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Nazov dizerta¢nej prace: Mechanizmy rezistencie v terapii akitnej myeloidnej leukémie

Akutna myeloidnd leukémia (AML) patri medzi hematologické ochorenia zname pre svoju
rozsiahlu heterogenitu, nedostatocni odpoved’ na lieCbu a vysoku mieru relapsov. Terapia
Castokrat zlyhava kvoli mimoriadne rezistentnym leukemickym klonom pritomnym v ¢ase
diagnozy. Vd’aka ich schopnosti vyhnut sa terapii sa méze ochorenie vol'ne Sirit’ d’alej v tele.
Doékladna charakteristika tychto buniek je preto kI'ai€ova v ich uspeSnom odhaleni a naslednom
zniceni. AML bunky vSak dokdzu nadobudnut rezistenciu na pritomné latky i pocas
prebiehajucej liecby, a to vd’aka ich dlhodobému vystaveniu tymto latkam. Extrémne vysoka
adaptabilita leukemickych buniek im umoziluje prezit’ zakazdym, ked’ sa stres v podobe lie€iv
objavi. Preto je nevyhnutné odhalit’ molekuldrne mechanizmy, ktoré bunky vyuzivaju k tomu,

aby sa tymto vonkaj$im vplyvom prisposobili.

Na zéklade tychto poznatkov boli stanovené dva primarne ciele tejto prace. Prvym bolo zistit’
klinicka relevanciu ABC efluxnych transportérov v AML a vyhodnotit’ mozny vplyv cielenej
terapie na chemoterapiu. Doraz bol kladeny na lieCivda zo skupiny FLT3 inhibitorov
(midostaurin) a CDK4/6 inhibitorov (abemaciclib, palbociclib, ribociclib). Druhym cielom
bolo charakterizovat’ zmeny v transkriptome a proteome AML bunkovej linie, ktord si casom
vybudovala rezistenciu voci gilteritinibu, d’alSiemu lie€ivu zo skupiny FLT3 inhibitorov.
Jednym z mechanizmov, ktoré boli Studované d’alej boli lyzozémy a ich podiel na rezistencii

voci gilteritinibu.

V prvej Casti tejto prace sme sa zamerali na ABCB1 transportér znadmy pre svoj znacny podiel
na liekovej rezistencii. K tomu boli vyuzZité mononuklearne bunky vyizolované z periférnej krvi
pacientov s de novo diagnostikovanou AML. U pacientov, ktori nereagovali na indukénu liecbu
pozostavajicu z antracyklinu a cytarabinu, bola zistend zvySend expresia ABCBI génu.
U tychto pacientov nebol dosiahnuty stav kompletnej remisie. Pacienti s vysokou génovou
expresiou ABCB1 boli prevazne CD34 pozitivni a patrili do skupiny pacientov s nepriaznivymi
cytogenetickymi zmenami. Aktivita ABCB1 bola efektivne zablokovana prostrednictvom

vsetkych Styroch testovanych inhibitorov (midostaurin, abemaciclib, palbociclib, ribociclib), ¢o



sa prejavilo 1 na zvySenom intraceluldrnom mnozstve antracyklinov. Sticasne tak bol ABCBI
identifikovany ako jeden z moznych sekundarnych terapeutickych ciel'ov tychto lie¢iv. Navyse
kombindcia midostaurinu a antracyklinu spdsobila prechod leukemickych buniek s nadmernou
expresiou ABCB1 do apoptézy. Taktiez bol odhaleny priamy vplyv miR-9 na efluxnua aktivitu
ABCBI, ktora sa podiela na posttranskripcnej regulacii ABCB1 v AML. Vysledky tejto Casti
teda naznacuju, ze génova expresia a taktiez funk¢na aktivita ABCBI stvisia s rezistenciou
AML pacientov, aze miR-9 by mohol napomoct’ v identifikécii tychto pacientov v Case

diagnozy.

Druhd cast’ tejto prace sa zaoberala bunkovou liniou rezistentnou na gilteritinib, ktord bola
vytvorena v naSich laboratdriach a nesie oznacenie HL-60 G75. Bunky dlhodobo kultivované
v pritomnosti gilteritinibu si ¢asom vytvorili rezistenciu na tato latku, hoci len docasnu, ked’ze
uz Styri tyzdne po vysadeni gilteritinibu sa rezistencia kompletne stratila. Transkriptom
a protedém HL-60 G75 a HL-60 WT, bunkovej linie senzitivnej na gilteritinib, sa pritom vyrazne
lisili. Napriek tomu, Zze sa na vytvoreni audrzani rezistencie podielalo niekol'ko réznych
bunkovych mechanizmov, niektoré znich sa prejavili viac ako iné. Jednym z najviac
deregulovanych boli procesy suvisiace s lyzozémami. Mikroskopickd a cytometrickd analyza
s priamym oznacenim lyzozémov odhalila vyrazne vyssi pocet lyzozémov v HL-60 G75, ktory
vsak klesol okamzite po odobrani gilteritinibu. Pre overenie schopnosti lyzozémov
sekvestrovat’ sa vyuzil sunitinib, ¢o je lie¢ivo spodobnym mechanizmom uc¢inku
1 fyzikdlno-chemickymi vlastnostami ako gilteritinib, avSak na rozdiel od gilteritinibu
fluoreskuje. V HL-60 G75 sa vSetok sunitinib sekvestroval v lyzozomoch. Ked' sa tymto
rezistentnym bunkdm odobral gilteritinib z kultivacného média, sunitinib zmenil svoju
lokalizaciu a prednostne sa vyskytoval v cytozole. Tieto vysledky naznacuju, Ze fluktuacia
mnozstva a/alebo aktivity pritomnych lyzozémov je zavisla na pritomnosti gilteritinibu. Hoci
presny mechanizmus, ktorym k tomuto javu dochadza, nie je znamy, zda sa, Ze gilteritinib by

mohol priamo alebo nepriamo ovplyvilovat’ biogenézu lyzozémov.

Vysledky tejto prace prispievaju k lepSiemu porozumeniu mechanizmov rezistencie
leukemickych buniek, ktord iv dneSnej dobe predstavuje jednu z najvicSich prekazok

farmakoterapie AML.



