
Errata diplomové práce Molekulární mechanismy rezistence a mutageneze 

u buněčných linií CML 

 

Kapitola 4. Materiál a metody, strana 25 

Z nedostatku biologického materiálu a omezených financí nebyl pro žádný 

experiment proveden biologický duplikát. 

  

Kapitola 4.7 RT-qPCR, strana 31 

Data byla vyhodnocena pomocí kalibrační křivky ředící řady standardů se 

známým počtem kopií transkriptu BCR-ABL1 a kontrolního genu β-glukuronidázy (GUS). 

Byl vypočten součet počtu kopií pro BCR-ABL1 resp. GUS z paralelních měření vzorků. 

Hladiny BCR-ABL1 byly vyjádřeny v mezinárodním měřítku IS (International Scale) 

v procentech podle výpočtu: „(podíl součtu počtu kopií BCR-ABL1 a součtu počtu kopií 

GUS) * korekční faktor CF * 100 %“.  Použitá hodnota CF byla 1,48. Korekční faktor CF, 

který umožňuje přepočet exprese do hodnot IS, je vydáván referenční laboratoří 

National Genetics Reference Laboratory v Salisbury ve Spojeném království. Kontrola 

přesnosti měření exprese BCR-ABL1 probíhala dle definovaných nejistot měření 

metodiky: pro hodnoty exprese BCR-ABL1 u Ct<30 se technické duplikáty neodlišují o 

více než 0,5 cyklu, pro kontrolní gen GUS se technické duplikáty neodlišují o více než 0,3 

cyklu. Pro změření hladiny exprese BCR-ABL1 byl použit technický duplikát pro každý 

měřený vzorek. 

 

Kapitola 7. Závěr, strana 81 

Předkládaná diplomová práce je zaměřena na mechanismy vzniku rezistence buněk 

chronické myeloidní leukemie na tyrosinkinázové inhibitory (TKI) resp. na imatinib 

(IM), která je spojena s rozvojem mutací v kinázové doméně (KD) BCR-ABL1. Ve své 

práci jsem s využitím in vitro modelu buněk KCL-22 testovala hypotézu, že rozvoj mutací 

v kinázové doméně BCR-ABL1 de novo po vystavení buněk imatinibu je zprostředkován 

produkty genů, které reagují na poškození buněčné DNA a opravují je. Hypotéza 

vycházela z představy, že během akvizice mutací v BCR-ABL1 dochází k deregulaci 

exprese těchto genů.  

 



1. Ve své práci jsem změřila exprese 84 genů reagujících na signalizaci poškození a 

reparace DNA v různých časových bodech postupného rozvoje mutací a vzniku 

rezistencí v klonech KCL-22. Pro experiment byl použit panel RT2 Profiler PCR 

Arrays od firmy Qiagen a vzorky byly měřeny v technických duplikátech. 

Identifikovali jsme geny se signifikantní a konzistentní změnou exprese během 

navozování rezistence. Vedle toho jsme změřili exprese stejných 84 genů v 

obdobných časových bodech u třech klonů KCL-22, které nebyly vystaveny 

imatinibu a nevyvíjely rezistenci na TKI. Zjistili jsme značnou heterogenitu genů 

měnících signifikantně svoji expresi při navozování rezistence na TKI u 

jednotlivých rezistentních klonů. Přes tuto různorodost jsme identifikovali geny 

XRCC6 a PARP1, jejichž exprese se konzistentně, signifikantně a specificky 

snižovala v průběhu navození rezistence a rozvoje mutací v KD BCR-ABL1. V 

případě XRCC6 jde o gen, jehož role v mutagenezi BCR-ABL1 je již řadu let 

intenzivně zkoumána. Oba geny hrají zásadní roli v kanonické, resp. alternativní 

cestě oprav dvojřetězcových zlomů nehomologním spojováním konců (NHEJ), což 

naznačuje, že při vzniku mutací v KD BCR-ABL1 může docházet k deregulaci 

právě této dráhy. 

 

Pokud jde o stanovené specifické dílčí cíle, zjistili jsme: 

2. CD38+ buňky u časné kultury vykazovaly ve srovnání s CD38- buňkami z téže 

kultury nižší klonogenicitu (Vyhodnoceno Studentovým t-testem pro výběry se 

shodným rozptylem, p hodnoty uvedeny v textu práce), nižší míru proliferace a 

vyšší citlivost k IM (vyšší míru apoptózy). Časná kultura KCL-22 vykazovala trend 

vyšší míry proliferace, ale také vyšší citlivosti k působení IM ve srovnání s pozdní 

kulturou. U buněk z pozdní kultury KCL-22 jsme také na rozdíl od buněk z časné 

kultury nepozorovali rozdíly v klonogenicitě (p hodnoty uvedeny v textu práce), 

míře proliferace ani citlivosti k IM mezi CD38+ a CD38- klony. 

3. Klony, které vyvinuly rezistenci, nevykazovaly vyšší expresi BCR-ABL1 než klony, 

které rezistenci nevyvinuly. To může naznačovat, že výše popsané změny exprese 

v genech XRCC6 a PARP1 jsou nezávislé na aktivitě BCR-ABL1. Exprese BCR-ABL1 

jevila stoupající trend s dobou kultivace a zvyšováním koncentrace IM působící 

na buňky.  

 



Tato diplomová práce vznikala v rámci řešení širšího projektu na pracovišti 

Oddělení molekulární genetiky ÚHKT majícího za cíl objasnit mechanismy rezistence a 

mutageneze u buněk CML. Dosažené výsledky navazují na již získaná data a budou 

využita v rámci skládání komplexnějšího náhledu na tuto problematiku s přesahem do 

klinické praxe. 

 


