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Akutni myeloidni leukémie je maligni nadorové onemocnéni hematopoetického systému.
Dostupna lécba stale neptinadsi dostatecné vysledky, jelikoz péti let od stanoveni diagndzy se doziva
pouze necelych 30 % pacientl. Zakladni indukcni terapii uz dlouhd desetileti tvofi kombinace
cytarabinu s antracyklinem, nazyvana také jako , 7+3“ terapie. Diky karyotypizaci a imunofenotypizaci
pacient( se v poslednich par letech potvrdila velkd heterogenita onemocnéni, coZ podpofilo i rozvoj
cilenych léciv. Na vysledek terapie mohou mit vliv i dalsi faktory, napfiklad transportéry podilejici se
na prestupu léciv i esencidlnich molekul pfes bunééné membrany. V této praci jsem se proto vénovala
zejména vlivu vybranych membranovych prenasec¢t OCTN1, OCTN2 a ABCC4 na progndzu onemocnéni
a terapii pacientd.

Nejprve jsme si na mononukledrnich burfkdach izolovanych z krve de novo diagnostikovanych
pacientli s AML pomoci RT-PCR a ddPCR metody urcili mnozstvi transkriptd studovanych gend. Nejvétsi
interindividudlni variabilita se ukdzala u OCTN1 a ABCC4 transportéru, jakoZto influxniho a efluxniho
prenasece pro cytarabin. Na zakladé téchto hodnot jsme vytvofili Kaplan-Meierovy kfivky preziti a
zjistili, Ze exprese OCTN1 transportéru se jevi jako prediktivni pro délku preziti. Vysledky z RT-PCR a
ddPCR metody jsme dale hodnotili v kombinaci s klinickymi daty z Fakultni nemocnice Hradec Kralové
a hledali moZné souvislosti. Nejzajimavéjsi fakt, ktery se prozatim v zZadné jiné studii neobjevil, je ten,
Ze pritomnost FLT3 mutace je spojena s nizsi expresi pravé prediktivniho OCTN1 transportéru. U NPM1
mutace, s pozitivnim prognostickym vlivem, se Zadny trend neobjevil. U klasifikace ELN, ktera je
z prognostického pohledu nejaktualnéjsi a nyni nejvice rozsifena, jsme zaznamenali trend, Ze pacienti
zafazeni do nepfiznivé kategorie maji vyrazné vyssi expresi OCTN2 transportéru. Tento fakt si
vysvétlujeme jako obranny mechanismus bunky, kterd se velmi rychle dokdze adaptovat na okolni
prostiedi a vyssi potfebu L-karnitinu pro oxidaci mastnych kyselin a produkci energie.

Vyvoj novych cilenych selektivnich |éCiv je na vzestupu, pravé diky konkrétnéjSimu prozkoumani

patofyziologie nemoci. Z cilenych lé¢iv na FLT3 mutaci jsou v CR schvéleny zatim pouze dvé — a to



midostaurin a gilteritinib. Kvili zjisténému vztahu mezi OCTN1 a FLT3 mutaci se nabizi hypotéza
ohledné ovlivnéni OCTN1 transportéru inhibitory FLT3 —a to z pohledu jeho exprese i funkce. S vyuzitim
modelové MDCKII-OCTN1 linie jsme zjistili, Ze ani jedno ze schvalenych |éc¢iv funkéné neovliviiuje
OCTN1 transportér. Pfi expozici MV4-11 bunék, které nesou FLT3 mutaci, IéCivim jsme zaznamenali
signifikantni zvySeni u OCTN2 transportéru, a zaroven signifikantni, i kdyZz mirné, zvySeni OCTN1
transportéru.

Vysledky nasi prace ukazuji vyznamnou souvislost OCTN1 transportéru s preZitim AML pacientd
|éCenych cytarabinem. Vyplyva z nich moznda uUprava terapeutického schématu pacientl s AML a
zaroven FLT3 mutaci, kdy se nabizi do inicidlni faze indukéni terapie pfidat selektivni inhibitor FLT3
mutace. Mohlo by dojit ke zvySeni exprese OCTN1 transportéru, a tak klepsim terapeutickym

vysledk(im. Je ovéem nutné se témto teoretickym zavér(m dale vénovat a ovéfit je.
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Acute myeloid leukaemia (AML) is a malignant disease of hematopoietic system. Available
treatment does not produce suitable results, as the 5-year survival is only about 30%. The primary
induction therapy has remained the same for many years — combination of cytarabine and
anthracycline, known as ”7+3“. By karyotyping and immunophenotyping of patients in the last few
years, heterogeneity of the disease was confirmed, which also led to the development of targeted
drugs. Other factors such as transporters that play a role in drug transport across plasma membranes
may affect the treatment outcome. In my diploma thesis, | therefore focused on the effect of selected
membrane transporters OCTN1, OCTN2 and ABCC4 on the prognosis and therapy of AML patients.

First, we specified the number of transcripts of studied genes using the RT-PCR and ddPCR
methods in samples isolated from mononuclear cells of the blood of de novo diagnosed AML patients.
The significant interindividual variability was found for the OCTN1 and ABCC4 transporters, which
represent influx and efflux transporters for cytarabine. Based on the results from PCR, we generated
the Kaplan-Meier survival curves and discovered that the OCTN1 transporter appears to be predictive
marker of survival. Using the values from PCR method and clinical data from University Hospital Hradec
Kralové, we took a closer look at possible context to the patients’ characteristics. The most interesting
fact, which had not appeared in other studies yet, was that the most common FLT3 mutation was
related to the significant downregulation of predictive OCTN1 transporter. On the contrary, we did not
observe any changes for NPM1 mutation. Regarding the most recent and widely used risk classification
ELN, we noticed that the patients in adverse risk category had significantly increased OCTN2
expression. It could be explained as a defence mechanism of cells that could very quickly adapt to their
surroundings and high need of L-carnitine for fatty acid oxidation and energy production.

Based on new knowledge of pathophysiology of the disease, the development of new targeted

drugs accelerated rapidly. From FLT3 inhibitors category, two compounds have been approved in the



Czech Republic so far — midostaurin and gilteritinib. Because of the identified relation between OCTN1
and FLT3 mutation, we hypothesized about influencing OCTN1 transporter by selective FLT3 inhibitors
from the perspective of changes in both function and expression. Using model MDCKII-OCTN1 cells,
we found out that none of approved target drugs functionally affected OCTN1 transporter. After we
exposed MV4-11 cell line, that carries FLT3 mutation, to tested drugs, we observed significant increase
of OCTN2 expression and also significant moderate increase of OCTN1 expression.

The results of our experimental work confirmed role of OCTN1 transporter for survival of AML
patients treated by cytarabine. They also suggest possible modification of the therapeutic scheme of
AML patients with FLT3 mutation. The selective inhibitor of FLT3 could be added into the induction
chemotherapy to increase the level of OCTN1 transporter to improve the cytarabine therapy outcome.

However, further study of this hypothesis is necessary to verify its clinical significance.
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1. SEZNAM ZKRATEK

zakladni indukéni chemoterapie sestavajici z cytarabinu podavaného 7 dni

v kombinaci s antracyklinem po dobu 3 dnd
ATP — vazajici

P-glykoprotein

multidrug resistance-associated protein 4
akutni myeloidni leukémie

alternative reading frame
4-(4-(dimethylamino)styryl)-N-methylpyridinium jodid
beta-2-mikroglobulin

cyklicky adenosinmonofosfat
CCAAT/enhancer-vazebny protein alfa
kombinace cytarabinu a daunorubicinu v poméru 5:1
dropletova digitalni PCR

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
European LeukemiaNet

fetalni bovinni sérum

tyrozinkinazovy receptor 3

interni tandemova duplikace FLT3

bodova mutace FLT3
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
Hank’s balanced salt solution
hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
Madin-Darby canine kidney I

nukelofosmin 1

organic anion transporter — transportér organickych aniont(

organic cation/carnitine transporter novel
fosfatovy pufr
solute carrier

Svétova zdravotnicka organizace



2. UVoD

Nddorova onemocnéni predstavuji stale aktualni celosvétovy problém. | kdyz vyvoj v mediciné jde
velkymi kroky vpred, nadory jsou druhou nejcastéjsi pricinou Umrti v civilizovaném svété (s ohledem
na zdravotni onemocnéni). Ke vzniku rakovinnych bunék v téle existuji jisté predurcujici faktory jako
rostouci vék nebo geneticky vliv, ovsem konkrétni spoustéce se ¢asto nedafi definovat. Karcinogeneze,
proces zmén vedoucich k tvorbé neoplastické buriky, probihd u daného jedince dlouhou fadu let a je
to nékolikastupriovy proces — proto hovofime o tak moc heterogennim a u kazdého pacienta
individudInim stavu.

Akutni myeloidni leukémie (AML) je jednim ze ¢tyfech zakladnich typl krevnich malignit. Jedna se
o nadorové onemocnéni kostni drené ovliviiujici primarné krvetvorné bunky. Progndza u pacientd
s touto diagndzou neni moc nadéjna, preZiti péti let dosahne pouze necelych tficet procent pacienta.
Velikou roli ale hraji také dalsi klinické aspekty jako vstupni celkovy stav nebo vék. JelikoZ jejim vlivem
neprobiha diferenciace spoleéného myeloidniho progenitoru, dochazi tak ke snizenému poctu vsech
dalsich krevnich elementll (kromé T a B lymfocytll) pacienta, a naopak k nadmérnému hromadéni
nezralych myeloprogenitord (blastd). U jedince dochazi naptiklad k anémii, trombocytopenii i
k neutropenii a nasledné tak k vyrazné unavé, krvéceni nebo vice ¢i méné zavaznym nebo opakujicim
se infekcim. V téle se postupné utlacuje zdravy a funkéni imunitni systém ve prospéch nezralych a
nefunkénich nadorovych element, které postupné mohou infiltrovat i dalsi organy. Pokud se tyto
pfiznaky objevuji u jedince rychle a ve velké mite, jedna se o akutni stav leukémie (Doubek and Mayer,
2020; Pelcovits and Niroula, 2020).

Terapie AML neni jednotnd, vidy zaleZi na konkrétnim stavu pacienta. Zakladni schéma zahrnuje
indukéni a konsolidaéni terapii. Hlavnim cilem indukéni terapie je eradikovat veSkeré leukemické buriky
u pacienta a dostat tak hodnoty krevnich elementd na fyziologické — hovorime pak o kompletni remisi
onemocnéni. Nej¢astéji se pouziva chemoterapie, kombinace dvou cytostatickych lé¢iv — cytarabinu (7
dni) a antracyklinu (3 dny), pfedevsim daunorubicinu nebo idarubicinu — a tato kombinace se nazyva
,7+3“. Ne vidy se dosahne po jednom cyklu indukéni chemoterapie kompletni remise, a proto je nutné
ji bud opakovat nebo opét zvazit stav pacienta s ohledem na rizika a pfehodnotit dosud stanoveny cil
a strategii terapie. Pokud dojde ke kompletni remisi, pacienta jesté ¢eka konsolidac¢ni, nebo také
postremisni, terapie. Ta se opét voli dle klinickych aspektd jedince. Jejim hlavnim cilem je zamezit
navratu onemocnéni, tedy relapsu. Nejcastéji se rozhoduje mezi intenzivni chemoterapii, kdy se
podava vysoka nebo stfedni davka cytarabinu, nebo chemoterapii nasledovanou transplantaci kostni
drené. Obé dvé mozZnosti s sebou prinaseji i vyrazna uskali pro pacienta — vysoké horecky, krvaceni,
Zivot ohrozujici infekce, urputné gastrointestinalni problémy — proto je velice dllezité kazdého

pacienta hodnotit individualné a aktualné dle jeho postupujiciho stavu. Ve stadiich onemocnéni, kdy
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by pacient nebyl schopen snést naro¢nost chemoterapie, se voli paliativni nebo symptomaticka lécba
AML. Cilem je umirnit veSkeré ptiznaky a komplikace onemocnéni a zvysit tak co nejvice kvalitu Zivota
jedince (Molica et al., 2019; Yang and Wang, 2018).

Vidinu Uspésnéjsi terapie pacientl prinasi nové skupiny léciv, véetné téch cilenych na urdity typ
abnormality. Schvdleno je zatim pouze malé mnoizstvi téchto molekul, vétSina se nachazi stdle
v klinickych studiich, uz ted' ale lze fici, Ze u jistych z nich Ize ocekdvat velmi kladné terapeutické
vysledky a nadéji pro pacienty.

V této diplomové préci se vénuji charakteristice vzorkd pacientl nové diagnostikovanych pro
AML. Zaméruji se hlavné na expresi membranovych transportér(, které hraji dileZitou roli pro spravny
a dostatecny ucinek v odpovédi na terapii. Konkrétné pak tedy na lécivo cytarabin, zejména pro jeho

Siroké a velmi casté uZiti. V neposledni fadé se také zaobiram vlivem novych cilenych |écCiv, FLT3

inhibitor(, na OCTN1 transportér — klicovy membranovy prenasec pro cytarabin.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) je maligni nddorové onemocnéni krevni buriky zacinajici v kostni
dreni. Problematika tohoto onemocnéni je velmi zavaina, jelikoz pouhych 29,5 % pacientl
diagnostikovanych na toto onemocnéni se doziva nasledujicich péti a vice let (NIH, 2021a). Vétsi
incidence se vyskytuje u muzll — median véku pfi pozitivni diagndze je 67 let. Incidence u dospélych
pacient( je 15/100 000 obyvatel, kdeZzto u déti 2-3/100 000 obyvatel, s vékem tak vyrazné stoupa
(Doubek and Mayer, 2013).

3.1.1. Patofyziologie, klinicky obraz

Pfirozvoji AML dochdzi k poskozeni hematopoetického systému, kdy se v téle jedince tvofinezralé
klony myeloidni kmenové buriky vlivem abnormalini proliferace a diferenciace. AML se m{iZe u pacientd
vyskytnout i v disledku radiace nebo napfiklad alkylac¢nich cinidel, ale u valné vétsiny pripadl se jedna
o primarni onemocnéni. U vice jak 95 % pacient( k jejimu rozvoji dochazi v dlsledku genetické mutace.
Ddvod muZe byt i chromozomalni, a to translokace tzv. ,core-binding” faktoru AML, ¢imZ dochazi ke
zméné procesu proliferace vsech bunék v linii — napf. trombocytd, erytrocyt(, myeloblastd. Linie bunék
(NK bunék, T a B lymfocyt() vychazejici z lymfoidni kmenové buriky poskozeny v tomto pripadé nejsou
(De Kouchkovsky and Abdul-Hay, 2016; NIH, 2021b; Pelcovits and Niroula, 2020) (Obr. 1).

multlp-ntentn:natupoetické

kmenova burika
(hemocytoblast)

v i

spoleény lymfoidni prognitor

spoleény myeloidni progenitar

1 ! s 1 l
» o ©® @ - @ ®
Enytracyt  Zima burika NK burika Maly lymfocyt

Myeloblast (velky granularni lymfocyt) e ~
l l l T - lymfocyt B - lymiocyt
[ ]
Megakaryacyt ‘3 @ -w @ ‘1
Bazofi Neutroi | E0SInOfI Koot .
- l plasmaticka bufika
Trombocyty
Makrofag

Obrazek 1: Schéma krvetvorby z kmenové buriky; prevzato a upraveno z: (Chennamadhavuni et

al., 2022)
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Manifestace klinického obrazu u akutni myeloidni leukémie zahrnuje prevdiné symptomy
vychazejici z kumulace malignich, malo diferenciovanych myeloidnich bunék jak v kostni dieni, tak i
v periferni krvi nebo organech (De Kouchkovsky and Abdul-Hay, 2016). Projevy onemocnéni nejsou
Casto vibec jednoznacné. Pacient mize byt dlouhou dobu bezpfiznakovy nebo muze pocitovat velmi
nespecifické symptomy jako napftiklad horecka, malatnost, kratky mélky dech, rychle se tvofici modtiny
na téle nebo petechie, Unava nebo ztrata chuti k jidlu véetné Ubytku hmotnosti. Samoziejmé se
vétsinou jejich vzajemnou kombinaci. Mezi né patfi naptiklad ¢asté krvaceni, opakujici se infekce nebo

diseminovanad intravaskuldrni koagulace (NIH, 2021b; Séalek, 2012).

3.1.2. Diagnostika a prognostické markery

De novo diagnostikovany pacient mize byt odhalen pti béziné kontrole krve nebo na zakladé
podrobného vysSetfeni pfi vyse zminénych symptomech. Testuje se aktivita myeloperoxiddzy, déla se
imunofenotypizace, pocitacova tomografie, morfologické, cytogenetické, molekuldrné cytogenetické,
molekuldarné genetické testy, genomové studie nebo se zkoumad pritomnost Auerovych tycinek
(azurofilni ¢ervené tycky). PFi jejich zvySeném mnoZstvi se zaroven zvysuje koagulacni riziko. AML se u
pacientl potvrzuje pti vyskytu dvaceti a vice procent pritomnosti blastll v kostni dfeni nebo periferni
krvi. Diagndzu také lze potvrdit na zakladé pfitomnosti extramedularniho tkanového infiltratu bez
ohledu na pfitomné mnoZstvi blastl (Déhner et al., 2010; De Kouchkovsky and Abdul-Hay, 2016).

Urceni spravné charakteristiky pacienta je pro vysledek lécby zasadni. Proto jsou ¢asto vyuzivany
rtzné klasifikace. Ty jsou u AML velmi rozmanité a mnohocetné. Od roku 1976 existuje Francouzsko-
americko-britska klasifikace a ta na zakladé morfologickych a cytochemickych charakteristik rozfazuje
AML do osmi subtypl — a to M0 az M7 (Bennett et al., 1976). Poté Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) nékolikrat, naposledy v roce 2016, revidovala klasifikaci AML, ktera rozlisuje Sest hlavnich typu
AML zahrnujici genetické informace s morfologii, imunofenotypizaci a také klinicky obraz (A. Arber and
Orazi, 2016). Vroce 2017 European LeukemiaNet (ELN) vytvofila klasifikaci AML navic zahrnujici i
predikci progndzy. Tim vyrazné pomobhla také v rozhodovani o typu terapie pacient(. Pacienti jsou tak
rozdéleni do tfi kategorii — pfiznivd, stfedni a nepfiznivd — a to na zakladé cytogenetického a

molekularniho profilu (Déhner et al., 2017) (Tab. 1).
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Tabulka 1: Rozdéleni AML dle ELN klasifikace do t¥i kategorii pomoci cytogenetického a
molekuldrniho profilu; pfevzato a upraveno z (Voso et al., 2019).

PRIZNIVA t(8;21)(922;922.1); RUNX —RUNX1T1
inv(16)(p13.1g22) nebo t(16;16)(p13.1;q22); CBFB— MYH11
NPMImut s FLT3-ITD nebo s FLT3-ITD""

bialelickd mutace CEBPA

O O O O

NPM1mut a FLT3-/TD"&

NPM1vildtre haz FLT3-ITD nebo s FLT3-ITD"%
1(9;21)(q21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A

cytogenetické abnormality neklasfikované jako ptiznivé nebo
neptiznivé

STREDNI

O O O O

NEPRIZNIVA t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2A pieorganizovany
1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
inv(3)(921.3g26.2) nebo t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2,
MECOM(EVI1)

-5 nebo del(5q); -7; -17/abn(17p)
komplexni karyotyp, monosomalni karyotyp
NPM1™dtvee 5 F| T3-JTDhiEn

mutovany RUNX1

mutovany ASXL1

mutovany TP53

O O O O

O O O O O O

Prognostické faktory mohou urcitou mirou predikovat zdvainost stavu pacienta nebo jeho
odpovéd na lécbu. Zarovern pomahaji pfi rozhodovani ohledné typu lé¢by. Jednotlivé faktory mGzeme
rozdélit, zda jsou v souvislosti s pacientem nebo s AML. Zakladnim prognostickym faktorem jsou
klinické aspekty pacienta — vék, komorbidity a celkovy fyzicky a psychicky stav. Se vzrlstajicim vékem,
komorbiditami i horsicim se fyzickym a psychickym stavem klesa Sance na kompletni remisi nebo
preZiti pacienta. DuleZitou roli hraji i hodnoty ziskané z krve — a to celkovy pocet krevnich desticek,
sérovy kreatinin nebo albumin. Ve spojitosti s AML hraji nejsilnéjsi prognostickou roli cytogenetické
zmény u pacienta (Tab. 1). Vyraznou vahu maji zejména molekuldrné-genetické mutace, z nichz
nejcastéjsi u AML jsou mutace nukleofosminu 1 (NPM1) a FMS-like tyrozinkindzového receptoru 3
(FLT3) (Cairoli et al., 2012; Dohner et al., 2017; De Kouchkovsky and Abdul-Hay, 2016). Tyto
predurcujici markery Ize rozdélit na ty s pozitivnim nebo negativnim vlivem - FLT3 mutace napfiklad
patfi mezi ty nepfiznivé, dale také KIT tyrozinkindzové receptorové mutace zahrnujici karyotyp t(8;21),
vék nad 60 let, vysoka exprese CD34 nebo sekundarni AML a dalsi. K pozitivnim se fadi mnohem méné
charakteristik a to napfiklad NPM1 a CEBPA mutace nebo specifické markery jako napfiklad t(15;17)
(de Jonge-Peeters et al., 2007).
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3.1.3. NPM1 a FLT3 mutace

Nukleofosmin je fosfoprotein s onkogenetickou funkci. Ma dlleZitou roli pfi tvorbé ribozom( a
podporuje rist a proliferaci bunék, je soucasti apoptotické odpovédi buriky na stres (napt. pfes signaini
drahu p53), Ucastni se plsobeni onkogenl a ovliviiuje drahy nadorovych supresorl. Nukleofosmin,
kédovany genem NPM1, je tzv. shuttling protein. VaZe se na protein zvany ,alternative reading frame”
(ARF), ktery je povaZovan za nadorovy supresor. U solidnich nddor( a lymfoidnich malignit dochazi ke
zvySené expresi NPM1, tim padem dochazi k potlaceni nddorového supresoru ARF a dochazi tak ke
snizené apoptdze bunék. Pravdépodobné dochdzi i béhem této mutace k nekontrolované produkci
abnormalnich bilych krvinek. NPM1 mutace je nej¢astéjsi geneticky defekt u akutni myeloidni leukémie
(Box et al., 2016; Fuchs, 2007; NIH, 2020).

FLT3 hraje duleZitou roli v diferenciaci a proliferaci hematopoetickych bunék, predava dal
signalovou transdukci prostfednictvim signalnich drah PI3K, RAS nebo STATS. Hlavni role tohoto

receptoru v hematopoéze je na Urovni progenitoru, kde ma vliv zejména na tvorbu dalsich podskupin

bunék (Obr. 2).
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Obrazek 2: Hematopoéza a FLT3 exprese. LT-HSC — dlouhodoba hematopoetickd kmenova
burika, ST-HSC — kratkodoba hematopoeticka kmenova burika, MPP — multipotentni progenitor, CLP —
spolecny lymfoidni progenitor, CMP — spolecny myeloidni progenitor, GMP — progenitor granulocyt(
a makrofagl, MEP — megakaryocytarni a erytroidni progenitor; prevzato a upraveno z (Levis and Perl,

2020).

Existuji dvé hlavni mutace vznikajici fosforylaci, a to interni tandemova duplikace FLT3 (FLT3-ITD)
charakterizovana duplikaéni mutaci v juxtamembrdnové doméné, kterd tvofi pfiblizné 25 % vSech AML

pfipadl, a bodova mutace FLT3 (FLT3-TKD) s typickou bodovou mutaci nebo deleci v tyrozin kinazové
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doméné vyskytujici se pfiblizné u 7-10 % pfipadd. Vlivem mutace dochazi k aktivaci mnoha signalnich
drah, a to napfiklad STAT5, MAPK a AKT, coz vede k potladeni apoptézy a k nekontrolovatelné
proliferaci bunék (Grafone et al., 2012). Tato mutace je silné spojena s leukocytdézou a zvysenym
mnozstvim blastovych bunék v periferni krvi a kostni dreni. Zjistilo se také, Ze FLT3-ITD mutace je
jednou z nejcastéji se vyskytujicich mutaci, pfesnéji Ze FLT3-ITD mutace je jednim ze tfi nejcastéjsich
hnacich mechanism( rozvoje AML u pacientl. Tato mutace se vyskytuje u vice nez 30 % pacient( nad
55 let, vytvari znaénou leukemickou zatéz, vyrazné negativné ovliviiuje stav a progndzu pacienta,
zvysSuje riziko relapsu a snizuje Sanci na celkové preziti po standardni Ié¢bé. FLT3-ITD mutace je natolik
zavaina, ze i pres podstoupeni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék je riziko relapsu
stale vysoké, pricemz pacienti po relapsu maji velmi nizké riziko druhé kompletni remise onemocnéni.
Studie také prokdazaly fakt, Ze FLT3-ITD mutace je pravdépodobné zodpovédnd za progresi
onemocnéni, coz ukazuje na dileZitost opétovného testovani pacientl pfi relapsu — u 8 % pacient( se
potvrdi pozitivni ndlez na FLT3-ITD mutaci a u 2 % na FLT3-TKD. Samoziejmé ale stav pacienta nezavisi
pouze na jednotlivych mutacich, ale spise na jejich vzajemné kombinaci a prekryvani se. Napfiklad vyse
zminénd NPM1 mutace ma pozitivni prognosticky vliv pouze v pfipadé, Ze se nevyskytuje v kombinaci
s FLT3-ITD mutaci (nebo pouze s nizkym pomérem). Casnéjéi zachyt mutace pomUze p¥i rozhodovani
typu terapie, véetné té cilené na FLT3 mutaci, a zaroven jednoznacné pom{Uze pfi pochopeni klinického

stavu pacienta (Daver et al., 2019a; Kiyoi et al., 2020).

3.1.4. Terapie AML

Zakladni terapie akutni myeloidni leukémie spociva zaprvé v indukcni terapii, kterd ma za cil
dosahnout kompletni remise, a také v postremisni terapii, jejimz hlavnim cilem je zabranit recidivé
onemocnéni. Zvolena indukéni terapie se vzdy voli na zdkladé pacienta a jeho stavu — dulezitou roli
hraji klinické aspekty jedince, typ AML s cytogenetickym a morfologickym profilem a také se bere do
uvahy cil terapie (dosahnuti kompletni remise nebo paliace). Existuji dvé varianty indukéni terapie, a
to cytotoxickd chemoterapie nebo hypometylacni Cinidla — obé& moZnosti bud v kombinaci s cilenou
terapii nebo bez ni. Zakladni schéma chemoterapie je u AML stejné uz po dobu 50 let. Pacienti, ktefi
spadaji do pfiznivé nebo stfedni kategorie onemocnéni a jsou dostatecné fyzicky zdatni snést
chemoterapii, dostavaji iniciacni lé¢bu v podobé infuze cytarabinu (nukleosidovy analog) po dobu 7
dnl v kombinaci s antracyklinem, nejcastéji daunorubicinem (inhibitor topoizomerazy Il), prvni 3 dny.
Terapie je zndma jako ,,7+3“. AZ u 80 % pacientU s pfiznivym stavem onemocnéni tato chemoterapie
vede ke kompletni odpovédi, u pacientll se stfedné zavaznym stavem to ke kompletni odpovédi vede
u 50-60 % (Pelcovits and Niroula, 2020). Casto se do této zavedené dvojkombinace pfidavaji cilena

|éCiva. U pfiznivého a stfedné zdvaziného stavu se ke kombinaci cytarabinu s daunorubicinem pridava
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napfiklad monoklonalni protilatka proti CD-33 gemtuzumab ozogomycin nebo u pacientl pozitivnich
na FLT3 mutaci midostaurin (detailnéji niZze). Ten v kombinaci s chemoterapii zlepsil hodnotu
celkového preZiti z medianu 25 mésicll na 74 mésicl (Stone et al., 2017). Pokud se oviem jednd o
pacienta s nepfiznivym stavem AML, standardni chemoterapie ,7+3“ nevykazuje uspokojivé vysledky.
Jednu z nejnovéjsich strategii |écby vysoce rizikovych pacientl predstavuje venetoklax, selektivni
inhibitor BCL-2, ktery lze pouzit i vkombinaci s CPX351 — kombinace cytarabinu a daunorubicinu
v poméru 5:1 v lipozomalni formé&, coZ vede k prodlouzené expozici. Tato terapie ma mnohem lepsi
vysledky neZ indukéni chemoterapie bez pfidani cileného Iéciva (Kadia et al., 2020). Venetoklax se
pouziva s hypometylacnimi Cinidly (azacitidin a decitabin), pfi¢emz jejich vzajemnou kombinaci bylo
dosaZeno priznivéjsich vysledkl neZ pfi pouziti samotnych hypometylacnich ¢inidel. (Dombret et al.,
2015; Doubek and Mayer, 2020; Kantarjian et al., 2021).

Co se tyce postremisni terapie, opét existuji dva zdkladni pfistupy. Jednd se o dodatecnou
cytotoxickou chemoterapii, kde se podava vysoka nebo stredni davka cytarabinu v kombinaci s cilenou
terapii nebo bez ni. Druhou mozZnosti je autologni nebo alogenni transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék, které predchdzi konsolidacni chemoterapie. Tato moznost pfipada v Uvahou pouze
po Uspésném dosaZeni kompletni remise (snizeni blastd v kostni dfeni pod 5 %) (Doubek and Mayer,
2020). Obé linie terapie maji své uskali, proto se opét voli dle celkového stavu pacienta.

V jistych pfipadech je stav pacienta natolik zavazny a neslucitelny s |éCbou, Ze se pfistupuje na
lé¢bu paliativni. Casto se vyuZivd nizkodavkové poddvani cytarabinu scilem potlacit aktivitu
onemocnéni. U vétSiny toto schéma neptindsi dlouhodobé ucinky. MozZnosti je také pouze

symptomaticka lécba s cilem zalécit veskeré symptomy AML zhorsujici kvalitu Zivota jedince.

Diky detailnéjsSimu probadani AML (zjisténi cytogenetického a molekularniho profilu — Tab. 1)
muUzeme nejen dosahovat lepsich vysledkd co se tyce terapie nebo vcasné diagndzy (ktera je velmi
dulezitd pro pozitivni vysledek), ale otevrela se tim i cesta pro vyvoj novych cilenych 1éciv (Kantarjian
et al., 2021).

Kvli vysoce negativnimu vlivu FLT3 mutace na progndzu a stav pacienta, véetné vysoké frekvence
vyskytu, se postupné vyvijeji IéCiva na tuto mutaci s cilem narusit ¢i Uplné zabranit signalizaci
iniciovanou FLT3 v mutantnim stavu. V dnesni dobé uz mame dvé rady cilenych IéCiv na FLT3 mutaci

(Tab. 2).
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Tabulka 2: Prehled cilenych inhibitor( FLT3 mutace prvni a druhé generace; pfevzato a

upraveno z: (Daver et al., 2019a; EMA, 2019).

LECIVA PRVNI GENERACE FAZE VYVOJE
SUNITINIB 2
SORAFENIB 3
MIDOSTAURIN Schvalen pro |écbu de
novo diagnostikované AML
v kombinaci s chemoterapii
LEUSTAURTINIB 2
PONATINIB 2

LECIVA DRUHE GENERACE

KRENOLANIB 3
KVIZARTINIB 3
GILTERITINIB Schvaélen pro |éCbu

recidivujici nebo refrakterni

(R/R) AML s FLT3 mutaci

e

HLAVNi NEZADOUCI UCINKY

Snizeni chuti k jidlu, bolest
hlavy, GIT obtize
Vyrazka, Unava, prijem
Horecka, ptiznaky podobné

chfipce, viedy v Ustech

Infekce, sepse, infarkt
myokardu

Pankreatitida

Nauzea, zvraceni, zadrzovani
tekutin

Prodlouzeni QTc intervalu

GIT problémy, prodlouzeni QTc
intervalu, respiracni poruchy,

porucha svalové soustavy

Léciva cilena na FLT3 mutaci midzZeme také rozdélit na typ | nebo Il, a to na zakladné interakce
s tyrozinkindzovym receptorem. Receptor po navazaniligandu prejde do své aktivni formy a podstoupi
transformacni zménu. VSechna vySe zminénd cilend IéCiva interaguji s vazebnym mistem pro ATP a
kompetitivné tak inhibuji jeho vazbu, ¢imz zabranuji fosforylaci a aktivaci signalizace. LéCiva typu |, kam
fadime sunitinib, lestaurtinib, midostaurin, krenolanib a gilteritinib, se vazi na vazebné misto ATP
v pfipadé, kdy je receptor aktivni. Tato léciva inhibuji signalizaci u mutaci typu FLT3-ITD i FLT3-TKD.
Léciva typu I, mezi které pafi sorafenib, kvizartinib a ponatinib, interaguji s hydrofobni oblasti
v bezprostredni blizkosti vazebného mista ATP — kdy toto misto je pristupné pouze v pfipadé, Ze je
receptor v neaktivnim stavu a inhibuji signalizaci pouze u mutace FLT3-ITD (Larrosa-Garcia and Baer,
2017; Levis and Perl, 2020).

Studie, které hodnotily FLT3 inhibitory prvni generace v monoterapii (Tab. 2), neprokazaly zcela
pozitivni a pfinosny efekt. Mély vcelku nizkou antileukemickou aktivitu a nékdy se objevila i zvySena

toxicita. Nékteré studie naopak pfinesly vcelku pozitivni vysledky — a to studie hodnotici sunitinib
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v kombinaci se standardni indukéni terapii a konsolidacni terapii cytarabin+daunorubicin pfinesla
vysledky, Ze 50 % pacientl s FLT3-ITD mutaci a 38 % pacientl s FLT3-TKD dosadhlo remise. Dale
napfiklad, Ze midostaurin v monoterapii u pacient( s relabujici nebo refrakterni FLT3 mutaci ma také
omezenou antileukemickou aktivitu. Zkoumal se také v kombinaci s chemoterapii ,,7+3“ u de novo
diagnostikovanych AML pacientd s FLT3 mutaci (FLT3-ITD i FLT3-TKD), kde u néj bylo prokazano
vyznamné zlepSeni celkového preziti a remise ve srovnani se samotnou chemoterapii. Ovliviiuje i jiné
regulacni drahy, a to PKC, PKA, KIT, Fgr, VEGFR1 nebo VEGFR2 a dalsi. Na zakladé téchto vysledku byl
midostaurin v roce 2017 schvalen Uradem pro kontrolu potravin a Ié&iv (FDA) pro lé¢bu de novo
diagnostikovanych dospélych AML pacientl s FLT3 mutaci. V Evropé je midostaurin schvalen v indikaci
k udrZovaci terapii pro dospélé pacienty s AML po indukci chemoterapii cytarabin/daunorubicin
s midostaurinem (RATIFY studie). Midostaurin se ukazal jako nejvice U¢inny u pacientd po transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék v prvni kompletni remisi onemocnéni. Jelikoz je to stale relativné
mladé lécivo, neustdle s nim probihaji studie a jeho celkové vyuziti a pfinosy nebo rizika se nadale
zkoumaiji (Daver et al., 2019a; Hassanein et al., 2016; Wang, 2019).

Léciva z druhé generace maji vyssi specifitu pro FLT3 receptor, vyssi Uc¢innost i toleranci pacientd.
Presto kromé této cilené drahy ovliviuji i dalsi, jako naptiklad LTK, ALK nebo AXL drahu. JelikoZ se jedna
o jesté novéjsi molekuly nez Iéciva prvni generace, opét na vSechny probihaji stale studie o zjistovani
jejich benefitd a rizik. Nicméné uzZ byla naptiklad u gilteritinibu v monoterapii prokazana u pacientd
s relabujici nebo refrakterni AML s FLT3 mutaci 49% celkovd mira odezvy (zahrnujici kompletni a
parcialni remisi), kdy pozitivni odpovéd korelovala spolu se zvySujicimi se davkami. Navic se u néj také
prokazala inhibi¢ni G¢innost u tyrosinkindazového receptoru AXL, ktery je upregulovdn v malignich
bunkach (véetné AML) a souvisi se Spatnou progndzou (Kiyoi et al., 2020). Gilteritinib u pacientl de
novo diagnostikovanych je zatim v prvni fazi studie a zkousi se jeho kombinace sindukéni a
konsolidaéni chemoterapii. Pribézné vysledky prozatim naznacuji, Ze tento postup by mohl byt
proveditelny a bezpecny (Kennedy and Smith, 2020). Kvizartinib se ve studiich ukdazal jako vysoce
potentni a nadéjné Iécivo. Mél vyrazné kladné vysledky v monoterapii (pocatecni davka 30 nebo 60
mg/den) u pacientd s AML s FLT3 mutaci, kdy kompletni remise dosahlo 47 % pacient(i. Davka 60
mg/den byla spojena i se 42% Uspésnosti tykajici se premosténi k transplantaci kostni drené.
Zkusenosti s kvizartinibem doposud jsou velice slibné a ukazuje se, Ze i v kombinaci s azacitidinem nebo
nizkou davkou cytarabinu u de novo diagnostikovanych AML pacientli s FLT3-ITD mutaci jsou
proveditelné a maji pozitivni vysledky. Je nutné jesté ve studiich pokracovat, aby se zjistilo celé
spektrum ucinku této molekuly, ale jiz nyni se ukazuje jako vysoce ucinny FLT3-ITD inhibitor se slibnou
klinickou strategii, coz by mohlo vést k vyrazné lepsim klinickym vysledkiim (Antar et al., 2020; Daver

et al., 2019a; James et al., 2020; Wang, 2019).

19



3.2. Transportéry

Jednad se o proteiny, které jsou membranové vazané a zprostfedkovavaji presun pres biologickou
membranu, ¢imz zaroven také zajistuji bunéénou homeostazu. Jsou velmi hojné exprimovany v celém
téle, zejména pak v epitelech hlavnich organt jako napfiklad jatra, stfeva, ledviny nebo v organech
s bariérovou funkci jako napriklad mozek, varlata nebo placenta. Existuji také typy organové specifické,
které zajistuji vstup i eliminaci endogennich a xenobiotickych sloucenin (Nicholls, G., 2016).

Mame dvé hlavni nadrodiny transportéri — a to ATP — vazajici (ABC) transportéry a solute carrier
(SLC) transportéry.

Vétsina SLC transportérd funguje jako influxni, nékteré ale funguji jako obousmérné a existuji i
transportéry z SLC nadrodiny fungujici jako efluxni. Hydrofilni slouceniny a slouceniny s ndbojem
nesnadno prochazeji membranou, a proto se pohybuji pomoci kanall, pump nebo pravé transportéra.
Jedna se o facilitativni nebo sekundarné aktivni transportéry — spoléhaji se bud’ na elektrochemicky
gradient pro pohyb sloucenin pfes membranu nebo na iontovy gradient tvofeny ATP dependentnimi
pumpami. Tento transport pfes membranu je proti koncentraénimu gradientu. Existuji také typy
spoléhajici se na gradient vytvoreny sekundarné aktivnimi transportéry nazyvajici se terciarné aktivni
(napf. organic anion transporter (OAT1)). U lidi bylo dosud objeveno 52 rodin SLC transportér(,
konkrétné 456 druht transmembranovych proteinud. Tento typ je schopny interagovat s velkou skalou
substratld — organickych i anorganickych. Nékteré typy jsou vysoce selektivni, co se tyce substratu
(napf. aminokyselinové transportéry z rodiny SLC7), a nékteré jsou naopak velmi malo substratové
specifické (napf. OAT transportéry z rodiny SLCO). Lisit se mohou i navzajem v jedné rodiné — napf.
v rodiné SLC22 se vyskytuje novel urate transporter 1 (URAT1) transportér selektivni pro kyselinu
mocovou, kdezto OAT1 nebo organic cation transporter (OCT) jsou velmi malo substratové specifické
a transportuji celou fadu organicky aniontd a kationtl — a to endogenni molekuly nebo tfeba rizna
antivirotika (Lin et al., 2015; Nicholls, G., 2016; Song et al., 2020). Z nadrodiny SLC transportért se budu
vénovat hlavné dvéma konkrétnim, a to organic cation/carnitine transporter novel 1 a 2 (OCTN1 a
OCTN2), které byly soucasti experimentalni ¢asti mé prace.

Druhou skupinou jsou ABC transportéry. Vime o 49 transportnich proteinech, zakédovanych v
lidském genomu, které jsou rozfazeny do sedmi podrodin — ABCA az ABCG (Szakdcs et al., 2006).
Vsechny prenasece této nadrodiny maji charakteristickou strukturu — a to dvé cytoplazmatické
nukleotidové vazebné domény (NBD) vazajici a hydrolyzujici ATP, a dvé transmembranové domény
(TMD) rozpoznavaijici a transportujici substraty (Obr.3).

NBD struktury jsou charakteristické pro jednotlivé rodiny, kdezto TMD struktury jsou vysoce
heterogenniiv ramcijedné rodiny, coZ podnécuje substratovou specificnost jednotlivych transportéra.

Cela tato skupina ABC transportéra funguje diky hydrolyze ATP jako efluxni transportéry (bez ohledu
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na koncentracni gradient). Transportuji velkou skalu substratld — ionty, polarni, amfipatické a
hydrofobni organické molekuly, peptidy, lipidy a malé proteiny. Mezi hlavni proteiny této skupiny patti
P-glykoprotein (ABCB1/MDR1), breast cancer resistence protein (ABCG2/BCRP) a nékolik typ(l z rodiny
ABCC (Dean et al., 2001; Nicholls, G., 2016; Robey et al., 2019). Dale se budu vénovat z nadrodiny ABC

transportérd konkrétné ABCC4 z dlivodu souvislosti s experimentalni ¢asti moji prace.

Obrazek 3: Schématické znazornéni struktury a funkce ABC transportéru. Modie zndzornéné
transmembranové domény (TMD), Zluta je fosfolipidova dvojvrstva a dvé Cervené zndzornéné
nukleotidové vazebné domény (NBD). V levé ¢asti obrazku jsou NBD oteviené a TMD sméruji do
vnitra bunky (transportér v neaktivnim stavu). Na pravé strané je ABC transportér v efluxnim stadiu,
kdy TMD jsou otevieny smérem vné a dochazi tak k disociaci ligandu, a to diky NBD doménam, které

vazou a hydrolyzuji ATP; prevzato z: (Szakacs et al., 2008).

3.2.1. SLC22A4 - O0OCTN1

Gen kddujici OCTN1 transportér se nazyva SLC22A4. Jedna se o prenasece organickych kationtd.
Je hojné exprimovan v tkdnich — napf. na membrané kartdcového lemu v proximalnim tubulu,
lumindlni strané epitelidlnich bunék dychacich cest, v srdci, mozku, brzliku, prostaté, rohovce,
spermiich nebo napfiklad CD14+ monocytech a mnoho dalSich. Skldda se z 11 transmembranovych
domén. MUze fungovat jako kationtovy méni¢, Na*-dependentni/non-dependentni pfenasec nebo jako
organicky kationt/proton vymeénik. Fyziologickym substratem tohoto transportéru je aminokyselina
ergothionein, majici antioxidacni funkci — vychytava radikaly a tim snizZuje oxidacni poSkozeni bunék,
L-karnitin (v malé mite), ktery hraje dlleZitou roli pfi transportu mastnych kyselin do mitochondrii, a
také transportuje nukleosidy do buriky (Kato et al., 2010). Mezi exogenni substraty transportéru patfi
napriklad pregabalin a gabapentin, tiotropium a ipratropium, chinidin, doxorubicin, imatinib,
metformin, oxaliplatina nebo napfiklad pravé cytarabin a mnoho dalSich. Cytarabin, jak je vyse

zminovano, se pouziva v zakladni linii chemoterapie pacientli s AML. Exprese tohoto transportéru
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pravé u myeloidnich bunék hraje dualeZitou roli v odpovédi pacientll na terapii (Brecht et al., 2020;

Drenberg et al., 2018; Gaborik et al., 2015).

3.2.2. SLC22A5 - OCTN2

OCTN2 transportér je kddovan SLC22A5 genem. Je opét Siroce lokalizovan v mnoha tkanich jako
napfiklad apikalni strana enterocytl, apikalni strana proximalniho tubulu v ledvinach, v kosternim
svalstvu, oku, plicich, makrofazich, lymfocytech nebo v CNS a vdalSich. Je sloZzeny z12
transmembranovych domén. Charakteristické pro tento transportér je jeho afinita, Na* zavislost a pH
citlivost. Hraje velice vyznamnou roli v transportu L-karnitinu, kde je primarné zodpovédny za pfijem
této kvartérni amoniové slouceniny do bunék — jako je vychytavani do adipocyt(, srde¢nich myocytd,
bunék kosterniho svalstva, neuronli nebo mozku. Pouze jatra a ledviny maji schopnost si L-karnitin
biosyntetizovat, proto jsou ostatni tkané vysoce zavislé na absorbci ze stfev pomoci OCTN2. Karnitin je
Zivotné dulezity pro oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich, pro udrZovani stability bunééné
membrany acetylaci fosfolipidd nebo pro antioxidacni Gcinky. U genu SLC22A5 se Casto vyskytuje
polymorfismus — nékteré jeho varianty jsou spojené napfriklad se zanétlivym onemocnénim stfev nebo
s deficitem karnitinu a tim padem s poruchou oxidace mastnych kyselin, coZz mulzZe vést ke
kardiomyopatii nebo hepatomegalii a dalsSim symptomdm. Mezi exogenni substraty tohoto
transportéru patfi napriklad tetraethylamonium (TEA), etoposid, tiotropium a ipratropium stejné jako
pro OCTN1, spironolakton, beta-laktdmova antibiotika nebo imatinib a dalsi (Gaborik et al., 2015;
Samodelov et al., 2020; Wang et al., 2020).

3.2.3. ABCC4 - ABCC4

V ABCC podrodiné nalezneme celkem 12 transportér( s rlznymi funkcemi. Vénovat se budu
konkrétné multidrug resistance-associated protein 4 (ABCC4/MRP4) transportéru — a to hlavné
z dlvodu zjisténi jeho interakce s cytarabinem, deoxynukleosidovym analogem, pouZivanym v terapii
AML. Mezi hlavni problémy s neuspéchem terapie AML mimo jiné patfi také rezistence vici
chemoterapeutikdm. Efluxni transportéry se na tomto procesu vyrazné podileji, pravé svou schopnosti
aktivné vytladit slouceninu z burniky ven. Nadmérna exprese ABC transportéra v rakovinnych burikach
je jednou zcastych pri¢éin mnohocetné lékové rezistence. Jednd se zejména o ABCB1, ABCG2,
mutlidrug-resistance protein 1 (ABCC1/MRP1), ale napfiklad i ABCC4 transportér. U ABCC4
transportéru se kromé vySe zminéné lékové rezistence u AML hovofi také o souvislosti nedostatecné
odpovédi na terapii kvili jeho regulaci proliferace a diferenciace leukemickych bunék prostrednictvim
cyklického adenosinmonofosfatu (cCAMP). Pravdépodobné se jednd o roli ABCC4 v cAMP signalizaci

v normalnim vyvoji krvetvornych bunék, kdy se pravé hladiny exprese ABCC4 transportéru snizuji
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béhem diferenciace ke zralym leukocytdm. U tohoto konkrétniho typu proteinu je potvrzena omezena
retence cytarabinu v AML burikach, ale také schopnost inhibitoru ABCC4 transportéru sorafenibu tento

fakt zvratit (Dean et al., 2001; Drenberg et al., 2016; de Jonge-Peeters et al., 2007; Liu et al., 2018).
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4. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo v prvni fadé zjistit kvantitativni mnozstvi gen ndmi zvolenych
transportéri u de novo diagnostikovanych pacientl na AML, a to SLC22A4, SLC22A5 a ABBC4 kddujicich
OCTN1, OCTN2 a ABCC4 transportéry a urcit prediktivni vliv jednotlivych prenasecl na preZiti pacient(.
DuleZitou casti bylo také porovnat mnoiZstvi transkriptl u jednotlivych pacientl na zakladé jejich
klinickych a diagnostickych charakteristik — ELN klasifikace, FLT3 mutace a NPM1 mutace — a odhalit
tak mozZnou souvislost prognostickych marker( s expresi daného transmembranového prenasece.
V neposledni fadé jsme také prozkoumali vliv novych cilenych |é¢iv, FLT3 inhibitorl, na OCTN1
transportér jak z hlediska funkénosti, kde ale bylo potfeba si vhodnou metodu zavést a optimalizovat,

tak i mozného ovlivnéni genové exprese.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Material

5.1.1. Pristroje

e Laminarni box, Jouan (Saint-Herblain, Francie)

e Inkubator, Sartorius AG (Goéttingen, Némecko)

e Centrifugy, Schoeller (Praha, Ceska republika)

e Cykler pro reverzni transkripci a ddPCR, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

e Quantstudio 6 systém pro RT-PCR, ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)
e ddPCR systém, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

e HIDEX microplate reader, Hidex (Turku, Finsko)
5.1.2. Chemikalie

e Fosfatovy pufr (PBS), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Trypsin-EDTA, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Fetdlni bovinni sérum (FBS), Diagnovum (Ebsdorfergrund, Némecko)

e Voda pro injekci (APIl), Braun (Frankfurt, Némecko)

e TRI Reagent, Molecular research center (Cincinnati, OH, USA)

e Chloroform, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Isopropylalkohol, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Etanol absolutni, Penta (Praha, Ceska republika)

e Revert-aid kit pro reverzni transkripci, ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

e RT-PCR Master mix, ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

e RT-PCR assaye, ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

e ddPCR supermix, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

e Olej pro tvorbu kapicek, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

e Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

e Midostaurin, Scintila (Jihlava, Ceska republika)

e Gilteritinib, Scintila (Jihlava, Ceskd republika)

e Verapamil, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e 4-(4-(dimethylamino)styryl)-N-methylpyridinium (ASP+), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)
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5.1.3. Bunécné linie

V experimentech, které jsem délala v rdmci moji diplomové prace, jsem pouzivala Madin-
Darby canine kidney Il (MDCKII) bunécnou linii — a to jak buriky transfekované genem nesoucim
informaci pro expresi OCTN1 transportéru, tak i vektorovou kontrolu, u které je tento gen prazdny.
Tyto bunky byly ziskdny od Dr. Markuse Grubeho (Ernst Moritz Arndt University, Greifswald,
Némecko).

Druhou bunécnou linii, kterou jsem pouZivala pro pozorovani zmény exprese OCTN1
transportéru na genové Urovni, je linie reprezentujici akutni myeloidni leukemii s FLT3-ITD mutaci — a

to MV4-11. Tato linie byla pofizena z ATCC (American type culture collection, Rockville, MD, USA).

5.1.4. Pacienti

Ve spoluprdci s 4. interni hematologickou klinikou Fakultni nemocnice v Hradci Kralové byly
ziskany vzorky periferni krve 28 pacientl s nové diagnostikovanou akutni myeloidni leukémii. Pomoci
gradientové centrifugace byly z krve vyizolovany mononukledrni buriky, které byly nasledné pouzity
pro analyzu genové exprese. Klicové charakteristiky pacientl jsou shrnuty v tabulce 3. Celkem bylo ve
studii zahrnuto 13 Zen a 15 muzl s medianem véku 64 let. Deset pacientl (36 %) bylo pozitivnich na
FLT3 mutaci. Celkova mortalita po dobu sledovani byla 54%. Studie probihala se souhlasem etické
komise Fakultni nemocnice v Hradci Kralové (Cislo souhlasu 20L70S7 LLP) a vzorky byly poskytnuty a

dale zpracovany pouze na zadkladé informovaného souhlasu podepsaného pacientem.

Tabulka 3: Zakladni charakteristika pacient( zahrnutych do diplomové prace.

POHLAVI VEK  ELN KLASIFIKACE KARYOTYP GENETICKE MUTACE
Z 64 neznama neznamy FLT3-ITD, NPM1 A
M 51 stfedni 46 XY Z4dné

z 68 stfedni 46 XX FLT3-ITD, NPM1 A
M 69 pFizniva 46 XY NPM1 A

M 54 stfedni 46 XY FLT3-ITD, NPM1 A
M 65 pFiznivéa 46 XY AML1/ETO

Z 74 pfizniva neznamy FLT3-ITD, NPM1 A
M 64 neprizniva 46 XY FLT3-ITD

M 67 nepfizniva 44,XY,del(2)(q?21g?31),del(5)(q12g34 TP53

),del(6)(g21q25),add(8)(q24),der(9)t(8
?,9),dic(16)t(16;17)(?;q10),del(20q)
[25]
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M 64
y4 68
M 54
yA 59
ya 66
M 28
ya 70
M 32
ya 68
M 67
M 30
yA 73
yA 60
ya 47
ya 76
M 23
ya 60
M 41
M 78

5.2. Metody

stredni

neprizniva

stfedni
stredni
stfedni
stredni
stfedni
stredni

neprizniva

pfizniva
neprizniva

neprizniva

stfedni
nepfizniva
stfedni
stfedni

nepfizniva

neprizniva

neznama

46,XY,t(1;3)(p36;921),der(1)t(1;3)(p36;
q21)[25]

44 XX, -
2,del(5)(q21g34),der(13)t(2;13;7?),
?del(17p),-18,del(20)(q12)[30]

46 XY

46 XX

46 XX

46 XY

46 XX

46 XY

44,XX,del(5)(q13g34),+6,-7,-
10,+der(11)t(11;11),-15,-
16,add(17)(p13),-18,+20[24]/46,XX[1]
46,XY,der(2;8;21)[28]/46,XY[2]

46 XY

76-91<4n>,XX,-X,-
8,i(17)(q10),del(X)(g?),+1-3
mar[cp16]/46,XX[4]

46 XX

46 XX

46,XX, t(9,11)

46 XY
47,XX,+1q,add(19)(p13),del(20q)[5]/4
7,XX, idem,
t(2;9)(q14;p24),del(13)(gq13)[10]

46 XY

neznamy

5.2.1. lzolace RNA, reverzni transkripce a RT-PCR

Zadné

TP53

FLT3-ITD

NPM1 D
FLT3-ITD, NPM1 D
FLT3-ITD, NPM1 A
zadné

NPM1 A

Zadné

AML1/ETO
NPM1 A

zadné

Z4dné

FLT3-ITD, NPM1 A
KMT2A/MLLT3
MLL-PTD

zadné

FLT3-ITD

neznamé

Prvnim krokem izolace RNA je homogenizace bunék. Suspenzni burky sto¢ime do pelety,

centrifugace probiha 5 minut pfi 150 x g. Dale odsajeme médium a pfiddme 1 ml TRl Reagentu na
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1 000 000 bunék a nasledné je nékolikrat propipetujeme. Tento vzorek nechdme po dobu 5 minut stat
pti pokojové teploté. Poté pridame 200 pl chloroformu na 1 ml vzorku a dliikladné protfepeme. Vzorek
opét nechame stat pri pokojové teploté zhruba 10-15 minut. Po uplynuti této doby nasleduje
centrifugace pti 4°C, 12 000 x g a to po dobu 15 minut. V tomto kroku izolace dojde k rozdéleni vzorku
na 3 faze — horni vodna bezbarva obsahujici RNA, mezifaze obsahujici DNA a spodni barevnd organicka
faze obsahujici proteiny. Pro nas potfebnou horni vodnou fazi s RNA preneseme do nové zkumavky,
ptiddme 500 pl isopropylalkoholu na 1 ml TRI Reagentu a dikladné promisime. Zkumavku nechame
stat pri pokojové teploté 10 minut a poté zcentrifugujeme pti 4°C, 12 000 x g opét po dobu 10 minut.
V tomto kroku dojde k precipitaci RNA a k vytvoreni pelety na dné zkumavky. Pro dosaZzeni dostatecné
Cistoty RNA v peleté ji dvakrat promyjeme 75% etanolem. Po finalnim odsati etanolu nechdame peletu
pfi pokojové teploté susit a nasledné ji rozpustime ve 20 pl vody na injekci. Pomoci spektrofotometru
stanovime Cistotu a koncentraci nami vyizolované celkové RNA.

Pfi reverzni transkripci dochazi k prepisu mRNA do cDNA. Z mononukledrnich bunék ale
vyizolujeme veskerou RNA, a proto do reakce k templatu RNA pouZijeme primer, ktery rozpozna
charakteristické poly-adenylové konce mRNA (oligo-dT primer) a vodu. K reakci pfidame reakéni pufr,
RNAsovy inhibitor, dNTP mix a enzym reverzni transkriptdzu. Po hodinové inkubaci pfi 42°C ziskdme
templat cDNA, ktery nasledné pouzijeme jako vstupni material do PCR metody.

Pomoci kvantitativni polymerazové retézové reakce (PCR metody) nékolikanasobné zmnoZzime a

nasledné detekujeme nami vybrané geny (Obr. 4).

] -
/
nukleotidy 5' I—— \
/ 5 I3 - 5
5' I 3
- @ o~
i Ei
: : o Denaturace e Annealing o Elongace 0 e
’ I 51
3 I 5 ~ —_
~— ’ 3’ I 5
DNA primer |
~ - S~
templat DNA, ktery 5’ 3
bude replikovan 3 I 5 -
~~

Obrazek 4: Princip RT-PCR metody. Na zacatku reakce mame templat DNA, ke kterému pridame
reakéni komponenty. Tato metoda probiha v cyklech a kazdy z nich se pak sklada z nasledujicich fazi —
denaturace, kdy dojde k oddéleni dvou fetézcu; nasleduje annealing, tedy pfipojeni specifického
primeru pro gen, ktery chceme amplifikovat; a poté elongace, kdy DNA polymeraza syntetizuje
vldkno DNA ve sméru 5-3". V n-tém cyklu nasleduje to stejné a na konci reakce vznikne 2" mnozstvi

amplifikovaného genu; pfevzato a upraveno z: (Bechling, 2022)
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Do reakce kromé templatu cDNA pfidame jesté master mix (obsahujici nukleotidy, polymerazu
atd.), assay obsahujici specifické primery a sondu (proba) tvofenou komplementarni
oligonukleotidovou sekvenci k cilovému genu, na kterou jsou ptipojeny fluorochrom a zhasec — diky
které mlzeme poté detekovat fluorescenci a C: hodnotu (cyklus, ve kterém narUst fluorescence

piekroci prahovou hodnotu) (Obr. 5).

Proba

Fluorochrom ..__. Zhaseé
Primer

—
O

! ! ) Primer

MNavazani sondy
Pohyb béhem PCR . .
I — —_— T

5
3

¢

Rozstépeni proby a
uvalnéni fluorochromu

PGR produkt

Obrazek 5: Princip funkce proby. Proba je tvofena fluorochromem a zhasecem, které jsou

navazané na komplementarni dusek k ndmi zvolenému cilovému genu. Pti amplifikaci dojde vlivem
exonukledzové aktivity Tag-DNA polymerazy k rozstépeni téchto dvou sloZek a k fluorescenci, kterou
muzeme detekovat pfi prekroceni prahové hodnoty — C: hodnota; prevzato

a upraveno z: (Bass et al., 2010)

5.2.2. Dropletova digitalni PCR

Dropletova digitalni polymerazova rfetézova reakce (ddPCR) je varianta PCR metody, diky které
muzeme primo kvantifikovat pocet kopii daného Useku genu kédujiciho nami zvolené transportéry. Do
reakce pouzijeme viceméné stejné komponenty jako do RT-PCR metody a to — supermix, assay, templat

c¢DNA a vodu. Poté v kombinaci se specidlnim olejem vytvofime aZz 20 tisic kapek, které nasledné
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opatrné prepipetujeme do desticky. V téchto kapkach izolované bud probéhne nebo neprobéhne PCR
reakce v zavislosti na tom, zda se v templdtu uzavieném uvniti kapky vyskytuje ¢i nevyskytuje Usek
cilového genu. Experiment je nasledné vyhodnocovan pomoci pfistroje na bazi priatokového
cytometru, kdy na zakladé poctu kapek, ve kterych PCR reakce probéhla ¢i nikoliv, uréime pocet kopii
testovaného genu. V této praci jsme provedli absolutni kvantifikaci jak genl kddujicich testované
transportéry, tak housekeepingového genu glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza (GAPDH) u
referenéniho vzorku, ktery byl stanovovan na vSech RT-PCR reakcich a slouZil spolu s pfislusnymi

efektivitami reakce jako podklad pro vypocet absolutniho poctu kopii vSsech gent u vSech vzork.

5.2.3. Kultivace bunék

Po rozmrazeni bunécné linie MDCKIl — OCTN1 a kontrolni MDCKII linie nasleduje jejich kultivace.
Bunky se uchovavaji vinkubatoru pfi konstantni teploté 37°C ve stabilni atmosféfe s 5% CO; a se
stabilni vlhkosti. Pfi 85-90% konfluenci se buriky musi zpasaZovat, jinak by doslo k jejich pfemnozeni,
vyCerpani veskerych Zivin z média a hrozi i riziko zmény jejich bunécného cyklu a tim padem jejich
nepouZzitelnosti na pokus.

Jednd se o prisedlou bunécnou linii, proto miZeme po kontrole jejich konfluence odsat staré
médium. Nasleduje jejich oplachnuti 5 ml PBS zahratého na 37°C (z dlvodu, aby buriky nedostaly
teplotni Sok). PBS se poté opét odsaje — pouZiva se kvlli odstranéni nezadoucich nedistot (napr.
mrtvych bunék) a zbytk( média v kombinaci s FBS (to by v dalsim kroku reagovalo s trypsinem a
deaktivovalo by ho). Navazujici krok zahrnuje pfidani 750 ul trypsinu do 25 cm? lahve. Po uvolnéni
vSech bunék ode dna kultivaéni lahve se pfida 4,25 ml DMEM a buriky se fadné rozsuspenduji. Poté se
odebere poZadované mnoistvi suspenze a pfenda se do nové malé lahve s jiz pfipravenym DMEM.
Pasazovaci pomér do malé a velké lahve je 1:25.

Na rozdil od MDCKII linie, MV4-11 jsou suspenzni buriky, a tak se postup pfi jejich kultivaci lisi.
Jejich uchovavani probiha za stejnych podminek jako u MDCKII, tedy 37°C, atmosféra s 5% CO; a se
stabilni vlhkosti. Jelikoz vSak nelze pozorovanim pod mikroskopem snadno urcit denzitu, buriky
spocitdme a nechame stocit na 5 minut pfi 150 x g, abychom ziskali bunécnou peletu a zaroven
v supernatantu starého média zlstaly fragmenty mrtvych bunék. Peletu rozsuspendujeme a cast
bunék preneseme do lahve s ¢erstvyym médiem — v tomto pripadé se pouzivd IMDM médium opét
s 10% FBS. Optimalni denzita bunék je mezi 200 tisici a 1 milionem bunék na 1 ml a pro jeji udrzeni je

dostacujici pasaZzovat dvakrat tydné.
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5.2.4. Zména genové exprese u MV4-11 bunék

Abychom zjistili, zda inhibice FLT3 povede ke zméné exprese nami studovanych transportérd,
vystavili jsme bunky MV4-11 plisobeni midostaurinu a gilteritinibu v koncentracich, které priblizné
odpovidaji volné frakci plasmatické hladiny pfi standardnim davkovani. Kazdych 24 hodin jsme ménili
médium a v ¢ase 48 a 72 hodin jsme milion bunék lyzovali pomoci TRI reagentu. Nasledné jsme izolovali
RNA, provedli reverzni transkripci a RT-PCR (obecny postup viz 3.2.2). Rozdil exprese SLC22A4, SLC22A5
a ABCC4 u bunék exponovanych IéCiviim vici kontrolnim bunkam byl stanoven pomoci AACt metody,

pficemz jako referencni gen byl opét pouzit GAPDH.

5.2.5. Kinetika akumulace ASP+

MozZnou interakci mezi gilteritinibem a midostaurinem s OCTN1 transportérem na funkcni drovni
jsme ovéfili pomoci metody kinetiky akumulace modelového fluorescenéniho substratu ASP+ u
MDCKII-OCTN1 bunék a v kontrolni linii. Jako modelovy inhibitor jsme pouzili verapamil. Nejprve jsme
akumulaci sledovali v ¢ase a fluorescenci pomoci ASP+ jsme detekovali pomoci fluorimetru.

Bunky pro pokus nasadime v po¢tu 50 000 na jamku v objemu 100 pl na 96 jamkovou destic¢ku a
nasledné inkubujeme 24 hodin do 100% konfluence. Pro zajisténi dostatecné Cistoty je dlleZité po
odsati média buriky nékolikrat oplachnout zahfatym PBS. Nasledné jsme si pfipravili koncentracni fadu
selektivnich inhibitor( FLT3 mutace midostaurinu a gilteritinibu a pfidali je k burikdm — u midostaurinu
od 0,1 uM, pres 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM az k5 uM a u gilteritinibu od 0,1 uM, pfes 0,5 uM, 1 uM,
2,5uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM az k 50 uM. Ty se poté nechali spolecné inkubovat 15 minut pfi 37°C ve
stabilni atmosféfe s 5% CO. a konstantni vlhkosti. Ihned poté se k burikam s IéCivy pfida modelovy
substrat ASP+ a zméfi se fluorescence pfi excitacni vinové délce 488 nm a emisni vinové délce 585 nm.

Tim zjistime moZnou inhibici OCTN1 transportéru ndmi zvolenymi IéCivy.

5.3. Statisticka analyza dat

Expresi sledovanych cilovych genli u AML pacientl jsme prepocitali na absolutni pocet kopii na
zakladé poctu kopii v referencnim vzorku, ktery jsme zjistili pomoci ddPCR. Referenéni vzorek byl dale
pouZzit u vsech RT-PCR reakci, a to ve tfech rGznych koncentracich, aby mohla byt zaroven spocitana
efektivita pro kazdou assay v jednotlivych RT-PCR reakcich. Po testovani tfech rdznych
housekeepingovych  genl  (beta-2-mikroglobulin  (B2M), GAPDH a hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza (HPRT1)) byl za pomoci RefFinder analyzy vyhodnocen jako optimalni

referencni gen GAPDH. Stejnym zpUsobem jako pro cilové geny byl kazdy AML vzorek analyzovan pro
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housekeepingovy gen GAPDH a pocty kopii cilovych gen( byly pro prehlednou prezentaci dat vyjadreny
jako pocet kopii na 1000 kopii referencniho genu GAPDH.

K vyhodnoceni kfivek preziti jsme pouzili Kaplan-Meierovu analyzu, pficemz parametry jako
pomeér rizik byl ziskan pomoci Log-rank (tzv. Mantel-Coxova) testu. Korelace mezi expresemi gen(i jsme
vyhodnocovali prostiednictvim linearni regrese. U pokusU vyZadujicich testovani nulové hypotézy jsme
pouzili neparametricky Mann-Whitneylv (2 subpopulace), nebo Kruskal-Wallisiv (3 a vice
subpopulaci) test v pripadé pacientskych vzorkd. U bunéénych experiment( pak analogicky probihaly
analyzy parametrickym t-testem, respektive ANOVA analyzou s Dunettovym post hoc testem pro
porovnani testovanych vzorkd vici kontrole. Ve vSech pripadech byla hladina pro uréeni statistické

vyznamnosti nastavena jako p < 0,05.
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6. VYSLEDKY

6.1. RT-PCR

Veskeré vysledky z RT-PCR metody jsme normalizovali na 1000 kopii housekeepingového genu
GAPDH. Ato z divodu, Ze tento gen je exprimovan ve viech leukemickych burikdch u AML stejné a diky

tomu mizeme normalizovat mnozstvi vlozené cDNA a nasledné tim zkreslené Ct.

*k*k

1000

100

10—

Kopie / 1000 x GAPDH

Obrazek 6: Porovnani exprese vybranych transportérd, a to OCTN1 (SLC22A4), OCTN2 (SLC22A5)
a ABCC4 (ABCC4) u pacientl s akutni myeloidni leukémii. Data jsou uvedena jako median a
mezikvartilové rozpéti. Statisticka analyza byla provedena pomoci Kruskal-Wallisova testu,

*p < 0,05, ***p < 0,001.

Z hlediska absolutniho poctu kopii je nejvice exprimovany transportér OCTN1. Medidn u mnozstvi
OCTN1 transportéru je 8,50 kopii genu na 1000 kopii GAPDH, u OCTN2 transportéru 4,11 a u ABCC4
transportéru 4,96. Maximalni hodnota mnozstvi genu kédujiciho OCTN1 transportér je 2,34 kopii na
1000 kopii GAPDH, kdezto u OCTN2 transportéru je to 1,20 kopii genu na 1000 kopii GAPDH.
Signifikantni rozdily v medidnu exprese jsou zaznamendny mezi OCTN1 a OCTN2 transportérem
(p <0,001) a mezi OCTN1 a ABCC4 transportérem (p < 0,05). Dale jsme se zaméfili na identifikaci
variability pacientl z pohledu jednotlivych transportérd. Vyrazna interindividualni variabilita — a to az
v ramci dvou aZ tfi Fadd — je zaznamenana u OCTN1 a ABCC4 transportér(, kdezto u OCTN2 je variabilita

nizsi, pouze v ramci jednoho az dvou fadu (Obr. 6).
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Pro zjiSténi souvislosti mezi jednotlivymi transportéry jsme si udélali jejich vzdjemnou korelaci

(Obr. 7).
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Obrazek 7: Korelace mezi expresi

Kopie SLC22A5 /1000 x GAPDH

jednotlivych transportér( u pacientd s AML. Korelace mezi

OCTN1 (SLC22A4) a OCTN2 (SLC22A5) transportérem — A, mezi OCTN1 (SLC22A4) a ABCC4 (ABCC4)

transportérem — B a mezi OCTN2 (SLC22A5) a ABCC4 (ABCC4) transportérem — C. Statisticka analyza

byla provedena

pomoci linearni regrese, **p < 0,01.

PFi zjistovani vzajemné korelace jednotlivych transportérd u pacientl byla signifikantni zavislost

zaznamenana pouze u OCTN1 a OCTN2

signifikance zaznamendna — jsou tedy ex

transportéru (p < 0,01). Mezi ABCC4 a obéma OCTN nebyla

primovany nezavisle na sobé.

Klinickd data ziskand z FNHK a vysledky zPCR metody jsme také vyuzili k tvorbé Kaplan-

Meierovych kfivek preZiti a zkoumali tak moZnou existujici vzajemnou souvislost mnoZstvi ndmi

studovanych transportérd a preziti pacientl. Nejprve jsme pacienty rozdélili do dvou skupin, a to podle

medidnu na pacienty s vysokou a nizkou

expresi daného transportéru (Obr. 8).
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Obrazek 8: Kaplan-Meierovy kfivky preziti pacientl v zavislosti na mnoZstvi exprese danych
transportérli — rozdéleni dle medidnu na vysoké a nizké mnozstvi OCTN1 (SLC22A4) transportéru — A,
OCTN2 (SLC22A5) transportéru — B a ABCC4 (ABCC4) transportéru — C. Statisticka vyznamnost byla

uréena pomoci Log-rank (Mantel-Coxova) testu.

Ani u jednoho transportéru nam nevysel signifikantni rozdil v preZiti pacientl na zakladé mnoZstvi
studovanych transportérd. Signifikance se nejvice blizila u OCTN1 transportéru (p = 0,1135). Median
preZiti pacientd s vysokou expresi OCTN1 transportéru je 658 dni, kdeZto u pacientll s nizkou expresi
tohoto transportéru pouze 148 dni. Pomér rizik (hazard ratio, HR) je 0,475, tedy riziko Umrti u pacient(
s vy$§im mnozZstvim OCTN1 je o 52,46 % nizsi (Obr. 8 — A). Podobné vysledky jsme pozorovali i pro

OCTN2, kdy mediany prefZiti jsou 667, respektive 194 dni pro pacienty s vysokym a nizkym mnozstvi
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OCTN2. Pomér rizik mezi vysokym a nizkym mnoZstvi OCTN2 transportéru je pak 0,490 (Obr 8 — B).
Median preziti u vysokého mnozstvi ABCC4 transportéru je 483 dni, u nizkého mnozstvi 129 dni. HR
mezi vysokym a nizkym mnoZstvi ABCC4 je 0,828, tedy vysoké mnoZstvi u téchto pacient( riziko umrti
snizilo 0 17,2 % (Obr. 8 = C).

Pro zamezeni zkresleni vysledk( analyzy zplsobené pacienty se stfedni expresi okolo medianu

jsme poté poutzili pouze prvni a ¢tvrty kvartil — tedy pacienty s nejvyssi expresi daného transportéru a

evvs
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Obrazek 9: Kaplan-Meierovy kfivky preziti pacientl rozdélenych do kvartilG a porovnani prvniho
(tedy nejvyssi mnozstvi daného transportéru) a ¢tvrtého (tedy nejnizsi mnozstvi daného
transportéru) kvartilu exprese OCTN1 (SLC22A4) transportéru — A, OCTN2 (SLC22A5) transportéru — B
a ABCC4 (ABCC4) transportéru — C. Statisticka vyznamnost byla uréena pomoci Log-rank

(Mantel-Coxova) testu, *p < 0,05.
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Pfi analyze preiiti s vyuZitim pouze prvniho a ¢tvrtého kvartilu jsme zaznamenali signifikanci u
OCTN1 (SLC22A4) transportéru (p < 0,05). Vprvnim kvartilu (s vysokym mnozstvim OCTN1
transportéru) zemrel pouze jeden pacient, kdezto v kvartilu ¢tvrtém (s nizkym pocétem OCTN1
transportéru) zemrelo pacientl Sest. Pomér rizik je 0,112, tedy vy$si mnozZstvi OCTN1 transportéru
snizilo riziko umrti o 88,8 % (Obr. 9 — A). Ti s vy$s$im mnoZstvi OCTN1 transportéru maji del$i dobu
preZiti oproti pacientlim s nizkym mnoZstvi. OCTN1 transportér je tedy prediktivni marker pro
progndzu a preziti pacientl. U kvartil( tykajicich se OCTN2 transportéru (Obr. 9 — B), je pomér rizik
0,556, tedy vyssi mnozstvi OCTN2 transportéru snizilo riziko amrti o 44,4 %. Ve skupiné s vysokym
mnozstvim OCTN2 transportéru zemfreli tfi pacienti, s nizkym mnozstvim zemrelo pacientl pét. Pomér
rizik mezi skupinou s vysokym a nizkym mnozstvi ABCC4 transportéru je 0,573, tedy vysoké mnozstvi
ABCC4 transportéru snizilo riziko umrti 0 42,7 % a stejné jako u OCTN2 nebylo dosazeno statistické
vyznamnosti (Obr. 9 - C).

Pfi diagnostice jsou pacienti s AML rozdéleni dle ELN stratifikace — na progndzu pfiznivou, stfedni
a nepfiznivou. Porovnali jsme si takto rozdélené pacienty v zavislosti na jednotlivych transportérech a

hledali jsme moZnou existujici souvislost (Obr. 10).
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Obrazek 10: Exprese studovanych transportér( v ramci diagnostickych skupin pacientd dle
stratifikace ELN (European LeukemiaNet) na progndzu pfiznivou, stfeni a nepfiznivou v zavislosti na
jednotlivych transportérech — OCTN1 (SLC22A4) — A, OCTN2 (SLC22A5) — B, ABCC4 (ABCC4) — C. Data
jsou uvedena jako median a mezikvartilové rozpéti. Statisticka analyzy byla provedena pomoci
Kruskal-Wallisova testu, *p < 0,05.
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Median exprese genu kédujictho OCTN1 transportér u pacientd je ve vSech ELN kategoriich
srovnatelny (Obr. 10 — A). Vzestupny trend se zhorsujici se progndzou jsme naopak pozorovali u OCTN2
transportéru. Medidn v pfiznivé kategorii je 0,645, u stfedni progndzy je to 1,88 a u nepfiznivé 4,92
kopii na 1000 kopii GAPDH (Obr. 10 — B). Statisticky signifikantni rozdil byl zaznamenan mezi pfiznivou
a nepfiznivou progndzou pacientd (p < 0,05). Vyrazné nejvyssi hodnota medianu u ABCC4 transportéru
je u pfiznivé progndzy — 70,51 kopii na 1000 kopii GAPDH. U stfedni a nepfiznivé progndzy se pocet
pohybuje v fadu jednotek — 3,54 a 6,10 kopii na 1000 kopii GAPDH. Vzhledem k rozsahu hodnot a
nizkému poctu pacientl ve skupiné s pfiznivou progndzou jsme vsak nedosahli statistické vyznamnosti
(Obr. 10 -C).

Klicovym negativnim prognostickym markerem AML je FLT3 mutace. Ta se mimo jiné také
zahrnuje prdvé do kritérii, podle kterych se pacienti rozdéluji do vySe zminénych skupin dle ELN.
Z tohoto dGvodu jsme si pacienty rozdélili dle negativity/pozitivity na FLT3 mutaci a hledali tak mozné

detailnéjsi souvislost mezi studovanymi transportéry a FLT3 mutaci (Obr. 11).
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Obrazek 11: Exprese jednotlivych transportérii — OCTN1 (SLC22A4) — A, OCTN2 (SLC22A5) -B a
ABCC4 (ABCC4) — C u pacient( rozdélenych dle negativity/pozitivity na FLT3 mutaci. Data jsou
uvedena jako median a mezikvartilové rozpéti. Statisticka analyza byla provedena pomoci Mann-

Whitneyho testu, *p < 0,05.

Signifikantni rozdil byl zaznamendan pouze mezi expresi OCTN1 transportéru a pfitomnosti FLT3

mutace, kde pacienti diagnostikovani jako FLT3* maji vyznamné mensi mnoZstvi OCTN1. Medidn
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mnozstvi kopii u téchto pacientl je 3,36 na 1000 kopii GAPDH, rozmezi je pak mezi 1,38 a 19,96 kopiemi
na 1000 kopii GAPDH. U pacientl negativnich na FLT3 mutaci je median mnozstvi 10,02 kopii na 1000
kopii GAPDH, tedy tfikrat vyssi nez u FLT3 mutovanych. Minimalni exprese v této skupiné byla 1,91
kopii a maximum pak 218,6 kopii na 1000 kopii GAPDH (Obr. 11 — A). Tento vysledek potvrzuje fakt, ze
FLT3 mutace je vedena jako negativni prognosticky marker, jelikoZ pfes OCTN1 transportér se dostava
cytarabin do bunék, a zaroven potvrzuje trend vystupujici z Kaplan-Meierovych kfivek preZiti, a to ten,
Ze u pacientll s mensim mnozstvim OCTN1 transportéru je vyssi mortalita. U dalSich dvou transportér,
OCTN2 a ABBC4 (Obr. 11 — B, C), nebyla zaznamenana statisticka vyznamnost.

Dale jsme se podivali i na opacny, tedy pozitivni marker pro pacienty —a to NPM1 mutaci, zda i
tady nenalezneme signifikantni souvislost. | ta patfi mezi jedny z kritérii, podle kterych se pacienti

rozfazuji do ELN stratifikace.
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Obrazek 12: Exprese studovanych transportér( po rozdéleni pacient( na zakladé
pozitivity/negativity NPM1 mutace— OCTN1 (SLC22A4) — A, OCTN2 (SLC22A5)—B a
ABCC4 (ABCC4) — C. Data jsou uvedena jako median a mezikvartilové rozpéti. Statisticka analyza byla

provedena pomoci Mann-Whitneyho testu.

U OCTN1 a OCTN2 transportéru jsou rozdily v medidnu exprese na zdkladé statutu NPM1
minimalni (Obr. 12 — A, B). Naopak rozdil exprese ABCC4 transportéru je u pacientl z pohledu NPM1
mutace vyraznéjsi nez u genl kodujicich OCTN transportéry. Median mnozstvi kopii u pacientd
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s pozitivitou ha NPM1 mutaci je 13,56 kopii na 1000 kopii GAPDH, kdeZto u pacientll s negativitou je
to 3,33krat méné. Vzhledem k podobnému rozsahu v obou populacich vsak nepozorujeme statistickou
vyznamnost. Zajimavé je i netypické rozdéleni pacientll do dvou skupin — v jedné skupiné pacienti
s expresi vramci jednotek a v druhé pacienti s expresi v ramci desitek az stovek (Obr 12 — C). U
pozitivniho prognostického markeru, NPM1 mutace, tedy nebyla v souvislosti s Zddnym transportérem

nalezena signifikantni zavislost (Obr. 12).

6.2. Zména genové exprese u MV4-11

Na zakladé vysledku z RT-PCR metody jsme se rozhodli udélat experimenty zkoumajici vliv
selektivnich inhibitor( FLT3 mutace a jejich mozného ovlivnéni OCTN1, OCTN2 a ABCC4 transportéru
jak z hlediska exprese, tak i funkénosti. Co se ty¢e ABCC4 transportéru, tak jsme u néj nezaznamenali
zmény exprese po 48 ani po 72 hodinach expozice midostaurinu a gilteritinibu (Obr. 13 — C). Statisticky
vyznamné zmény jsme dosdhli u OCTN1 transportéru po 72 hodindch, nicméné zvyseni exprese na
urovni mRNA zde nepresahlo dvojnasobek oproti kontrole (Obr. 13 — A). Nejvyraznéjsi zmény jsme
pozorovali u OCTN2 transportéru, kde doslo k signifikantnimu zvyseni exprese uz po 48 hodindch u
10 nM gilteritinibu. K vice nez dvojndsobnému zvyseni exprese pak doslo po 72 hodinové expozici

obéma lécivim v 10 nM koncentraci (Obr. 13 -B).
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Zmeéna exprese po 48h Zména exprese po 72h
A)

Relativni exprese SLC22A4
normalizovana na GAPDH a kontrolu
Relativni exprese SLC22A4
normalizovana na GAPDH a kontrolu

B
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Relativni exprese SLC22A5
normalizovana na GAPDH a kontrolu

Relativni exprese SLC22A5
normalizovana na GAPDH a kontrolu
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Relativni exprese ABCC4
normalizovana na GAPDH a kontrolu

Obrazek 13: Zména exprese studovanych transportéru u MV4-11 bunék vystavenych plsobeni
gilteritinibu (GIL) a midostaurinu (MID) po 48 a 72 hodin — OCTN1 (SLC22A4) — A,

OCTN2 (SLC22A5) — B, ABCC4 (ABCC4) — C. Data jsou uvedena jako pramér a smérodatna odchylka.

Statistickd analyza byla provedena pomoci ANOVA testu s Dunettovym post hoc testem, *p < 0,05,

**p < 0,01, ***p < 0,001.
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6.3. Kinetika akumulace ASP+

Z funkéniho hlediska jsme vyuzili akumulaéni studii s modelovym substratem ASP+, nejdfive jsme
si ale tuto metodu optimalizovali. To ztoho dlvodu, abychom se ujistili o prostupu modelového
substratu ASP+ do bunék pres OCTN1 transportér a znali i optimalni ¢as, v kterém jiz akumulace

vyznacuje signifikanci oproti kontrolni linii.

-o- MDCKII-OCTN1
MDCKII-par

Fluorescence (RFU)

5 10 15 20
Cas (min)

Obrazek 14: Akumulace modelového substratu ASP+ v ¢ase u MDCKIl — OCTN1 bunék a
v kontrolni linii (MDCKII — par). Data jsou uvedena jako pramér a smérodatna odchylka. Statisticka

analyza byla provedena pomoci t-testu, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Signifikance u modelového substratu byla zaznamendna od pdté minuty akumulace dél u
MDCKII-OCTN1 bunék. Postupna akumulace substratu i u kontrolni linie je ddna prostupem na zakladé
transportérové vybavy ledvinnych MDCKII bunék, proto hodnoty nejsou Upiné nulové (Obr. 14).

Jako modelovy inhibitor jsme vybrali 100 uM verapamil a otestovali jeho efekt u MDCKII — OCTN1

bunék, a i u kontrolni linie.

-~ MDCKII-OCTN1

-~ MDCKII-OCTN1 + VER 100 uM
MDCKII-par
MDCKII-par + VER 100 uM

Fluorescence (RFU)

Cas (min)

Obrazek 15: Akumulacni studie v kombinaci s pouzitim modelového inhibitoru verapamilu pro

zajisténi negativni kontroly pokusu. Data jsou uvedena jako priimér a smérodatna odchylka.
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Negativni kontrola se u akumulacni studie vyuziva z toho dlivodu, abychom u MDCKII — OCTN1
bunék ovéfili prostupnost substratu prevazné timto transportérem. To se nam podafilo potvrdit,
jelikoz pfi kombinaci MDCKIl — OCTN1 bunék s verapamilem doslo ke snizeni akumulace na droven
kontrolni linie. Pfi kombinaci kontrolni linii s verapamilem nedoslo k Zadné zméné — tim jsme ovéfili,
Ze verapamil inhibuje vstup ASP+ do bunék pravé vyhradné skrze lidsky OCTN1 transportér (Obr. 15).

Detailnéjsi znazornéni zmény mnozstvi akumulaéniho substratu ASP+ v MDCKII-OCNT1 burikach

v porovnani s kontrolni linii v 10. minuté inkubace je vidét na obrazku nize (Obr. 16).

1500 == MDCKII-OCTNA
2 mm VDCKII-OCTN1 + VER 100 uM
% 1000 MDCKII-par
e MDCKII-par + VER 100 pyM
§ %k Kk
@ 5004 e e
(o]
=2
i

O_

Obrazek 16: Zména fluorescence v 10. minuté akumulaéni studie u MDCKIl — OCTN1 bunék a u
kontrolni linie v kombinaci s verapamilem. Data jsou uvedena jako pridmér a smérodatna odchylka.
Statisticka analyza byla provedena pomoci ANOVA testu s Dunettovym post hoc testem,

*¥%p < 0,001.

Signifikantni zména mnoZstvi detekované fluorescence byla zaznamenana u MDCKIl — OCTN1
bunék v kombinaci s verapamilem, u kontrolni linie i u kontrolni linie v kombinaci s verapamilem
(p < 0,001). VMDCKI-OCTN1 bunkach doslo k3,63krat nasobnému zvyseni modelového
fluorescencniho substratu ASP+ oproti kontrolni linii (Obr. 16).

Pro nasledné vyhodnocovani naseho pokusu ovéreni ovlivnéni funkénosti OCTN1 transportér(
selektivnimi inhibitory FLT3 mutace jsme vybrali pravé 10. minutu akumulace. Otestovali jsme
koncentrac¢ni fadu midostaurinu a gilteritinibu. Ani u jednoho z |éCiv nebyla zaznamenana vyznamna
zména akumulace mnoZstvi modelového fluorescencniho substratu ASP+. Ani jedno lélivo tedy

neovlivriuje aktivitu OCTN1 transportéru (Obr. 17).
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Obrazek 17: Akumulacni studie inhibitord FLT3 mutace u MDCKIl — OCTN1 bunék. Koncentracni fada
midostaurinu (MID) — A a gilteritinibu (GIL) — B. Data jsou uvedena jako primér a smérodatna
odchylka. Statisticka analyza byla provedena pomoci ANOVA testu s Dunnetovym post hoc testem,

*p < 0,05, **p < 0,01.
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7. DISKUZE

Akutni myeloidni leukémie je znama jiz od druhé poloviny 19. stoleti. | pfes takto dlouhou dobu
se ji stdle mnohdy nedafi dostat plné pod kontrolu a pacienty zalécit do kompletni remise — velmi ¢asta
je vysoka mira rezistence a relapsu onemocnéni. Hlavni linie terapie se nezménila od poloviny 20.
stoleti — i tento fakt hovoti za nedostatecnou znalost etiologie a patogeneze onemocnéni. Valna
vétsina pacient( dostava terapii znamou jako ,,7+3“ — cytarabin v kombinaci s antracyklinem, nejcastéji
daunorubicinem nebo idarubicinem. Vysledky terapie jsou nedostacujici hlavné z dlivodu rezistence
na lé¢bu v souvislosti s vysokou heterogenitou onemocnéni. Mutace, které se mohou objevit, véetné
jejich vzdjemné kombinace, zasadni meérou ovliviuji stav i |é¢bu pacienta. Mezi tu nejcastéjsi
s negativnim dopadem patfi FLT3 mutace vedouci k nekontrolovatelné proliferaci nddorovych bunék a
k utlaku zdravého a funkcéniho imunitniho systému. To je ddvod, proc se zacala vyvijet cilena selektivni
protinadorova léciva s vidinou zlepseni terapeutickych vysledkd (Murphy and Yee, 2017).

DuleZitou podminkou pro ucinnost terapie je prostup léciva do nadorové buriky. JelikoZ néktera
protinadorova Iéciva jsou hydrofilni, pfipadné ionizované molekuly, k prostupu vyuzivaji transportéry.
Maligni bunky se od fyziologicky se vyskytujicich bunék v organismu, ale i mezi jednotlivymi pacienty
navzajem, urcitou mérou lisi ve své transportérové vybavé. Cytarabin, jakozto zékladni |éCivo indukéni
terapie po dlouhd desetileti, fadime do skupiny nukleosidovych pyrimidinovych analog. Lécivo tak do
buriky vstupuje klasickou transportni cestou jako endogenni nukleosidy — vSechny jsou totiz polarni
hydrofilni slouceniny (Drenberg et al., 2017). Ty jsou prendseny pomoci SLC transportér(
z nukleosidové podrodiny (SLC28 a SLC29) — a to koncentrativni a ekvalibrativni nukleosidové
prenasece (CNT a ENT). CNT1 prenasec je substratové specificky pro pyrimidiny, CNT3 pro pyrimidiny
i puriny (Yu Fukuda and John D. Schuetz, 2012). Z podrodiny ENT se ENT1 u pacientl s AML vyskytuje
v nezralych myeloidnich prekurzorech nejvice a jedna se o hlavni prenasec cytarabinu (Lu et al., 2002;
Marin et al., 2016). Na druhou stranu se zacinaji objevovat i studie protichGdné, tvrdici, Ze cytarabin je
timto transportérem prenasen bud velmi mdlo nebo vibec (Yoshio et al., 2007) a misto toho jeho
transport obstarava OCTN1 prenasec (Drenberg et al., 2017; Levin et al., 2021). Pro pozitivni vysledek
z indukéni terapie je nezbytné, aby doslo ke konverzi cytarabinu na jeho aktivni metabolit a mohl tak
inhibovat DNA polymerazu — to se déje pravé aZ po prostupu léciva do myeloidniho blastu (Murphy
and Yee, 2017). Vysoka heterogenita onemocnéni souvisi tak pravdépodobné i svysokou nami
potvrzenou interindividualni variabilitou u pacientll tykajici se nejen transportérd a s tim souvisejici
nedostatec¢nou odpovédi na terapii. DlleZitost transportu tohoto cytotoxického Iéciva potvrzuji také
nase Kaplan-Meierovy krivky preziti, ale i dalsi studie s podobnymi vysledky — vyssi exprese OCTN1 se

ukazuje jako silné predikujici faktor delSiho preZiti pacientl (Drenberg et al., 2017; Levin et al., 2021).
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Pro zjisténi detailnéjsiho vztahu mezi OCTN1 pfenaseéem a stavem/progndzou pacienta jsme
vyhodnotili vzajemnou souvislost i u dalsich klinickych aspektt. Cytogenetické profily jednotlivych
pacientl jsou velmi dlleZitou soucasti pfi diagnostice, jelikoZ jsou urcéitymi prognostickymi faktory pro
vystup terapie a zaroven pomahaji pacienta stratifikovat a usnadnuji tak terapeutické rozhodovani.
Jedna z nejcastéjsich abnormalit s negativnim dopadem vyskytujici se u pacientl je FLT3 mutace.
Negativita této mutace souvisi nejen s nekontrolovatelnou proliferaci blast(l, zdvazné;jsim stavem AML,
kratSim prezitim a nizkou odpovédi pacientl na terapii, ale také se snizenou hladinou poctu bilych
krvinek, coz ma vyznamny dopad na imunitni systém jedince (Kiyoi et al., 1999). Hrozba spociva i
v negativni souvislosti mezi FLT3 mutaci a relapsem, kdy se u téchto pacientl bud objevila mutace
poprvé nebo se stala dominantni mutaci, coZ vedlo k vyznamné progresi onemocnéni negativnim
smérem (Daver et al., 2019b; Shih et al., 2002). Negativita této mutace jesté roste s faktem, Ze jsme
v nasi praci zaznamenali vyrazné snizeni OCTN1 transportéru u FLT3* pacientl. Pravdépodobné tak
mutace zasahuje do signalizacni drdhy OCTN1 transportéru. Tuto konkrétni souvislost jsme nenasli
potvrzenou Ci vyvracenou v zZadné jiné publikaci, proto ji povazujeme za velmi dlleZitou a je nutno ji
dale vice prozkoumat. Ale u jiného prenasece pro nukleosidy, ENT1, byl tento kontext s down-regulaci
a FLT3 mutaci jiz potvrzen (Jin et al., 2009), proto tuto Uvahu pfedpokladame jako dlleZitou pro dalsi
zkoumani. Nejen Ze tedy tato mutace sama o sobé ma velmi negativni dopad, ale zaroven jesté velmi
vyznamnym vlivem zasahuje do zakladni indukéni chemoterapie, ktera je patetilécby AML jiZz po dlouhd
desetileti.

Vyvstava tak otazka miry dileZitosti cilenych |é¢iv na FLT3 mutaci. Postupné zavadéni téchto
inhibitor( do terapie s sebou prinasi pozitivni vysledky tykajici se jak stavu pacienta, tak i celkové délky
preZiti, a zaroven prinaseji i nadéji pro pacienty v horSim stavu. Zkoumany jsou jak v monoterapiich,
tak v kombinacich s jinymi IéCivy nebo jinymi zavedenymi postupy (Hassanein et al., 2016). Schvéleny
do terapeutickych pland byla zatim pouze jen dvé léiva — a to midostaurin pro de novo
diagnostikovanou AML sFLT3 mutaci do kombinace s chemoterapii, a gilteritinib pro
recidivujici/refrakterni AML s FLT3 mutaci (Daver et al., 2019b). Vznika tak moZna otazka propojeni
FLT3 mutace, jeji inhibice, a OCTN1 transportéru — jak z funkéniho hlediska, tak i z hlediska zmény
exprese. Akumulacni studie nam pfinesly z hlediska mozné kombinované terapie pozitivni vysledky,
kdy dvé vyse zminéna léciva funkéné neovliviiuji OCTN1 transportér. V avahu tak pripada zaclenéni
téchto inhibitorll do schématu terapie a zaroven neovlivnéni zakladni indukéni chemoterapie
obsahujici cytarabin.

PFi zjiSténi pravdépodobného zdsahu mutace do signalizac¢ni drahy exprese OCTN1 transportéru
je stale neprobadanou otazkou, zda by pfti zablokovani této vysoce negativni mutace doslo k obnoveni
miry exprese OCTN1 transportéru. Hypotézu jsme se proto pokusili experimentalné ovéfit a

zaznamenali signifikantni, i kdyZz méné neZ dvojndsobné zvySeni exprese OCTN1 transportéru pfi
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vystaveni bunék plsobeni plazmatické koncentraci gilteritinibu po dobu 72 hodin. Pokud by se ale tato
teoretickd otazka potvrdila jako pravdiva, bylo by vhodné uvazovat o zméné terapeutického schématu.
A to tak, Ze FLT3 pozitivni pacienti by profitovali nejdfive z podani FLT3 inhibitoru, ktery by zadroven
zvysil mnoZstvi OCTN1 transportéru, pred, pfipadné soucasné s, indukéni cytarabinovou terapii a doslo
by tim k zretelné vyssi akumulaci nukleosidového analoga v myeloidnich burnkach a nasledné k
vyraznéjsi a pozitivnéjsi odpovédi pacientl na terapii.

Hematopoetické kmenové bunky maji své jedinecné schopnosti — a to proliferaci, diferenciaci a
schopnost sebeobnovy. Maligni kmenové buriky pravdépodobné vznikaji z normalnich kmenovych
bunék bud mutaci nebo kumulaci genetickych a epigenetickych transformaci (Passegué et al., 2003).
To napovida tomu, Ze hematopoetické a leukemické kmenové bunky maji mnoho vlastnosti
spolec¢nych. Jeden z nich je napfiklad odolnost vici apoptdze nebo rezistence vici 1écivim vlivem
exprese nékolika druh( ABC transportéra. Ty rakovinné burky exprimuji ve velkém mnoiZstvi a proto
je tézké proti nim bojovat lécivy (de Jonge-Peeters et al., 2007). Konkrétné ABCC4 transportér hraje
podstatnou roli tykajici se preziti anebo proliferace progenitorl — zejména pfi rozvoji leukémie, kdy
mnozZstvi vyrazné stoupd (Pitre et al., 2017). Transportéru jsem se detailné&ji vénovali i z divodu
prokdazani jeho role v lékové rezistenci na cytarabin in vitro (Adema et al., 2014), nicméné v nami
ziskanych klinickych datech, napf. Kaplan-Meierovych krivkach preziti, se tyto vysledky z bunécnych
linii neprokazaly jako relevantni. Zaroven ani vztah mezi efluxnim ABCC4 transportérem a jednotlivymi
charakteristikami AML (ELN klasifikace, FLT3 a NPM1 mutace) nepfinesl Zddné rozhodujici vysledky.

Pro zajisténi Zivotaschopnosti a spravné funkce burky je nezbytny dostatek energie. Jako zdroj
funguji mastné kyseliny (MK), které maji ale mimo to i jiné funkce — koexistuji jako soucdst
membranovych lipidi nebo napfiklad pomahaji fidit signalni drahy. K tvorbé energie dochazi pomoci
biochemického cyklu nazyvaného B-oxidace mastnych kyselin probihajici v matrix mitochondrii. Aby
mohly MK vstoupil do oxidace, musi nejprve dojit k jejich preméné na koenzymA (CoA) derivaty (Longo
et al.,, 2016). Ty jsou pak pomoci karnitinu transportovany do matrix mitochondrii. Karnitin, hydrofilni
kvarterni amin, je nepostradatelnou soucasti cytosolu bunék, nebot pfi jeho nedostatku dochazi
k hromadéni CoA mastnych derivatd v organech, coz nasledné spéje ke vzniku zanétu nebo k apoptdze
(napf. kardiomyopatie) (Juraszek and Natgecz, 2020). Jsou potvrzeny 3 transportéry pro karnitin
umisténé na plasmatické membrané, pouze ale jeden z nich vykazuje vysokou afinitu a je hojné
exprimovan, a proto bran jako hlavni karnitinovy prenase¢ — OCTN2 (Pekala et al., 2011; Tamai et al.,
1998). Exprese tohoto receptoru je podnicena napfriklad prozanétlivymi cytokiny, TNFa, zvySenou
fosforylaci mTOR kindzy anebo aktivaci faktoru STAT3 (Juraszek and Natgecz, 2020). P¥i vzniku
malignity v téle jedince dochazi k charakteristickému pochodu v bunkach - a to k metabolickému
preprogramovani, kde dulleZitou ¢ast hraje pravé i oxidace mastnych kyselin (Hanahan and Weinberg,

2011). Schopnost nadorové buriky adaptovat se na prostfedi organismu ji dodava jedine¢nou vyhodu
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— oxidace MK tak dle potfeby muze burice jednoduse produkovat ATP, NADPH, eliminovat toxické
lipidy nebo poskytnout meziprodukty pro rlst bunék, a tak jednoduchym zplsobem podporovat
zdatnost rakovinnych bunék. Oxidace MK se proto ukazuje jako velice dlleZity a nepostradatelny
proces pro Zivotaschopnost a statnost malignity (Carracedo et al., 2013). DlleZitost OCTN2 prenasece
je tak naprosto jednoznacna. PFi zjistovani konkrétnéjsi souvislosti karnitinového transportéru
s klinickymi charakteristikami AML pacient( vySel zavér potvrzujici vySe zminénou teorii ohledné
zdatnosti a vitality nddorovych bunék — a to ten, Ze pacienti zafazeni do nepfiznivé kategorie ELN
klasifikace téchto transportérli maji vyznamnéji vice. Soucasné se ale OCTN2 prenasec neprokazal jako
prediktivni marker v souvislosti s prezitim. Podobnost Kaplan-Meierovych kfivek preziti u tohoto
transportéru s OCTN1 transportérem bude pravdépodobné spjata se signifikantni vzdjemnou korelaci
téchto dvou SLC transportérl — odrazi tedy spiSe vyse zminénou klicovou roli OCTN1 pro ucinek
cytarabinu. PFi pokusu vystavit bunky stresujicimu prostiedi, fyziologickym koncentracim FLT3
inhibitor(, se jednoznacné prokazala jejich schopnost rychlé adaptability na prostiedi a zahajeni
¢imz si buniky zajistily dostate¢ny prisun karnitinu, pravdépodobné tak zvysili oxidaci MK a podpofili

svou odolnost v boji proti nepfiznivym podminkam.
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8. ZAVER

Z periferni krve 28 de novo diagnostikovanych pacientdl na AML bylo nasim cilem v prvni rfadé
zjistit kvantitativni mnozstvi jednotlivych nami zvolenych transportér(i — OCTN1 a ABCC4 z dlivodu
interakce s cytarabinem, ktery je soucdsti paterni terapie, a OCTN2 transportéru klicového pro
energeticky metabolismus bunék. Z vysledku jsme u OCTN1 a ABCC4 transportéru na prvni pohled
zaznamenali vysokou interindividualni variabilitu mezi pacienty, u OCTN2 byla variabilita nizsi. Pravé i
na variabilité prenasecl se potvrdila teze o velké heterogenité onemocnéni, ktera je jednim z dlivodi
nedostatecné odpovédi na terapii a nizké Sance na prefiti.

Ke zjisténi dllezZitosti studovanych prenasecl na progndzu jsme vyuzili Kaplan-Meierovy kfivky
preZiti a potvrdili tak fakt pozorovany ve dvou predchozich studiich —a to ten, Ze se OCTN1 transportér
ukazuje jako prediktivni marker pro délku Zivota s AML. Tento fakt mlZe byt vysvétlen tim, Ze slouZi
jako prenase¢ pro nukleosidové chemoterapeutikum cytarabin, ktery je nasazovan jako indukéni
terapie valné vétsiné pacientl. Tim, Ze zajistuje jeho vstup do buriky, mdze tak i nepfimo ovliviiovat
jeho ucinek jako nukleosidového analoga.

Svou roli v AML hraji i mnohé dalsi faktory nevyjimaje vyssi vék, komorbidity, celkovy psychicky a
fyzicky stav a také klinické charakteristiky stavu pacienta. Pro zjednoduseni urceni stavu pacienta pfi
diagnostice a zaroven jako pomoc pfi volbé terapie byla zavedena mezinarodni ELN klasifikace. Kazda
ze tfi kategorii ma své jednoznacné charakteristiky. Signifikantni souvislost se nam potvrdila pouze
v pfipadé nepfriznivé kategorie souvisejici s OCTN2 transportérem. Tento fakt Ize jednoduse zdGvodnit
tim, Ze hlavni karnitinovy transportér burky potrebuji zejména pro dostatecnou oxidaci mastnych
kyselin a tim k ziskani energie k odolnosti a Zivotaschopnosti leukemickych bunék.

Nejcastéji se wvyskytujici abnormalita s nepfiznivym klinickym dopadem je mutace
charakterizovana jako interni tandemova duplikace genu kédujiciho FLT3 (FLT3-ITD). Ta u pacient(
zplsobuje konstitutivni aktivaci FLT3 bunécného receptoru, a tim nekontrolovatelnou proliferaci a rist
nadorovych bunék. Zaroven jsme u ni objevili trend vykazujici snizeni mnozstvi OCTN1 pfenasece. Tim,
Ze se tento transportér potvrdil jako vysoce prediktivni marker pro preziti pacient(, je zfejmé, ze u
FLT3 pozitivnich pacientl dochdzi k nizsi kumulaci Ié¢iva v burikach a lze tak vysvétlit horsi odpovéd
téchto pacientl na standardni terapii. Tuto informaci je nadale tfeba prozkoumat a potvrdit, jelikoz se
v zadné jiné publikaci prozatim neobjevila. U markeru pozitivni progndzy AML, NPM1 mutace, Zadny
takovy trend zaznamenan nebyl.

Vyzkum mutace FLT3 podnitil vyvoj novych selektivnich cilenych |éCiv. Do terapie jsou schvaleny
zatim pouze dvé, midostaurin a gilteritinib, ostatni z prvni i druhé generace prochazeji klinickymi testy.
PFi spojeni souvislosti tykajicich se OCTN1 transportéru a FLT3 mutace vyvstava otazka ohledné FLT3

inhibitor( a jejich vlivu na OCTN1 prenasec. Z funkéniho hlediska nedochazi k ovlivnéni, coz podporuje
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teorii mozné kombinace s cytarabinovou terapii. Navic jsme pozorovali mirné zvyseni exprese OCTN1
transportéru pfi zablokovani FLT3 mutace. Nabizela by se tak mozna Uvaha o Upravé schématu terapie
AML pacientd s FLT3 mutaci — vyrazné by profitovali z rezZimu, kdy by byl nejdfive podan selektivniFLT3
inhibitor, diky kterému by zaroven doslo ke zvySeni exprese OCTN1 transportéru, a pfi nasledném
podani cytarabinu v rdmci standardni indukcni terapie by byl zvysen influx tohoto |éciva do nadorové
buniky, a tim i vyssi efektivita terapie. Pfi dostatecné ucinnosti cytarabinu se nabizi i otdzka sniZeni
davek pfipadné uplné eliminace vysoce toxického antracyklinu.

U midostaurinu i gilteritinibu byl v souvislosti s OCTN2 transportérem zaznamendn ndrdst exprese
u FLT3 pozitivnich bunék. Tento fakt si vysvétlujeme jako rychlou schopnost nddorovych bunék
pfizpUsobit se vnéjsSimu prostredi, které pro né v tomto experimentu znamenalo stres — obrana proti
|éCiviim. Buniky si tak zajistily dostatecny prisun karnitinu pro naslednou schopnost tvorby energie.

Vysledky této diplomové prace poukazuji na fakt, Ze se v terapii AML jako dulleZity faktor pro
pozitivni odpovéd na terapii uplatiuje prostup cytarabinu do bunék, kdy jeho transport je pfedevsim
zprostredkovdn pomoci OCTN1 transportéru. Velkou vahu v této praci hraje FLT3 mutace a jeji role
spojend se snizenou expresi tohoto odpovédného transportéru. Mozny teoreticky dopad na Upravu
terapie FLT3 pozitivnich AML pacientl by bylo potfebné ovérit pomoci dalSich ex vivo a nasledné in

vivo studii, které by zohlednily i dalSi moZné faktory a vytvofily tak komplexnéjsi zavéry.

50



9. SEZNAM POUZITE LITERATURY

A. Arber D, Orazi A. The Updated WHO Classification Of Hematological Malignancies: The 2016
revision to the WHO classification of myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood J 2016;2:58—71.
https://doi.org/10.1182/blood-2016-03-643544.The.

Adema AD, Floor K, Smid K, Honeywell RJ, Scheffer GL, Jansen G, et al. Overexpression of MRP4
(ABCC4) and MRP5 (ABCC5) confer resistance to the nucleoside analogs cytarabine and troxacitabine,
but not gemcitabine. Springerplus 2014;3:1-11. https://doi.org/10.1186/2193-1801-3-732.

Antar Al, Otrock ZK, Jabbour E, Mohty M, Bazarbachi A. FLT3 inhibitors in acute myeloid leukemia:
ten frequently asked questions. Leukemia 2020;34:682—96. https://doi.org/10.1038/s41375-019-
0694-3.

Bass C, Nikou D, Vontas J, Donnelly MJ, Williamson MS, Field LM. The Vector Population
Monitoring Tool (VPMT): High-Throughput DNA-Based Diagnostics for the Monitoring of Mosquito
Vector Populations. Malar Res Treat 2010;2010:1-8. https://doi.org/10.4061/2010/190434.

Bechling. PCR Amplification Protocol for Ascochyta STMS 2022.

Bennett JM, Catovsky D, Daniel M -T, Flandrin G, Galton DAG, Gralnick HR, et al. Proposals for the
Classification of the Acute Leukaemias French-American-British (FAB) Co-operative Group. Br J
Haematol 1976;33:451-8. https://doi.org/10.1111/j.1365-2141.1976.tb03563.x.

Box JK, Paquet N, Adams MN, Boucher D, Bolderson E, O’Byrne KJ, et al. Nucleophosmin: From
structure and function to disease development. BMC Mol Biol 2016;17:1-12.
https://doi.org/10.1186/s12867-016-0073-9.

Brecht K, Schafer AM, Meyer Zu Schwabedissen HE. Uptake transporters of the SLC21, SLC22A,
and SLC15A families in anticancer therapy— modulators of cellular entry or pharmacokinetics? Cancers

(Basel) 2020;12:1-31. https://doi.org/10.3390/cancers12082263.

Cairoli R, Beghini A, Turrini M, Bertani G, Morra E. Prognostic markers in AML: focus on CBFL. Leuk
Suppl 2012;1:512-3. https://doi.org/10.1038/leusup.2012.9.

Carracedo A, Cantley LC, Pandolfi PP. Cancer metabolism: Fatty acid oxidation in the limelight. Nat
Rev Cancer 2013;13:227-32. https://doi.org/10.1038/nrc3483.

Chennamadhavuni A, Lyengar V, Shimanovsky A. Leukemia. StatPearls, StatPearls Publishing LLC;
2022.

Daver N, Schlenk RF, Russell NH, Levis MJ. Targeting FLT3 mutations in AML: review of current
knowledge and evidence. Leukemia 2019a;33:299-312. https://doi.org/10.1038/s41375-018-0357-9.

Daver N, Schlenk RF, Russell NH, Levis MJ. Targeting FLT3 mutations in AML: review of current
knowledge and evidence. Leukemia 2019b;33:299-312. https://doi.org/10.1038/s41375-018-0357-9.

Dean M, Hamon Y, Chimini G. The human ATP-binding cassette (ABC) transporter superfamily. J
Lipid Res 2001;42:1007-17. https://doi.org/10.1101/gr.184901.

51



Dohner H, Estey E, Grimwade D, Amadori S, Appelbaum FR, Blchner T, et al. Diagnosis and
management of AML in adults: 2017 ELN recommendations from an international expert panel. Blood
2017;129:424-47. https://doi.org/10.1182/blood-2016-08-733196.

Dohner H, Estey EH, Amadori S, Appelbaum FR, Biichner T, Burnett AK, et al. Diagnosis and
management of acute myeloid leukemia in adults: Recommendations from an international expert
panel, on behalf of the European LeukemiaNet. Blood 2010;115:453-74.
https://doi.org/10.1182/blood-2009-07-235358.

Dombret H, Seymour JF, Butrym A, Wierzbowska A, Selleslag D, Jang JH, et al. International phase
3 study of azacitidine vs conventional care regimens in older patients with newly diagnosed AML with
>30% blasts. Blood 2015;126:291-9. https://doi.org/10.1182/blood-2015-01-621664.

Doubek M, Mayer J. Lé¢ebné postupy v hematologii. Brno: Ceska hematologickd spole¢nost CLS
JEP; 2020.

Doubek M, Mayer J. Postupy diagnostiky a lécby leukemii a jejich infekénich komplikaci u
dospélych pacient(i. Doporuéeni Ceské leukemické skupiny — pro Zivot (CELL). Ceska leukemicka
skupina — pro Zivot; 2013.

Drenberg C, Hu S, Li L, Buelow D, Orwick S, Gibson A, et al. ABCC4 Is a Determinant of Cytarabine-
Induced Cytotoxicity and Myelosuppression. Clin Transl Sci 2016;9:51-9.
https://doi.org/10.1111/cts.12366.

Drenberg CD, Gibson AA, Pounds SB, Shi L, Rhinehart DP, Li L, et al. HHS Public Access
2018;77:2102-11. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-16-2548. OCTN1.

Drenberg CD, Gibson AA, Pounds SB, Shi L, Rhinehart DP, Li L, et al. OCTN1 is a high-affinity carrier
of nucleoside analogues. Cancer Res 2017;77:2102-11. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-16-
2548.

EMA. XOSPATA: SUMMARY  OD PRODUCT  CHARACTERISTICS 2019:183-226.
https://doi.org/10.1163/ej.9789004166523.i-402.43.

Fuchs O. Nukleofosmin s aktivitou stimulujici proliferaci nebo naopak potlacujici rist nddoru. Klin
Onkol 2007;20:390-8.

Gaborik Z, Grindstaff K, Oosterhuis B. The Transporter Book. 2nd ed. Budaors: SOLVO
Biotechnology; 2015.

Grafone T, Palmisano M, Nicci C, Storti S. An overview on the role of FLT3-tyrosine kinase receptor
in acute myeloid leukemia: Biology and treatment. Oncol Rev 2012;6:64-74.
https://doi.org/10.4081/oncol.2012.e8.

Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell 2011;144:646-74.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013.

Hassanein M, Almahayni MH, Ahmed SO, Gaballa S, El Fakih R. FLT3 Inhibitors for Treating Acute

Myeloid Leukemia. Clin Lymphoma, Myeloma Leuk 2016;16:543-9.
https://doi.org/10.1016/j.cIml.2016.06.002.

52



James AJ, Smith CC, Litzow M, Perl AE, Altman JK, Shepard D, et al. Pharmacokinetic Profile of
Gilteritinib: A Novel FLT-3 Tyrosine Kinase Inhibitor. Clin Pharmacokinet 2020;59:1273-90.
https://doi.org/10.1007/s40262-020-00888-w.

Jin G, Matsushita H, Asai S, Tsukamoto H, Ono R, Nosaka T, et al. FLT3-ITD induces ara-C resistance
in myeloid leukemic cells through the repression of the ENT1 expression. Biochem Biophys Res
Commun 2009;390:1001-6. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2009.10.094.

de Jonge-Peeters SDPWM, Kuipers F, de Vries EGE, Vellenga E. ABC transporter expression in
hematopoietic stem cells and the role in AML drug resistance. Crit Rev Oncol Hematol 2007;62:214—-
26. https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2007.02.003.

Juraszek B, Natgecz KA. SLC22A5 (OCTN2) carnitine transporter-indispensable for cell metabolism,
a jekyll and hyde of human cancer. Molecules 2020;25. https://doi.org/10.3390/molecules25010014.

Kadia TM, Borthakur G, Takahashi K, DiNardo CD, Daver N, Pemmaraju N, et al. Phase Il Study of
CPX-351 Plus Venetoclax in Patients with Acute Myeloid Leukemia (AML). Blood 2020;136:20-2.
https://doi.org/10.1182/blood-2020-142074.

Kantarjian H, Kadia T, DiNardo C, Daver N, Borthakur G, Jabbour E, et al. Acute myeloid leukemia:
current progress and future directions. Blood Cancer J 2021;11. https://doi.org/10.1038/s41408-021-
00425-3.

Kato Y, Kubo Y, Iwata D, Kato S, Sudo T, Sugiura T, et al. Gene knockout and metabolome analysis
of carnitine/organic cation transporter OCTN1. Pharm Res 2010;27:832-40.
https://doi.org/10.1007/s11095-010-0076-z.

Kennedy VE, Smith CC. FLT3 Mutations in Acute Myeloid Leukemia: Key Concepts and Emerging
Controversies. Front Oncol 2020;10:1-20. https://doi.org/10.3389/fonc.2020.612880.

Kiyoi H, Kawashima N, Ishikawa Y. FLT3 mutations in acute myeloid leukemia: Therapeutic
paradigm beyond inhibitor development. Cancer Sci 2020;111:312-22.
https://doi.org/10.1111/cas.14274.

Kiyoi H, Naoe T, Nakano Y, Yokota S, Minami S, Miyawaki S, et al. Prognostic implication of FLT3
and N-RAS gene mutations in acute myeloid leukemia. Blood 1999;93:3074-80.
https://doi.org/10.1182/blood.V93.9.3074.

De Kouchkovsky I, Abdul-Hay M. ‘Acute myeloid leukemia: A comprehensive review and 2016
update.’ Blood Cancer J 2016;6. https://doi.org/10.1038/bcj.2016.50.

Larrosa-Garcia M, Baer MR. FLT3 Inhibitors in acute myeloid leukemia: Current status & future
directions. Mol Cancer Ther 2017;16:991-1001. https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-16-0876.

Levin M, Stark M, Ofran Y, Assaraf YG. Deciphering molecular mechanisms underlying
chemoresistance in relapsed AML patients: towards precision medicine overcoming drug resistance.

Cancer Cell Int 2021;21:1-16. https://doi.org/10.1186/s12935-021-01746-w.

Levis M, Perl AE. Gilteritinib: Potent targeting of FLT3 mutations in AML. Blood Adv 2020;4:1178-
91. https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2019000174.

53



Lin L, Yee SW, Kim RB, Giacomini KM. SLC transporters as therapeutic targets: Emerging
opportunities. Nat Rev Drug Discov 2015;14:543-60. https://doi.org/10.1038/nrd4626.

Liu B, Li LJ, Gong X, Zhang W, Zhang H, Zhao L. Co-expression of ATP binding cassette transporters
is associated with poor prognosis in acute myeloid leukemia. Oncol Lett 2018;15:6671-7.
https://doi.org/10.3892/01.2018.8095.

Longo N, Frigeni M, Pasquali M. Carnitine transport and fatty acid oxidation. Biochim Biophys Acta
- Mol Cell Res 2016;1863:2422-35. https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2016.01.023.

Lu X, Gong S, Monks A, Zaharevitz D, Moscow JA. Correlation of nucleoside and nucleobase
transporter gene expression with antimetabolite drug cytotoxicity. J Exp Ther Oncol 2002;2:200-12.
https://doi.org/10.1046/j.1359-4117.2002.01035.x.

Marin JJG, Briz O, Rodriguez-Macias G, Diez-Martin JL, Macias RIR. Role of drug transport and
metabolism in the chemoresistance of acute myeloid leukemia. Blood Rev 2016;30:55-64.
https://doi.org/10.1016/j.blre.2015.08.001.

Molica M, Breccia M, Foa R, Jabbour E, Kadia TM. Maintenance therapy in AML: The past, the
present and the future. Am J Hematol 2019;94:1254-65. https://doi.org/10.1002/ajh.25620.

Murphy T, Yee KWL. Cytarabine and daunorubicin for the treatment of acute myeloid leukemia.
Expert Opin Pharmacother 2017;18:1765-80. https://doi.org/10.1080/14656566.2017.1391216.

Nicholls, G. et al. Drug transporters. Cambridge, Royal Society Of Chemistry; 2016.

NIH. Cancer Stat Facts: Leukemia — Acute Myeloid Leukemia (AML) 2021a.
https://seer.cancer.gov/statfacts/html/amyl.htmI?fbclid=IwAR3mqggtkheHeSCiL7qUEdXG73G3UEOT]
4adhvrUIVbOvw_--kOtBIg3IRyM.

NIH. Acute Myeloid Leukemia. MedlinePlus 2021b.
https://medlineplus.gov/acutemyeloidleukemia.html.

NIH. NPM1 gene. MedlinePlus 2020. https://medlineplus.gov/genetics/gene/npm1/#conditions.

Passegué E, Jamieson CHM, Ailles LE, Weissman IL. Normal and leukemic hematopoiesis: Are
leukemias a stem cell disorder or a reacquisition of stem cell characteristics? Proc Natl Acad SciUS A
2003;100:11842-9. https://doi.org/10.1073/pnas.2034201100.

Pekala J, Patkowska-Sokola B, Bodkowski R, Jamroz D, Nowakowski P, Lochynski S, et al. L-
Carnitine - Metabolic Functions and Meaning in Humans Life. Curr Drug Metab 2011;12:667-78.
https://doi.org/10.2174/138920011796504536.

Pelcovits A, Niroula R. Acute Myeloid Leukemia: A Review. R | Med J (2013) 2020;103:38—40.

Pitre A, Ge Y, Lin W, Wang Y, Fukuda Y, Temirov J, et al. An unexpected protein interaction
promotes drug resistance in leukemia. Nat Commun 2017;8. https://doi.org/10.1038/s41467-017-
01678-y.

Robey RW, Pluchino KM, Hall MD, Fojo AT, Bates SE, Gottesman MM. Revisiting the role of efflux
pumps in multidrug-resistant cancer 2019;18:452—64. https://doi.org/10.1038/s41568-018-0005-

54



8.Revisiting.
Salek C. Diagnostika a lé¢ba akutnich leukemii. Interni Med pro Praxi 2012;14:366—72.

Samodelov SL, Kullak-Ublick GA, Gai Z, Visentin M. Organic cation transporters in human
physiology, pharmacology, and toxicology. Int J Mol Sci 2020;21:1-21.
https://doi.org/10.3390/ijms21217890.

Shih LY, Huang CF, Wu JH, Lin TL, Dunn P, Wang PN, et al. Internal tandem duplication of FLT3 in
relapsed acute myeloid leukemia: A comparative analysis of bone marrow samples from 108 adult
patients at diagnosis and relapse. Blood 2002;100:2387-92. https://doi.org/10.1182/blood-2002-01-
0195.

Song W, Li D, Tao L, Luo Q, Chen L. Solute carrier transporters: the metabolic gatekeepers of
immune cells. Acta Pharm Sin B 2020;10:61-78. https://doi.org/10.1016/j.apsb.2019.12.006.

Stone RM, Mandrekar SJ, Sanford BL, Laumann K, Geyer S, Bloomfield CD, et al. Midostaurin plus
Chemotherapy for Acute Myeloid Leukemia with a FLT3 Mutation . N Engl J Med 2017;377:454—64.
https://doi.org/10.1056/nejmoal614359.

Szakdcs G, Paterson JK, Ludwig JA, Booth-Genthe C, Gottesman MM. Targeting multidrug
resistance in cancer. Nat Rev Drug Discov 2006;5:219-34. https://doi.org/10.1038/nrd1984.

Szakacs G, Varadi A, Ozvegy-Laczka C, Sarkadi B. The role of ABC transporters in drug absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxicity (ADME-Tox). Drug Discov Today 2008;13:379-93.
https://doi.org/10.1016/j.drudis.2007.12.010.

Tamai |, Ohashi R, Nezu JI, Yabuuchi H, Oku A, Shimane M, et al. Molecular and functional
identification of sodium ion-dependent, high affinity human carnitine transporter OCTN2. J Biol Chem
1998;273:20378-82. https://doi.org/10.1074/jbc.273.32.20378.

Voso MT, Ottone T, Lavorgna S, Venditti A, Maurillo L, Lo-Coco F, et al. MRD in AML: The Role of
New Techniques. Front Oncol 2019;9:1-10. https://doi.org/10.3389/fonc.2019.00655.

Wang ES. Incorporating FLT3 inhibitors in the frontline treatment of FLT3 mutant acute myeloid
leukemia. Best Pract Res Clin Haematol 2019;32:154—62. https://doi.org/10.1016/j.beha.2019.05.006.

Wang G, Zhao L, jiang Q, Sun Y, Zhao D, Sun M, et al. Intestinal OCTN2- and MCT1-targeted drug
delivery to improve oral bioavailability. Asian J Pharm Sci  2020;15:158-73.
https://doi.org/10.1016/j.ajps.2020.02.002.

Yang X, Wang J. Precision therapy for acute myeloid leukemia. J Hematol Oncol 2018;11:1-11.
https://doi.org/10.1186/s13045-017-0543-7.

Yoshio E, Obata T, Murata D, Ito M, Sakamoto K, Fukushima M, et al. Cellular localization and
functional characterization of the equilibrative nucleoside transporters of antitumor nucleosides.
Cancer Sci 2007;98:1633—7. https://doi.org/10.1111/j.1349-7006.2007.00581..x.

Yu Fukuda and John D. Schuetz. ABC Transporters and their Role in Nucleoside and Nucleotide

Drug Resistance. Biochem Pharmacol 2012.

55



56



