1 -2,15 RAD51 -2,14
MSH4 3,42 LIG3 -2,06 RAD51C -2,34
BRCA1 -2,37 MLH1 -2,45 TOP3A -2,24
BRIP1 -3,19 NEIL3 -3,35 UNG -2,06
DDB1 -2,2 0GG1 -2,58 XRCC3 -2,72
ERCC2 -2,18 PARP1 -2,92

FEN1 -2,18 RAD23A -2,65
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5.1.5.7 KCL-22 CD38- Kontrolni klon B8

DNA damage kontrolni klon B8 den 70 vs. kontrolni skupina (B8 den 28)

Logl0 normalizovand expresni skupina 1

Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand e Nezménénd @ Downregulovand

Vysledkova tabulka 25
DNA DAMAGE - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modre) geny
u kontrolniho klonu B8 ve dnu 70 vs. kontrolni skupina

Zména exprese v Zména exprese v Zména exprese v
Gen . . Gen . . Gen . .
nasobcich nasobcich nasobcich
ATM 2,51 REV1 2,13 MDC1 -2,27
CDKN1A 6,45 XPA 2,2 0GG1 -3,29
DDIT3 2,64 CDC25C -2,2 PARP1 -3,34
MRE11A 2,11 EXO01 -2,28 RPA1 -2,23
PPP1R15A 4,53 H2AFX -2,2

69



DNA repair kontrolni klon B8 den 70 vs. kontrolni skupina (B8 den 28)

Log10 normalizovana expresni skupina 1

15
Log10 normalizovana expresni kontrolni skupina

Upregulovand @ Nezménéna @ Downregulovana

Vysledkova tabulka 26
DNA REPAIR - Overexprimované (cervené) a underexprimované (modie) geny
u kontrolniho klonu B8 ve dnu 70 vs. kontrolni skupina

Zména exprese v Zména exprese v Zména exprese v
Gen . . Gen . . Gen . .
nasobcich nasobcich nasobcich

ATM 2,38 RAD51B 2,38 MRE11A -2,3

BBC3 2,27 SUMO1 2,14 RAD17 -2,35

HUS1 16,56 XPA 3,58 RBBP8 -2,03
MBD4 3,14 XPC 2,06
RAD50 2,64 DDB1 -2,25
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5.1.5.8 Vysledky analyzy zmén genové exprese

Vysledky celé analyzy jsme vyhodnotili nasledujicim zptisobem: Pro kazdy
jednotlivy rezistentni klon B8-T315I, B10-Y253H, E4-WT a F4-E255K jsme
zaznamenali geny, jejichZ exprese se oproti kontrolni skupiné (den 0) konzistenté
zvySovala (Vysledkova tabulka 27) nebo konzistentné sniZovala (Vysledkova
tabulka 28) vobou analyzovanych c¢asovych bodech. Geny byly zaznamenany
separatné pro oba panely RT? Prolifer PCR Array Human DNA Damage Signaling
Pathway a pro RT? Prolifer PCR Array Human DNA Repair. Do stejnych
Vysledkovych tabulek jsme obdobné zaznamenali geny, jejichZ exprese byla bud’
signifikantné zvysSena aspon u 2 ze 3 kontrolnich klont (Vysledkova tabulka 27),
nebo signifikantné sniZzena aspon u 2 ze 3 kontrolnich klonti (Vysledkova tabulka
28). Nyni jsme z tabulek identifikovali geny, které spliiuji dvé nasledujici podminky:
1) jsou uvedeny jako konzistentné signifikantné zvySené (nebo analogicky
konzistentné signifikantné sniZené) minimalné u 3 ze 4 studovanych Kklont
vyvijejicich rezistenci na TKI vjednom nebo v obou panelech a 2) nejsou zaroven
v daném panelu uvedeny jako geny se signifikantné zvySenou (resp. signifikantné

sniZenou) expresi u kontrolnich klonf.

Zvysenou expresi genu ATM a sniZenou expresi genti CDC25A a PCNA vykazovaly
jak rezistentni klony, tak i kontrolni klony. SniZenou expresi genti XRCC6 a PARP1
vykazovaly pouze rezistentni klony a tyto geny proto povazZujeme za vazné
kandidatni geny pro zapojeni do procesu rozvijeni rezistence a mutaci. Pfi srovnani
genové exprese rezistentnich klonti s mutaci a bez mutace, jsme nenasli Zddny gen

unikatni pro rezistentni klon bez mutace, s vyjimkou genu FEN1.

V posledni analyze, kterou jsem se zabyvala, jsme se zamérili na hodnoceni rozdilné
genové exprese mezi rezistentnimi klony a kontrolnimi klony dle hodnot Ct, které
jsme pro vSechny hodnoty normalizovali podle kontrolnich genti. Zaznamenali jsme
geny, jejichz primérna exprese pro klony ziskavajici rezistenci vyjadiena v hodnoté
2-ACT se v casovém bodé den 60 - 70 lisila od priimérné exprese pro kontrolni klony
(den 70) alesporii dvakrat (Vysledkova tabulka 29). Tyto geny povaZujeme za moZné

kandidaty pro dalsi analyzu jejich role v navozovani rezistence a mutageneze u CML.
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Vysledkova tabulka 27
Vysledky analyzy paneli genové exprese: zaznamenany jsou geny se signifikantné
a konzistentné zvysenou expresi u kloni vyvijejicich rezistenci a u kontrolnich klonii.

ZVYSENA EXPRESE
B8 DAMAGE (D60+75) ATM | PPP1R15A | BBC3
B10 DAMAGE (D75+90) ATM | DDB2 DDIT3
E4 DAMAGE (D60+75) ATM | PPP1R15A | RAD51B
F4 DAMAGE (D60+105) ATM [ BBC3 MLH1 TP53
KONTROLNI KLONY ATM | PPP1IR15A | DDIT3 | CDKN1A | XPA
B8 REPAIR (D60+75) ATM | ERCC6 NEIL1
B10 REPAIR (D75+90) ATM | ATXN3 ERCC5 | ERCC6 | LIG4 MRE11A
MSH5 | PARP3 POLL RAD51B | RAD52 | XPA
E4 REPAIR (D60+75) ATM | ATXN3 LIG4 MSH5 RAD51B
F4 REPAIR (D60+105) ATM
KONTROLNI KLONY | ATM | Hus1 | XPA | | |
Vysledkova tabulka 28

Vysledky analyzy panelii genové exprese: zaznamenany jsou geny se signifikantné
a konzistentné sniZenou expresi u klont vyvijejicich rezistenci a u kontrolnich klonii.
Cervené jsou vyznaceny geny, jejichZ exprese se signifikantné a konzistentné méni
v daném panelu pouze pro Klony ziskavajici rezistenci a nikoliv pro kontrolni klony.

SNIZENA EXPRESE

B8 DAMAGE (D60+75) CDC25A | PCNA XRCC6

B10 DAMAGE (D75+90) CDC25A | PCNA

E4 DAMAGE (D60+75) CDC25A | EXO1 FEN1 PARP1 | PCNA RAD51
UNG XRCC6

F4 DAMAGE (D60+105) CDC25A | BARD1 | PARP1 | XPAl RPA1 XRCC6
EXO01

KONTROLNI KLONY (B4/5/8)) | cDC25A | cDC25C | 0GG1 PARP1 | PCNA XRPA1
EXO01

B8 REPAIR (D60+75) RAD23A

B10 REPAIR (D75+90) PARP1

E4 REPAIR (D60+75) APEX2 | FEN1 PARP1 | POLD3 | RAD51 | RPA1
XRCC6

F4 REPAIR (D60+105) LIG4 0GG1 PARP1 | RAD51 | XRCC6

KONTROLNI KLONY | RAD17 ] | | | |
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Vysledkova tabulka 29
Hodnoty 2- ACT charakterizujici signifikantné odliSnou miru exprese geni
v jednotlivych rezistentnich a kontrolnich klonech a jejich priméry.

DNA DAMAGE + REPAIR DEN 60-45 hodnoty 2-ACT

B8 B10 | E4 F4 PRUMER | | BS B8 B4 PRUMER

KLONU KONTROL
BBC3 0,003 | 0,006 | 0,002 | 0,010 0,005 0,007 | 0,016 | 0,018 | 0,013
CDC25A | 0,014 | 0,022 | 0,015 | 0,015 0,016 0,007 | 0,012 | 0,003 | 0,007
CDKN1A | 0,026 | 0,015 | 0,010 | 0,038 0,022 0,269 | 0,250 | 0,104 | 0,207
FEN1 0,126 | 0,092 | 0,086 | 0,0141 | 0,110 0,031 | 0,041 | 0,046 | 0,039
H2AFX | 0,382 | 0,483 | 0,359 | 0,489 | 0,428 0,157 | 0,166 | 0,158 | 0,159
PCNA 0,247 | 0,255 | 0,155 | 0,250 | 0,226 0,096 | 0,152 | 0,062 | 0,103
UNG 0,062 | 0,069 | 0,055 | 0,079 | 0,066 0,016 | 0,023 | 0,025 | 0,021
BARD1 | 0,016 | 0,012 {0,012 | 0,015 | 0,013 0,002 | 0,005 | 0,002 | 0,008
BAX 0,030 | 0,036 | 0,015 | 0,039 | 0,029 0,007 | 0,014 | 0,005 | 0,008
DDB1 0,033 | 0,026 | 0,024 | 0,027 | 0,027 0,012 | 0,012 | 0,006 | 0,009
DDB2 0,161 | 0,088 | 0,081 | 0,115 | 0,111 0,024 | 0,034 | 0,032 | 0,03
FANCA | 0,011 | 0,009 | 0,010 | 0,005 | 0,008 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,002
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6 Diskuze

Cilem mé diplomové prace bylo identifikovat geny z okruhu genti ucastnich
se reakci na poSkozeni DNA a oprav téchto poskozeni, jejichZ exprese se dynamicky
méni béhem vzniku rezistence na TKI a rozvoje mutaci v BCR-ABL1, a které by tedy
potencionalné mohly s témito procesy souviset. Pracovala jsem s modelem bunécné
linie KCL-22 predstavujci CML v blastickém zvratu. Tento model na rozdil od vétSiny
bunéc¢nych linii CML vykazuje pomérné nizkou citlivost vii¢i imatinibu a rychly
relaps spojeny s akvizici mutaci v BCR-ABL1, coz jej ¢ini blizkym redlnym situacim

z klinické praxe progradované CML (Yuan et al., 2010).

Predpokladem nasi prace bylo zjisténi, Ze bunky KCL-22 mohou ziskavat
mutace v BCR-ABL1 de novo po vystaveni imatinibu (Yuan et al., 2010), coZ bylo
potvrzeno i béhem ustaveni nami dale analyzovanych rezistentnich klond. Na
zakladé literatury a naSich vlastnich predchozich pozorovani jsme vznik rezistence
studovali jednak v zavislosti na expresi povrchového markeru CD38, tak rovnéz
v zavislosti na stari bunécné kultury. Bylo popsano, Ze indukovana zvySena exprese
molekuly CD38 vystavenim bunék ATRA zablokovala rozvoj BCR-ABL1 mutaci
arezistence na TKI vKCL-22 vystavenych imatinibu (Wang et al, 2014). V nasi
studii jsme expresi CD38 neindukovali vnéjsim ptlisobenim ATRA, ale zamérili jsme
se na rozdily mezi prirozené se vyskytujicimi CD38+ (tvoricich cca 0,5-5% bunék
v kultuie) a CD38- (tvoricich cca 95-99% bunék v kultuie) burikami v kulturach
KCL-22. Zjistili jsme, Ze CD38+ bunky z ¢asné kultury KCL-22 vykazovaly jednak
signifikantné vyssi citlivost na imatinib spojenou s nizZ§i mirou proliferace a vyssi
mirou apoptozy, ale také nizsi klonogenicitu i bez pritomnosti imatinibu ve srovnani
s CD38- bunkami. Tyto vysledky se tedy jevi v souladu s vySe uvedenymi zavéry
(Wang et al. 2014). Je ovSem tieba brat v potaz, Ze bunék resp. klont izolovanych
z pozdni kultury KCL-22 jsme nepozorovali rozdily v klonogenicité, apoptdze ani
proliferaci mezi CD38+ a CD38- bunkami. Pocet klontli vyrostlych z casné kultury
jevily trend neprimé umeérnosti ke koncentraci IM, které byly bunky vystaveny,
zatimco u pozdni kultury jsme tento trend nezaregistrovali. Na zakladé MTT testu

jsme zjistili, Ze pozdni kultura (> 150 pasazi) KCL-22 vykazuje zretelné vysSsi
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rezistenci na plisobemi imatinibu (ICso = 0,635 uM) oproti ¢asné kulture (< 20
pasazi) KCL-22 (ICso = 0,382 uM). Vedle toho pozdni kultura KCL-22 vykazovala
celkové sniZenou expresi CD38. Lze tedy predpokladat, Ze béhem prirozené evoluce
CML dochazi kzménam mechanismii rezistence na TKI, resp. upevnéni urcitych

mechanismii rezistence oproti jinym.

Postupnym zvysSovanim koncentrace IM plisobiciho na jednotlivé klony jsme
ziskali 4 klony z ¢asné kultury (B8-T3151, B10-Y253H, E4-WT a F4-E255K) a 2 klony
z pozdni kultury KCL-22 vykazujici stabilni rezistenci na 4 uM IM. VSechny tyto
klony vychazely z CD38- bunék, coZ opét v souladu s vysSe uvedenou praci (Wang et
al, 2014) svédci o klicové roli této molekuly v procesu rozvoje rezistence u CML.
Objev mutaci T315I, E255K a Y253H v rezistentnich klonech nebyl prekvapivy,
nebot tyto tii mutace vykazuji nejvyssi frekvenci ze vSech mutaci v CML (Apperley
et al, 2007) a vysokou rezistenci na imatinib (O’Hare et al., 2007). Jde zaroven o
mutace identifikované jako ziskané de novo v rezistentnich klonech ¢i kulturach v
predchozich pracich (Yuan et al, 2010) i v dosavadnich experimentech Skoliciho
pracovisté. U ctvrtého rezistentniho klonu (E4-WT) jsme mutované transkripty
BCR-ABL1 nedetekovali, nicméné pti dalSich analyzach (data nejsou vramci
diplomové prace prezentovdna) jsme u néj detekovali specifické, nové ziskabé
mutace v genech ATRX, RUNX1 a N-RAS a lze predpokladat, Ze tyto mutace mohou
prispivat k rezistenci klonu (Zhao et al., 2012; Koschmann et al., 2016; Guo et al., 2018).

Dale jsme vychdazeli z toho, Ze rozvoj mutaci miiZze byt ovlivnén starim
kultury, kde frekvence ziskavani mutaci ve starsi kulture vyznamné klesa (Yuan et
al, 2010). NasSe vysledky vtomto sméru nejsou jednoznatné, nebot u obou
rezistentnich klont z pozdni kultury jsme detekovali 50 % mutovanych transkripta
T315I (Data nejsou v ramci diplomové prace prezentovana). Nizsi senzitivita pozdni
kultury viic¢i IM nicméné naznacuje, Ze tyto buiiky po vystaveni IM preferencné resp.
primarné vyuzivaji mechanismy rezistence nespojené s mutacemi, dokud hladina IM
nedosahne urcité, pro jejich riist vyrazné detrimentdlni Urovné. Tento zavér je
vsouladu s pozorovanim, ze bunky CML disponuji Sirsi paletou mechanismi
rezistence, které mohou vyuZzivat v zavislosti na koncentraci a typu TKI, kterému

jsou vystaveny. Ktémto mechanismim patii zvysSeni exprese BCR-ABL1, které
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obvykle predchazi ziskani mutaci (Tang et al, 2011). V na$i praci jsme skute¢né
pozorovali, Ze klony CML reagovaly na postupné zvySovani koncentrace ptisobiciho
IM a na kultivaci vtomto prostiedi overexpresi BCR-ABL1. NaSe data nicméné
neukazala signifikantni rozdil v hladiné exprese BCR-ABL1 u klond, které nasledné
vyvinuly mutace a které je nevyvinuly, nevyjimaje rezistentni nemutovany klon E4.
Stejné tak jsme nepotvrdili, Ze by objeveni mutaci v BCR-ABL1 bylo provazeno
poklesem exprese BCR-ABL1 (jeden mechanismus rezistence ,predal Stafetu”
jinému), jak bylo popsano (Tang et al, 2011). Exprese BCR-ABL1 v jednotlivych
klonech vykazovala v priibéhu casu kolisani, nicméné zlstavala celkové vyrazné

overexprimovana.

V hlavni ¢asti své diplomové prace jsem se zamérila na geny ucastnici se
detekce poSkozeni DNA a jejich reparaci, které by mohly hrat roli v rezistenci na IM.
Mozna ucast BCR-ABL1 ve vlastni mutagenezi nebo pfimo v navozeni mutacniho
fenotypu bunky byla jiZ uvaZovana a intenzivné studovana. Mezi navrhované
mechanismy, jak BCR-ABL1 prispiva ke vzniku mutaci, patrila napt. inhibice miss-
match oprav (Stoklosa et al.,, 2008), zména exprese BRCA1 (Deutsch et al., 2003),
zpomaleni oprav DSB pres rozbiti kontrolniho komplexu ATR (Dierov et al., 2004),
nebo ovlivnéni NHE] (Deutsch et al, 2001), ale ziskana data nebyla casto

konkluzivni ani vzajemné kompatibilni (Dierov et al., 2009).

V této praci jsem zmeérila expresi 84 genii u 4 rezistentnich klonti (B8-T315],
B10-Y253H, E4-WT a F4-E255K) ve tiech ¢asovych bodech pomoci dvou expresnich
panelll od firmy Qiagen. Den 0 piedstavoval ¢as, ve kterém jsme klony vystavili
0,004 puM IM. Genovou expresi jsme dale studovali v dobé, kdy jsme detekovali
zastoupeni mutace v nizkém procentu (v prostiedi 0,4 uM IM ve dni 60-75) a dale
v ¢asovém bodé, kdy jiZ dosSlo k plnému rozvinuti mutace BCR-ABL1 ve vysoké
hladiné (v prostiredi 0,4 uM IM ve dni = 75) - stejné ¢asové body byly zvoleny i pro
analyzu klonu E4, ktery mutace nevyvinul. Miru genové exprese a jeji zménu u
jednotlivych rezistentnich klont jsme porovnavali s kontrolnimi klony, které nebyly
vystaveny imatinibu a nevyvinuly rezistenci. Zjistili jsme, Ze spektrum gend, které
méni svoji expresi mezi pocatkem analyzy (den 0) a Casem navozeni resp.

definitivniho ustaveni rezistence spojené smutacemi, se u jednotlivych
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rezistentnich klon pomérné lisi. Celkové jsme identifikovali pouze 5 gent, jejichZ
exprese se konzistenté (tj. jak ve dni 60-75, tak ve dni 275) signifikantné zvysila,
nebo se konzistentné signifikantné sniZila v analyze ve zvoleném panelu alespoii u 3
ze 4 studovanych klont. Slo o geny ATM, CDC25A, PCNA, XRCC6 a PARP1. Pomérné
pirekvapivé jsme zjistili, Ze tfi z takto identifikovanych gend ovSem méni svoji
expresi také v kontrolnich klonech nevystavenych imatinibu. Zménu exprese téchto
gend tedy nemiiZzeme spojovat s ustavenim rezistence a rozvojem mutaci, ale spise
s casovym prubéhem kultivace bunék, resp. klonti KCL-22 jako takovych. Navic jsme
nepozorovali ani odliSné profily genti ménicich svoji expresi u rezistentnich klong,
které vyvinuly mutace (B8-T3151, B10-Y253H, F4-E255K), a klonem, ktery mutace
nevyvinul (E4-WT). Signifikantni a konzistentni sniZeni exprese specifické pro klony

ziskavajici rezistenci nicméné vykazovaly geny XRCC6 a PARP1.

Gen XRCC6 Kkéduje protein Ku70. Ve formé heterodimeru se nasledné
s proteinem Ku80 se vazou na konce dvouretézcovych zlomG DNA a slouzi jako
zaklad pro vazbu dalSich proteini potiebnych pro NHE]. Na moZnou zasadni roli
Ku70 v ziskavani mutaci v KD BCR-ABL1 upozornila jiZ fada praci. Byla popsana
vyssi expresi Ku70 v CML buiikach oproti normalnim bunkam kostni drené a také
vyssSi expresi Ku70 v blastické krizi oproti chronické fazi, coZ naznacuje dlohu
tohoto proteinu vnavozeni genomové nestability (Chengcheng et al, 2008).
Presnéjsi vymezeni role tohoto molekuldrniho mechanismu je vSak stale predmétem
intenzivniho studia. V nékterych pracich bylo popsano, Ze se exprese Ku70 zvySuje
pfi mutagenezi KD BCR-ABL1 a mirné sniZzeni exprese Ku70 zcela blokuje ziskavani
mutaci, zatimco vyrazny genovy knock-down vede k apoptoze leukemickych bunék
(Wang et al, 2013). To by naznacovalo, Ze za mutagaenzi BCR-ABL1 mizZe byt
zodpovédna zvysena aktivace chybujici NHE] drahy. Jiné prace ale neukazaly, Ze by
aktivita, resp. exprese BCR-ABL1 méla vliv na expresi Ku70 v bunikkach CML (Deutsch
et al, 2001; Sallmyr et al.,, 2008). V nedavné dobé byl poodhalen klicovy vyznam
posttranslactnich modifikaci Ku70 a vazeb tohoto proteinu v komplexu
s modifikatnimi enzymy SIRT1 a LSD1, které rozhoduji o iniciaci nebo naopak
zablokovani pripadné mutageneze (Roth et al, 2016). Pravé SIRT1 muze byt

pravdépodobnym spojovacim ¢ldnkem mezi expresi CD38 a mutagenezi spojenou
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sroli Ku70 (Wang et al., 2014), nicméné v nasi praci jsme zmény exprese SIRT1
béhem navozeni rezistence a ziskani mutaci nezaznamenali. Nase vysledky ukazuji,
ze exprese Ku70 byla béhem procesu mutageneze sniZena oproti kontrolnim
klontim bunék KCL-22. SniZzena exprese Ku70 byla asociovana s chromozomalni
nestabilitou a genovou nestabilitou u kolorektalniho karcinomu a karcinomu
délozniho c¢ipku (Lloret et al., 2009; Beggs et al., 2012). Vysvétlenim miize byt, Ze
sniZzeni exprese Ku70 vede k preferenci nekanonické (alternativni) drahy NHE],
ktera se opira o PARP1 a vyznacuje se jeSté vySsi mirou chybovosti oprav poskozeni
DNA (Rassol et al, 2008). V nasi analyze byla nicméné exprese PARP1 u klont
vyvijejicich mutace a rezistenci rovnéZz downregulovana. To je na prvni pohled
v rozporu s jinymi publikacemi, ve kterych popsali vyssi expresi PARP1 u CML linie
K562 rezistentni na imatinib (Tobin et al, 2013). Na druhou stranu muze byt
zajimavé, Ze na imatinib rezistentni linie K562 nikdy nevyviji mutace v BCR-ABL1
(Tang et al, 2011). Na in vitro modelech savcich bunék bylo ukazano, Ze nizka
exprese PARP1 pri sniZené expresi Ku70 vede k sniZeni efektivity spojovani konct a
dalSimu omezeni reparac¢nich schopnosti bunék (Mansour et al, 2010; Mansour et
al, 2013) Kazdopadné je ziejmé, Ze objasnéni role XRCC6/Ku70 a PARP1
v mutagenezi BCR-ABL1 u CML bude vyZadovat dalsi studium.

Na zakladé diferencialni exprese v dobé rezistence na IM spojené s mutacemi
oproti kontrolnim genim jsme vytipovali dalSich 12 genii ucastnicich se reakci na
poskozeni DNA a jejich oprav, které by mohly hrat roli v navozeni rezistence na TKI.
Je mezi nimi i gen FEN1, jehoZ exprese se specificky, konzistentné a signifikantné
sniZzila v pribéhu vyvoje rezistence u klonu E4 bez mutace v BCR-ABL1. Vyznam této
skute€nosti zlistava pro tuto chvili nejasny. Analyza neidentifikovala jasny rozdil
v genové expresi u rezistentnich kloni s mutacemi (B8-T315I, B10-Y253H a F4-
E255K) a bez mutaci (E4-WT). Ziskana data tvori vtomto pripadé pouze surovy
material pro dalsi analyzy. Na zakladé zjisténi, Ze v klonech dochazi ke zménam
exprese rady gend v cCase bez ohledu na to, zda jsou vystaveny IM a vyvijeji
rezistenci, a Ze expresni profily jednotlivych klont jsou pomérné heterogenni, bude

potieba zmérit dalsi kontrolni klony a rovnéZ bude dobré se podivat na expresi

79



studovanych gent v klonech, které byly vystaveny IM a rostly pti 0,4 pM IM (bez
mutace), ale nebyly schopny prezit ve 4 uM IM.

Tato prace je soucasti dlouhodobého projektu zaméreného na objasnéni
molekularnich, farmakogenetickych a epigenetickych mechanismii rezistence na TKI
u CML. Vedle mechanismi rezistence spojenych s mutacemi v KD BCR-ABL1 se
projekt zaméruje i na dalSi mechanismy rezistence, které jsou BCR-ABL1 nezavislé.
Jednim z vystupli prace by mohla byt identifikace genf, jejichZ produkty by bylo
mozné terapeuticky cilit ve snaze zabranit rozvoji mutaci v BCR-ABL1. Bylo
ukazano, Ze rozvoj mutaci a rezistence na TKI lze inhibovat pomoci ATRA (Wang
etal. 2014). Také jini autori (Ikejiri et al. 2018) indukovali silnou expresi CD38
pouzitim Coleteninu A a tim inhibovali sebeobnovovaci kapacity bunék CML. Dalsi
takova nalezena latka je Auragofin, ktery se vyuziva pro 1é¢bu revmatické artritidy.
Bylo zjisténo, Ze u CML rezistentnich bunék divokého typu, ale i u bunék obsahujici
mutaci T315I, 1ze Auragofinem indukovat apopt6zu (Chen et al.,, 2014). Tyto latky
mohou nalézt pripadné terapeutické vyuziti v1écbé progresivnich fazi CML

spojenych s rozvojem mutaci.
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7 Zaver

Predklddana diplomova prace je zaméiena na mechanismy vzniku rezistence
bunék chronické myeloidni leukemie na TKI resp. na imatinib, ktera je spojena
srozvojem mutaci v kindzové doméné BCR-ABL1. Ve své praci jsem s vyuZitim
in vitro modelu bunék KCL-22 testovala hypotézu, Ze rozvoj mutaci v KD BCR-ABL1
de novo po vystaveni bunék IM je zprostfedkovan produkty geni, které reaguji na
poskozeni bunécné DNA a opravuji je. Hypotéza vychazela z predstavy, Ze béhem
akvizice mutaci v BCR-ABL1 dochazi k deregulaci exprese téchto geni.

1. Ve své praci jsem zmeérila exprese 84 genti ucastnicich se reakce buriky na
poskozeni DNA a oprav téchto poskozeni v riznych c¢asovych bodech postupného
vzniku rezistence a ziskavani a rozvoje mutaci v klonech KCL-22. Identifikovali jsme
geny se signifikantni a konzistentni zménou exprese béhem navozovani rezistence.
Vedle toho jsme zmérili exprese stejnych 84 genli v obdobnych ¢asovych bodech
u tiech klonii KCL-22, které nebyly vystaveny imatinibu a nevyvijeli rezistenci na
TKI. Zjistili jsme znacnou heterogenitu genii ménicich signifikantné svoji expresi pri
navozovani rezistence na TKI u jednotlivych klonl. Pres tuto riiznorodost jsme
identifikovali geny XRCC6 a PARP1, jejichZ exprese se konzistentné, signifikantné
a specificky sniZovala v priibéhu navozeni rezistence a rozvoje mutaci v KD BCR-
ABL1. V ptipadé XRCC6 jde o gen, jehoZ role v mutagenezi BCR-ABL1 je jiz fadu let
intenzivné zkoumdana. Oba geny hraji zdsadni roli v kanonické, resp. alternativni
cesté oprav dvojretézcovych zlomi nehomolognim spojovanim konct (NHE]), coz
naznacuje, Ze pii vzniku mutaci v KD BCR-ABL1 miiZze dochazet k deregulaci pravé

této drahy.

Pokud je o stanovené specifické dil¢i cile, zjistli jsme:

2. CD38+ bunky u casné kultury vykazovaly ve srovnini s CD38- burnkami
z téZe kultury statisticky nizsi klonogenicitu, niZ$i miru proliferace a vyssi citlivost
k IM (vy$3i miru apoptézy). Casnd  kultura KCL-22 vykazovala vy$8i miru
proliferace, ale také vyssi citlivost k ptisobeni IM ve srovnani s pozdni kulturou.

U bunék zpozdni kultury KCL-22 jsme také na rozdil od bunék z ¢asné kultury
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nepozorovali rozdily v klonogenictivé, mife proliferace a citlivosti k IM mezi CD38+
a CD38- klony.

3. Klony, které vyvinuly rezistenci, nevykazovaly vyssi expresi BCR-ABL1 nez
klony, které rezistenci nevyvinuly. To miiZe naznacovat, Ze vySe popsané zmény
exprese v genech XRCC6 a PARP1 jsou nezavislé na aktivité BCR-ABL1. Exprese
BCR-ABL1 jevila stoupajici trend s dobou kultivace a zvySovanim koncentrace IM

plsobici na buriky.

Tato diplomova prace vznikala v ramci reSeni SirSiho projektu na pracovisti
Oddéleni molekularni genetiky UHKT majictho za cil objasnit mechanismy
rezistence a mutageneze u bunék CML. DosaZené vysledky navazuji na jiz ziskana
data a budou vyuzita vramci skladani komplexnéjsiho ndhledu na tuto

problematiku s presahem do klinické praxe.
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