Errata diplomové prace Molekuldrni mechanismy rezistence a mutageneze

u bunécnych linii CML

Kapitola 4. Material a metody, strana 25
Z nedostatku biologického materialu a omezenych financi nebyl pro Zadny

experiment proveden biologicky duplikat.

Kapitola 4.7 RT-qPCR, strana 31

Data byla vyhodnocena pomoci kalibra¢ni krivky redici rady standardi se
znamym poctem kopif transkriptu BCR-ABL1 a kontrolniho genu (-glukuronidazy (GUS).
Byl vypocten soucet poctu kopii pro BCR-ABL1 resp. GUS z paralelnich méreni vzorkd.
Hladiny BCR-ABL1 byly vyjadreny v mezinarodnim meéritku IS (International Scale)
v procentech podle vypoctu: ,(podil souctu poctu kopii BCR-ABL1 a souctu poctu kopif
GUS) * korekeni faktor CF * 100 %“. Pouzitd hodnota CF byla 1,48. Korek¢ni faktor CF,
ktery umoZiiuje prepocet exprese do hodnot IS, je vydavan referencni laboratoii
National Genetics Reference Laboratory v Salisbury ve Spojeném kralovstvi. Kontrola
presnosti méreni exprese BCR-ABL1 probihala dle definovanych nejistot méreni
metodiky: pro hodnoty exprese BCR-ABL1 u Ct<30 se technické duplikaty neodlisuji o
vice nez 0,5 cyklu, pro kontrolni gen GUS se technické duplikaty neodlisuji o vice nez 0,3
cyklu. Pro zméteni hladiny exprese BCR-ABL1 byl pouZit technicky duplikat pro kazdy

méreny vzorek.

Kapitola 7. Zavér, strana 81

Predkladana diplomova prace je zamérena na mechanismy vzniku rezistence bunék
chronické myeloidni leukemie na tyrosinkinazové inhibitory (TKI) resp. na imatinib
(IM), ktera je spojena s rozvojem mutaci v kindzové doméné (KD) BCR-ABL1. Ve své
praci jsem s vyuZitim in vitro modelu bunék KCL-22 testovala hypotézu, Ze rozvoj mutaci
v kinazové doméné BCR-ABL1 de novo po vystaveni bunék imatinibu je zprostfedkovan
produkty genti, 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 zmérila exprese 84 geni reagujicich na signalizaci poskozeni a
reparace DNA v rtznych ¢asovych bodech postupného rozvoje mutaci a vzniku
rezistenci v klonech KCL-22. Pro experiment byl pouZit panel RT2 Profiler PCR
Arrays od firmy Qiagen a vzorky byly méfeny v technickych duplikatech.
Identifikovali jsme geny se signifikantni a konzistentni zménou exprese béhem
navozovani rezistence. Vedle toho jsme zmérili exprese stejnych 84 genl v
obdobnych casovych bodech u trech klonti KCL-22, které nebyly vystaveny
imatinibu a nevyvijely rezistenci na TKI. Zjistili jsme zna¢nou heterogenitu gent
ménicich signifikantné svoji expresi pri navozovani rezistence na TKI u
jednotlivych rezistentnich klonti. Pies tuto rtiznorodost jsme identifikovali geny
XRCC6 a PARPI1, jejichz exprese se konzistentné, signifikantné a specificky
snizovala v priibéhu navozeni rezistence a rozvoje mutaci v KD BCR-ABL1. V
pripadé XRCC6 jde o gen, jehoZ role v mutagenezi BCR-ABL1 je jiz tadu let
intenzivné zkoumana. Oba geny hraji zasadni roli v kanonické, resp. alternativni
cesté oprav dvojietézcovych zlomi nehomolognim spojovanim koncti (NHE]), coz
naznacuje, Ze pri vzniku mutaci v KD BCR-ABL1 miiZe dochazet k deregulaci

praveé této drahy.

Pokud jde o stanovené specifické dil¢i cile, zjistili jsme:

2. CD38+ bunky u ¢asné kultury vykazovaly ve srovnani s CD38- buiikami z téze
kultury nizsi klonogenicitu (Vyhodnoceno Studentovym t-testem pro vybéry se
shodnym rozptylem, p hodnoty uvedeny v textu prace), niz$i miru proliferace a
vys$si citlivost k IM (vy$si miru apoptézy). Casna kultura KCL-22 vykazovala trend
vyss$i miry proliferace, ale také vyssi citlivosti k plisobeni IM ve srovnani s pozdni
kulturou. U bunék z pozdni kultury KCL-22 jsme také na rozdil od bunék z ¢asné
kultury nepozorovali rozdily v klonogenicité (p hodnoty uvedeny v textu prace),
mife proliferace ani citlivosti k IM mezi CD38+ a CD38- klony.

3. Klony, které vyvinuly rezistenci, nevykazovaly vyssi expresi BCR-ABL1 nez klony,
které rezistenci nevyvinuly. To mliZe 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 pusobici

na bunky.



Tato diplomova prace vznikala v ramci reSeni SirSiho projektu na pracovisti
Oddéleni molekularni genetiky UHKT majiciho za cil objasnit mechanismy rezistence a
mutageneze u bunék CML. DosaZené vysledky navazuji na jiZ ziskana data a budou
vyuzita v ramci sklddani komplexnéjSiho nahledu na tuto problematiku s presahem do

klinické praxe.



