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Abstrakt

Chronické myeloidni leukemie (CML) je diky cilené 1é¢bé tyrozinkindzovymi inhi-
bitory (TKI) dobfe lé¢itelnym onemocnénim, které u vétsiny pacienti neni duvo-
dem zkraceni délky Zivota. Pacienti jsou ale zatizeni celozivotni nutnosti uzivani
l1écby, ktera je v rtzné mire toxicka. I to mohl byt divod pro zarazeni nového
cile 16¢by do nejnovéjsich doporuceni Evropské leukemické sité (ELN) pro CML,
udrzeni molekuldrni remise bez 16¢by (TFR). Aby pacientim mohla byt 1é¢ba
vysazena, je mimo jiné nutné, aby dosahli dlouhodobé stabilni hluboké moleku-
larni odpovédi (DMR). Priblizné 10-20 % pacientu je k 1écbé TKI rezistentnich
a DMR nedosahne. Jednim z diivodii rezistence na stéle nejuzivanéjsi TKI ima-
tinib (IM) je jeho nedostatecnd biologickd dostupnost v cilovych burikéch, kterd
je zpusobena zménou exprese a aktivity membranovych prenasecu z rodiny ATP
Binding Cassette (ABC) a Solute Carrier (SLC).

Cilem préce bylo nalezeni vhodného prognostického markeru dosazeni optimalni
odpovedi na lécbu IM, ktery by byl dostupny v dobé diagnézy a pomohl k ¢asnému
vytipovani pacientt vhodnych ke zméné terapie na TKI 2. generace a zlepsSeni

jejich Ssance na dosazeni DMR.

Pomoci NGS jsme skrinovali SNP promotorovych oblasti 19 gent z rodin ABC
a SLC a pomoci Fisherova testu pravdépodobnosti jsme identifikovali SNP sou-
visejici s odpovédi na lécbu. Ty byly analyzovany u 129 pacientii v souvislosti s
kumulativnim dosazenim velké molekularni odpovédi (MMR) a pravdépodobnosti
preziti bez udalosti. Nasledné byly vysledky zkoumany na nezavislé kohorté 269
pacientu zarazenych do studii ukoncujicich 1é¢bu TKI a byla u nich analyzovana
pravdépodobnost TFR.

Byl identifikovan SNP rs460089, ktery je spjat s odpovédi pacienti s CML 1éce-
nych IM v prvni linii. Pacienti s genotypem rs460089-GC méli vyssi pravdépo-
dobnost dosazeni MMR ve 12. mésici od zahajeni 1é¢by nez pacienti s genotypem
rs460089-GG (P = 0,0001). Pacienti s genotypem rs460089-GC méli také vyssi
pravdépodobnost preziti bez udélosti nez pacienti s genotypem rs460089-GG (P
= 0,00022). Déle jsme prokazali, ze genotyp rs460089 ovliviiuje TFR u pacienti
zatazenych do studii vysazujicich TKI. V kohorté celkem 176 pacientii zarazenych
do studie EURO-SKI jsme prokazali vyssi 6 mési¢ni pravdépodobnost preziti bez
molekuldrniho relapsu u pacientii s genotypem rs460089-GC (73 %, 95 % CI: 60-
82 %) ve srovnani s pacienty s rs460089-GG (51 %, 95 % CI: 41-61 %). Tento

vysledek jsme potvrdili analyzou 93 pacienti z polské vysazujici studie.



Domnivame se, ze skrinink genotypu rs460089 umozni identifikovat pacienty, kteri
s vysokou pravdépodobnosti nedosahnou optimalni odpovédi na lécbu IM a mohl
by tak pomoci pti rozhodovanim o véasné zméné terapie, pripadné o vhodnosti

vysazeni 1é¢by pri dosazeni DMR.

Klicova slova: chronicka myeloidni leukemie, imatinib, rezistence, SLC transpor-
téry, SNP, TFR



Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a well-treatable disease thanks to targeted
therapy with tyrosine kinase inhibitors (TKIs), which in most patients does not
result in a shortened lifespan. However, patients are burdened with the lifelong
necessity of taking treatment, which is variably toxic. This could be a reason
for the inclusion of a new treatment goal in the latest European LeukemiaNet
(ELN) recommendations for CML: maintaining treatment-free remission (TFR).
To discontinue the treatment, patients must achieve a long-term stable deep mo-
lecular response (DMR). Approximately 10-20% of patients are resistant to TKI
treatment and do not achieve DMR. One reason for resistance to the most com-
monly used TKI, imatinib (IM), is its insufficient bioavailability in target cells,
caused by changes in the expression and activity of membrane transporters from
the ATP Binding Cassette (ABC) and Solute Carrier (SLC) families.

The aim of this study was to find a suitable prognostic marker for achieving
an optimal response to IM treatment, which would be available at the time of
diagnosis and help in the early identification of patients suitable for a switch to

second-generation TKIs, thereby improving their chances of achieving DMR.

Using NGS, we screened SNPs in the promoter regions of 19 genes from the ABC
and SLC families and identified SNPs associated with treatment response using
Fisher’s exact test. These were analyzed in 129 patients in relation to the cumu-
lative achievement of major molecular response (MMR) and event-free survival
(EFS). Subsequently, the results were examined in an independent cohort of 269
patients enrolled in TKI discontinuation studies, and their probability of TFR

was analyzed.

We identified the SNP rs460089 associated with the response of CML patients
treated with IM in the first line. Patients with the rs460089-GC genotype had a
higher probability of achieving MMR at 12th month from the start of treatment
than patients with the rs460089-GG genotype (P = 0.0001). Patients with the
rs460089-GC genotype also had a higher probability of EFS than patients with
the rs460089-GG genotype (P = 0.00022). Additionally, we demonstrated that
the 13460089 genotype affects TFR in patients enrolled in TKI discontinuation
studies. In a cohort of 176 patients from the EURO-SKI study, we showed a
higher 6-month probability of survival without molecular relapse in patients with
the rs460089-GC genotype (73%, 95% CI: 60-82%) compared to patients with
the rs460089-GG genotype (51%, 95% CI: 41-61%). This result was confirmed by

analyzing 93 patients from the Polish discontinuation study.



We believe that the screening for the rs460089 genotype will allow identification
of patients at high risk of IM treatment failure and could help in deciding on early

change of therapy or the suitability of treatment discontinuation upon achieving
DMR.

Keywords: chronic myeloid leukemia, imatinib, resistance, SLC transporters, SNP,
TFR



1. Teoreticky tvod

1.1 Chronicka myeloidni leukemie (CML)

1.1.1 Historie

Chronické myeloidni leukemie (CML) je klonalni nddorové onemocnéni vznikajici
neoplastickou transformaci pluripotentni krvetvorné kmenové bunky. Toto one-
mocnéni bylo poprvé popsano jiz v 50. letech 19. stoleti, jako takzvana bila krev
(leuk = bil4, emia = krev), protoze pacienti z diuvodu velkého mnozstvi bilych
krvinek v krevnim obraze, méli skutecné krev mlééné barvy. O pravé historii CML
muzeme mluvit az od roku 1960, kdy byl pany Nowelem a Hungerfordem popsan
filadelfsky chromozom (zkraceny 22. chromozom, Ph chromozom), jakozto pri-
¢ina tohoto onemocnéni. Filadelfsky chromozom dostal své jméno podle mésta,
kde byl objeven. CML se stala prvni nadorovou chorobou, u které byla prokazana

ziskana chromozomalni zména (Nowell P.C. et Hungerford D.A.| 1960).

1.1.2 Filadelfsky chromozom, fiizni gen BCR::ABL1 a
onkoprotein BCR::ABL1

Filadelfsky chromozom byl poprvé objeven v roce 1960, ale az v roce 1973 byl
Rowley popsan jeho vznik reciprokou translokaci mezi dlouhymi raménky chro-
mozomu 9 a 22; t(9;22)(q34;q11) (Rowley J.D., [1973). Pfi translokaci fizuje vétsi
cast genu ABLI (Abelson murine leukaemia) ze zlomeného 9. chromozomu na
zlomeny 22. chromozom v misté genu BCR (breakpoint cluster region) obrazek
[ Ke zlomtim pfi vzniku fizniho genu dochézi hned v nékolika oblastech, ale
vzdy v intronech. V genu ABL1 je to po obou stranach, nebo mezi exony Ia a Ib,
zatimco v genu BCR dochézi ke zlomtim na tfech mistech nazyvanych M-BCR
(major), m-BCR (minor) a p-BCR (micro). Zlom v oblasti M- BCR vzniké v in-
tronu 14 pfed exonem 15 nebo v intronu 13 pred exonem 14 a spolu se zlomem
v genu ABLI tak dava vznik nejcastéjSim typum prestavby, jejichz transkript
el3a2 (dfive oznacovany také b2a2) a el4a2 (b3a2) je predlohou pro vznik pro-
teinu o délce 210 kDa (p210BCR#ABLL) "ktery se vyskytuje u 99 % pifpadt viech
CML (Kurzrock R. et al., [1988). Zlomy v oblastech minor (transkript oznaceny
jako ela2) a mikro (transkript el9a2) jsou predlohou pro proteiny o délce 190
potazmo 230 kDa. Protein p190BCR#ABLL g6 yyskytuje ve zbyvajicim 1 % CML,
ale vyskytuje se také priblizné u 25-30 % pacientu s akutni lymfoblastickou leu-

kémii (ALL), kde ovSem reguluje jiné signalni drahy (Reckel S. et al.l [2017)), ¢imz



je déna i jina charakteristika onemocnéni. S proteinem p230BCR#ABLL g v CML

setkdavame jen velice ziidka (Melo J.V., [1996)). I dalsi objevené zlomy davajici

vznik fuznimu genu BCR::ABLI se u pacientti s CML vyskytuji raritné, jedna
se o transkripty oznacované jako ela3 (m-BCR), el4a3 a el3a3 (M-BCR), e19a3
(n-BCR). Déle pak bylo zjisténo, ze v genu BCR dochazi jesté ke zlomu v oblasti
variant (v-BCR), e6a2, ktery dava vznik proteinu o délce 195 kDa, v intronu 8,
e8a2, protein o délce 200 kDa a intronu 18, e18a2 o délce proteinu 225 kDa

king E. et al., 2010). Schématické znédzornéni zlomu a odpovidajicich transkriptt

fazniho genu je zobrazeno na obrézku [2l VSechny vysSe zminéné fazni proteiny se
vyznacuji tyrozinkinadzovou aktivitou proteinu c-ABL1. Na rozdil od néj ma vsak
fazni protein tyrozinkinazu autofosforylovanou, coz mé za nasledek nizkou kon-
trolu regulace. Vzhledem k tomu, ze se BCR::ABL1 nachézi volné v cytoplazmé
(na rozdil od ¢-ABLI, ktery je lokalizovdn v jadfe), ma neomezeny piistup k

substratiim, které diky své vysoké aktivité muze fosforylovat a aktivovat a tim

pak dochdzi ke zrychlené proliferaci, zabrané apoptézy bunck (Cortes J.E. et al.|
1995), ale neni zcela porusena jejich diferenciace, coz dava typicky obraz CML

v kostni dfeni, zmnozeni vSech diferenciacnich stupna bilych krvinek. Nalezeni

hlavni pfi¢iny onemocnéni, tedy deregulovanou funkci tyrozinkindzy BCR::ABL1

byla dtlezitym bodem pro cilenou terapii tohoto onemocnéni.

Obrazek 1: Vznik filadelfského chromozomu a fizniho genu BCR::ABL1
(Hehlmann R. et al., 2007)(upraveno).

Zmeénény chromozom 9

Normalni Zlom a vyména Zmeénény
chromozom 9 &asti chromozomu chromozom 22
Normalni (Filadelfsky
chromozom 22 chromozom)
Novy fazni
gen ? — ’
BCR patologicky
gen BCR-ABL1
gen ABL1

1.1.3 Epidemiologie

CML predstavuje asi 15 % vSech leukemii. Jeji incidence stoupé s vékem. V dét-

stvi zastava asi 3-5 % leukemii, v dospélosti 20-25 %. Celkova incidence je 1-1,5
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Obrézek 2: Znazornéni struktury gentt BCR a ABL1 s vyznac¢enymi
oblastmi zlomu (A) a odpovidajicimi transkripty fizniho genu
BCR::ABL1 (B) (Dekking E. et al., 2010).
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novych onemocnéni na 100 000 obyvatel za rok s mirnou prevahou u muzu (1,4:1).
Pocet novych pacienti pribyva s vékem. Median véku pri stanoveni diagnézy je 65
let. Nebyla prokazana zadna geograficka, rasova ani rodova predispozice. Jedinym
prokazanym etiologickym faktorem je expozice ionizujicimu zareni s latenci mezi
expozici a vznikem choroby 4-11 let. Bylo prokazano vyssi riziko vzniku CML u
prezivsich vybuch atomové bomby a tunik radioaktivniho zateni po havarii jaderné
elektrarny. Dale dlouhodobé 1é¢ba malymi davkami ionizujiciho zareni vedla s la-
tenci 6 let k nékolikanasobnému zvyseni vyskytu choroby, nez je bézné v populaci

(Corso A. et al., [1995). U naprosté vétsiny CML je jeji etiologie nezndma.

1.1.4 Klinicky obraz a faAze onemocnéni

Klinicky obraz onemocnéni je pomérné rozmanity a zalezi v jaké jeho fazi se pa-
cient v daném okamziku nachazi. Donedavna byly rozliSovany 3 faze onemocnéni,

chronické faze, akcelerovana faze a blasticka faze, které v sebe plynule prechazi,
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ale jejich obraz se diametralné odliSuje. Dle poslednich WHO doporuceni z roku
2022 je vsak na zakladé novych poznatkt opusténo od zarazovani pacientti do ak-
celerované faze a na CML je nahliZzeno jiz pouze jako na dvoufiazové onemocnéni
(Khoury J.D. et al., 2022). Nejcastéji je CML diagnostikovana v chronické fazi,
kdy ma nemocny spise jen mirné nespecifické potize, jako je zvySena tinava. Az 30
% onemocnéni je diagnostikovano ndhodné napi. pii preventivni prohlidce ¢i pii
predoperacnim vysetfeni. Typickym ndlezem je leukocytéza v krevnim obraze.
Nelécena chronicka faze trva primérné 3-4 roky. Postupem c¢asu se choroba stava
agresivnéjsi, prohlubuji se priznaky jako je iinava, nevykonnost, objevuji se sub-
febrilie, dochazi k ubytku télesné hmotnosti, vyskytuji se bolesti svali a kloubt
a z divodu zvetsujici se sleziny se objevuji bolesti pod levym obloukem Zeber-
nim. V krevnim obraze zaznamenavame posun doleva — vyplavovani nezralych
krevnich bunék z kostni dfené (KD). Pfiblizné 5-10 % pacientt je diagnostiko-
vano v blastické fazi. Ta je nyni definovdna vyskytem alespon 20 % myeloidnich
blasti v periferni krvi (PK) nebo KD, nebo pritkazem extramedularniho posti-
zeni, pripadné nalezem zvyseného poétu lymfoblasti v PK nebo KD. Ciseln4
hranice pro pocet lymfoblast zatim nebyla stanovena. Blastické faze se klinicky
projevuje casto jako akutni leukemie, stav se komplikuje krvacivymi priznaky,
infekcemi, anemii, vyraznou splenomegalii, ktera mize byt doprovazena i hepa-
tomegalii. Objevuji se i vaskularni komplikace jako je leukostéza ¢i priapizmus.
Podle toho, jaky typ blast nachazime, mluvime o blastické fazi myeloblastické
(60 %), lymfoblastické (30 %) nebo pokud se vyskytuji oba typy blastti souc¢asné,
pak hovotime o blastické fazi myelolymfoblastické (10 %). Kritéria pro stanoveni

faze onemocnéni shrnuje tabulka [1]

1.1.5 Diagnostika

Na CML pomyslime nejcastéji pri prohlidce patologického krevniho obrazu, ve
kterém je dominantni zvysSeny pocet bilych krvinek v Sirokém rozmezi 20-500 x
10%/1. MtZe byt piitomna trombocytéza, nékdy i velmi viznamnd, vzacndji pak
trombocytopenie. Rovnéz v ¢ervenych krvinkdch mtizeme nachézet odchylku ve
smyslu erytrocytézy ¢i naopak vétsinou mirné az stredné tézké anémie. V dife-
rencialnim rozpoctu leukocytt nachazime posun doleva s vyplavenim vsech vyvo-
jovych stadii granulocytti. Typicky byva pritomna eozinofilie a bazofilie. Nutnym
vysetfenim k diagnéze CML je vySetfeni aspiratu KD, ten odhali zvysSenou bu-
nécnost se zvysenim podilu bilé slozky na tikor erytroidni linie (G:E 10:1 az 25:1).
Dominuji granulocyty rizného stupné zralosti, je ptitomna eozinofilie a bazofilie.
Ovsem pro potvrzeni diagnozy je zasadni nalez Ph chromozomu cytogenetickym

vysSetfenim KD a urceni transkriptu BCR::ABL1 pomoci kvalitativni polyme-

12



Tabulka 1: Kritéria pro stanoveni faze CML (upraveno podle (Hochhaus
A. et al., 2020), (Khoury J.D. et al., 2022))

Fize onemocnéni Definice

Chronicka faze
ELN kritéria (2020) 15 % blasta v PK/KD
< 20 % basofilu v PK
trombocyty < 100x10?/1

WHO kritéria (2022) nesplnuje podminky pro blastickou fazi

Akcelerovana faze

ELN kritéria (2020) 15-29 % blasti v PK/KD, nebo > 30 % blastu a
promyelocyti v PK/KD, blasty < 30 %

> 20 % basofila v PK

trombocytopenie < 100 x 10%/1
WHO kritéria (2022) neni definovana

Blasticka faze

ELN kritéria (2020) > 30 % blastu v PK/KD

extramedulédrni krvetvorba mimo slezinu
WHO kritéria (2022) > 20 % myeloblasti v PK/KD
extramedularni krvetvorba

zvySeny nalez lymfoblasti v PK/KD

razové Tetézcové reakce s vyuzitim reverzni transkriptdzy (reverse transcriptase
polymerase chain reaction; RT-PCR), ktery se déle vyuziva ke sledovani odpo-
védi na 16¢bu jako znak MRD (measurable residual disease). Asi u 5 % pacientt
s pozitivnim transkriptem BCR::ABL1 nelze Ph chromozom standardni cytoge-
netickou metodou detekovat, v tom pripadé je nutno prokazat gen BCR::ABL1
pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH) bunék KD nebo PK.

1.1.6 Odhad prognézy CML

Jako u vétsiny onemocnéni tak i u CML se snazime odhadnout jeji prognozu. A
to zejména k tomu, abychom zvolili tu nejlepsi moznou léc¢bu, pripadné tuto léchu
upravili. K pfesnéjsimu odhadu nam slouzi prognostické faktory, které ziskame
béhem diagnézy. Ukézalo se vsak, ze v dobé tyrozinkindzovych inhibitora (TKI)
jsou velmi dtlezité i prognostické faktory spjaté s odpovédi na lé¢bu v defino-

vanych casovych tsecich, na jejichz zakladé miizeme zménit terapii pacienta a
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zlepsit jeho celkovou prognézu. Jednotlivé prognostické faktory v dobé diagnozy
(vék pacienta, velikost sleziny, mnozstvi blasti, a jiné) jsou sdruzovany do tii
typu skorovacich systému, jejichz vypocet stratifikuje pacienty do nizké, stfedni
a vysoce rizikové skupiny. Jedna se o Hasfordliv index, Sokaliiv index a EUTOS
skére. Vzhledem k tomu, Ze diky moderni 1écbé vétSina pacientid umird z jiné
priciny, nez je CML, byl vyvinut 4. skérovaci systém ELTS (EUTOS Long Term
Survival), ktery predpovidd pravdépodobnost tmrti na CML (LRD - leukemia-
related death) (Pfirrmann M. et al., [2016). Hlavnim rozdilem oproti oblibenému
Sokalovu skére je vék, ktery je v pripadé ELTS skére negativnim prognostic-
kym faktorem. Jednotlivé parametry a vypocet skére je uveden v tabulce 1.2.
Ke snadnému zatrazeni pacientti do jednotlivych rizikovych skupin existuje rada

automatizovanych programi volné piistupnych na internetu (tabulka .

V nedavné dobé byly identifikovany dalsi rizikové faktory, ale jejich tc¢inek zatim
nebyl dostateéné prokdzan, s vyjimkou ptidatnych cytogenetickych zmén (ACA;
additional chromosomal abnormalities). Vysoce rizikové ACA predpovidaji horsi
odpovéd na lécbu a vyssi riziko progrese onemocnéni (Fabarius A. et al., [2015;
Wang W. et al., 2016; Hehlmann R. et al., 2020) a dle doporuceni ELN je radime
mezi rizikové faktory pro lécbu CML. Rizikové ACA jsou uvedeny v tabulce
a jejich objeveni béhem 1écby, hodnotime jako jeji selhdni (Hochhaus A. et al.,
2020).

Tabulka 2: Parametry pro vypocet prognostického skore

Parametry pro vypocet prognostickych skoére

Parametr veék
velikost sleziny (cm pod Zeberni oblouk)
pocet trombocyti (107/1)
pocet blasttt v PK (%)
pocet eosinofili v PK (%)
pocet bazofili v PK (%)

Odkaz na stranky s asistovanym vypoctem

Sokal+Hasfordovo skore  https://bloodref.com/myeloid /cml/sokal-hasford
EUTOS skore https://leukemia-net.org/content/leukemias
/cml/eutos__score
ELTS skore https://leukemia-net.org/content/leukemias

/cml/elts__score
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Tabulka 3: Prognosticky nepfiznivé chromosomalni abnormality (ACA)

Prognosticky neptiznivé ptidatné chromosomalni abnormality (ACA)

+8

+Ph
i(17q)

+19

+21
-7/7q-
3q26.2
11923

komplexni zmény karyotypu

1.1.7 Lécba CML

Lécba onemocnéni prosla nékolika vyznamnymi fazemi, a to jednak z divodu
zvysSeni znalosti o samotném onemocnéni, vyvinu novych lé¢iv a lé¢ebnych metod,
ale v neposledni fadé i vzhledem ke zméné cilti samotné 1écby. Nejnovéjsim cilem
lécby se podle novych doporuceni ELN stava normalni délka preziti pacienta s

dobrou kvalitou zivota bez nutnosti dozivotni 1é¢by (Hochhaus A. et al., 2020)).

Jako prvnim lékem uzivanym k 1é¢hé CML je popisovan pripravek obsahujici ar-
zen, kterym se podarilo u pacienta snizit pocet leukocytt, a to jiz v roce 1885.
Jako dalsi metodou do lécby CML byla na zac¢atku 20. stoleti zavedena radiote-
rapie. Pacienti po ozafeni sleziny doznali tlevy od potizi spojenych s obrovskou
slezinou, ale vliv na prodlouzeni zZivota neméla. Proto bylo ozafovani sleziny na-
hrazeno cytostatikem busulfanem, ktery prinesl jak tlevu od potizi, tak i pro-
dlouzeni zivota na 35-47 meésicti od puvodnich prumérnych 32 mésicu. Dalsi 1ék,
ktery vystridal busulfan na poli 1é¢by CML byla hydroxyurea, ktera se v nékte-
rych indikacich (zejména cytoredukce) v kombinaci s dalsimi 1éky pouziva dodnes.
Zavedeni hydroxyurey prodlouzilo pfezivani pacientii na 48-69 mésicti. Zacatek
nové éry v lécbé CML prinesla zprava o tispésné transplantaci kostni drené, ktera
se datuje do roku 1975. Razem se zménil i pohled na cil 1é¢by, ktery jiz nebyl
pouze paliativni, ale s moznosti transplantace kostni diené se stal kurativnim. I
pres rizika spojend s touto metodou se stala transplantace krvetvornych bunék az
do zavedeni TKI standartnim postupem v 1é¢bé mladsich pacient s nalezenym
vhodnym darcem. V letech 1980-2000 se CML stala dokonce nejcastéjsi indikaci
pro tuto lé¢ebnou metodu vibec. V 70. a 80. letech 20. stoleti se také zkousela
lécba pomoci vysokych davek cytostatik, ale ve srovnani s hydroxyureou nepii-
nesla prodlouzeni délky zivota, ale jen zvySenou toxicitu, proto se 1é¢ba neujala.

Dalsim milnikem v 1é¢bé CML se stalo zavedeni do lé¢ebnych standardii Interfe-
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ronu alfa (INF-a) v 80. letech 20. stoleti. Jedné se o protein, ktery je lidskému
télu vlastni a slouzi k obrané proti virovym ndkazam. Pro tcely mediciny se vy-
rabi pomoci bakterii, rekombinantni technologii. Presnd podstata tc¢inku INF-a
neni u CML jasnd, jedna se pravdépodobné o imunomodulac¢ni efekt zalozeny na
snizeni exprese cytokint a zvyseni exprese adhezivnich molekul a histokompatibil-
nich komplexu I. a II. tridy, coz zptisobuje obnovu adhezivnich vlastnosti bunék.
Také se podili na regulaci apoptozy, bunééného cyklu, diferenciaci a proliferaci
bunék. Ve srovnani s ostatnimi 1éky dosud uzivanymi dokazal INF-a snizit pocet
Ph pozitivnich bunék detekovanych cytogeneticky az k nulovym hodnotam a do-
sahnout tak prodlouzeni zivota na 66-89 mésici (Kantarjian H.M. et al., [2003]).
INF-a se spolu s konvenénim cytostatikem cytosinarabinosidem stal zlatym stan-
dardem lécby CML u pacientti, u kterych nemohla byt provedena transplantace
kostni drené (Guilhot F. et al., |1997). OvSem nejvétsim prilomem v 1écbé CML
se stal rok 2001 se zavedenim do klinické praxe nového léku imatinib mesylatu
(IM). Coz byl prvni, na podstatu onemocnéni cilici 1€k uzity v 1é¢bé nadorového
onemocnéni. Stal se, a do dnesni doby je, zlatym standardem v prvni linii 1écby
CML. Jedna se o specificky kompetitivni inhibitor tyrozinovych kindz ABL a tedy
i onkoproteinu BCR::ABL1, déale pak inhibuje recptor pro c-KIT, PDGFRalfa a
PDGFRbeta. Poté nasledoval vyvoj TKI druhé generace. Jedna se o dasatinib
(DASA) — dudlni inhibitor, ktery kromé inhibice BCR::ABL1 inhibuje i SRC ki-
nazy, které se také podileji na patogenezi CML, nilotinib (NILO) — strukturalni
derivat imatinibu a bosutinib, taktéz dualni inhibitor BCR::ABL1 a SRC kinaz.
TKI druhé generace byly vyvinuty zejména k prekonéni rezistence na IM zpiiso-
bené rozvojem mutaci v kinazové doméné BCR::ABL1 (Gorre M.E. et al| [2001]).
Prokézalo se, ze maji vyssi u¢inek nez IM a pacienti jimi léc¢eni dosahuji rychleji
pozadované odpovédi a maji mensi pravdépodobnost prechodu do blastické faze
(Shah J.O. et al.| [2016; Giles F.J. et al., 2013} (Cortes J.E. et al, 2016; [Hochhaus
A. et al.| 2016} |Cortes J.E. et al., 2018]). Na zakladé téchto dat, byly schvaleny ve-
dle IM jako léky prvni linie v 1é¢bé CML. Na druhou stranu, tyto skvélé vysledky,
jsou vykoupeny castéjsim vyskytem specifickych nezadoucich tc¢inka. Vzhledem
k tomu, ze TKI druhé generace nemaji v porovnani s IM statisticky signifikantné
lepsi pravdépodobnost preziti nemocnych, lepsi tolerance IM ze strany pacientt a
v neposledni fadé i cena jednotlivych preparati, rozhoduje o tom, ze IM zustava
nejvice uzivanym lékem prvni linie u pacientii v chronické fazi CML s nizkym ri-
zikem. Mezi TKI 3. generace fadime 1ék ponatinib, ktery byl vyvinut k prekonani
multirezistentni mutace T3151 a je zatim jedinym schvalenym ptipravkem, ktery
je schopen potlacit patologicky klon bunék nesouci pravé tuto mutaci (O’Hare
T. et al., 2009; Lipton J.H. et al., 2016]). Nejnovéji schvalenym lékem chronické

faze CML a to ve 3. linii 1éCby se stal asciminib, prvni zédstupce tzv. Specifically
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Targeting the ABL Myristoyl Pocket (STAMP) inhibitori. Jedn4 se o selektivni
inhibitor ABL1 potazmo BCR::ABL1 kinédzy a to tak, ze se vaze do myristoylové
kapsy ABL1, ¢imz zptsobi zménu jeji konformace a ve vysledku i jeji inaktivaci.
Vzhledem k tomu, Ze se vaze do jiného mista, nez jsou mista typickd pro vznik
dosud znamych mutaci zptsobujicich rezistenci na TKI je asciminib nadéji i pro
pacienti s multirezistentnimi mutacemi typu T3151 (Hochhaus A. et al., [2023)).
Tabulka [4] shrnuje vSechny u néds dostupné TKI a jejich uziti.

Tabulka 4: Prehled davkovani, nezadoucich u¢inku a citlivost na nékteré
typy mutaci dostupnych TKI.

Nazev TKI Definice

Imatinib

Dévkovani 1. linie: 400 mg/1xD

AF, BF: 600-800 mg/1xD

Dulezité NU  Hematologicka toxicita
Retence tekutin - periferni
Dyspepsie
Svalové kiece
Elevace jaternich test
Exantém

Dasatinib

Dévkovani 1., 2. linie: 100 mg/1xD

AF, BF: 140 mg/1xD
Dilezité NU  Hematologicka toxicita
Retence tekutin - pleuralni
Plicni hypertenze
Kardiotoxicita
Reaktivace CMV infekce
Citlivost na vybrané mutace v ABL Y253H
kindzové doméné E255K/V
F359V/C/1
Nilotinib

Déavkovani 1 linie: 300 mg/2xD

2. linie, AF: 400 mg/2xD

Dulezité NU  Hematologicka toxicita
Exantém
Toxickd pankreatitida
Elevace jaternich testt
Hyperglykémie
Hyperlipidémie
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Kardiotoxicita

Citlivost na vybrané mutace v ABL F317L/V/I/C
kindzové doméné T315A
V299 /L

Bosutinib

1. linie: 400 mg/1xD
2. linie, AF, BF: 500 mg/1xD

Hematologicka toxicita

Dévkovani

Diilezité NU
Dyspepsie

Elevace jaternich test
Toxickad pankreatitida
Exantém

Nefrotoxicita
E255K/V
F317L/V/1/C
F359V/C/1

T315A

Y253H

Citlivost na vybrané mutace v ABL

kinazové doméné

Ponatinib

2. linie, AF, BF: 45 mg/1xD

Hematologicka toxicita

Davkovani
Diilezité NU
Dyspepsie

Toxicka pankreatitida
Elevace jaternich testu

Kardiotoxicita

Zilni trombé6zy
Citlivost na vybrané mutace v ABL T3151

kindzové doméné

1.1.8 Vyvoj hodnoceni 1écby

Jak jsem se jiz zminovala vyse, cile lécby CML se s ¢asem ménily. Dnesnim cilem
lécby CML pro vyspélé zemé se stala nezkracena délka preziti pacienta vlivem
CML s dobrou kvalitou zivota a nejnovéji, bez nutnosti dozivotni lécby, tzv. TRF
(treatment-free remission) (Hochhaus A. et al. 2020). Abychom tohoto cile do-
sahli, je mimo jiné nutné standardizované hodnoceni 1é¢ebné odpovédi v presné
danych casovych intervalech. S rozvojem novych laboratornich technik si v hod-
noceni odpovédi jiz nevystacime pouze s hodnotami krevniho obrazu a aspiratu
kostni dfené pod mikroskopem, kterym jsme mohli hodnotit hematologickou od-
povéd, ani s vySetfenim cytogenetickym, kde hodnotime vymizeni Ph+ bunék v

metafazi bunééného cyklu aspiratu kostni drené, ale nejcastéji vyuzivime méreni a
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monitorovani hladiny transkriptu BOCR::ABL1 reverzné transkriptazovou kvanti-
tativni real time PCR (RT-qPCR). Na zdkladé hladiny transkriptu BCR::ABL1
je pak mozné hodnotit hloubku dosazené molekularni odpovédi. Abychom vy-
sledky stanoveni transkriptu a hloubku molekuldrni odpovédi mohli srovnavat,
byla vytvorena standardizovand metoda, ktera vysledky z jednotlivych laboratoti
prevadi podle jim prifazeného korekéniho koeficientu na celkova procenta vyjadto-
vana v mezindrodnim méritku IS (International Scale) (Cross N.C.P. et al., [2015)).
Procento transkriptu BCR::ABL1 je poc¢itano jako pomeér poctu kopii transkriptu
BCR::ABL1 k poc¢tu kopii transkriptu kontrolniho genu ve stejném vzorku (nej-
castéji ABLI nebo GUSB). Hodnoty BCR::ABL1 pak dle logaritmické stupnice
prevadime na samotnou hloubku odpovédi: MMR, (velkd molekuldrni odpoved)
nebo MR 3,0 znaci hodnotu 0,1 % IS transkriptu BCR::ABL1, MR 4,0 znad¢i 0,01
% IS, MR 4,5 pak 0,0032 % IS a MR 5 znad¢i 0,001 % IS. Hlubokou molekularni
odpovédi (DMR) souhrnné oznacujeme dosazeni MR 4,0 a hlubsi. V pripadé, ze
pacient na lé¢bu nereaguje optimalné, je nutné terapii casné zménit, a naopak pti
dosazeni DMR, nam probihajici studie umoznuji za striktné definovanych pod-
minek lé¢bu ukoncit a dosdhnout nového cile lécby CML, coz je TFR. Tabulka

shrnuje hodnoceni odpovédi na 1é¢bu TKI.

Tabulka 5: Kritéria pro posouzeni ac¢innosti TKI dle ELN z roku 2020
(Hochhaus A. et al. 2020).

Doba hodnoceni Definice

V dobé diagnézy

nelze pouzit
Vysoké riziko dle ELTS, vysoce rizikové ACA /Ph+

nelze pouzit

Optimalni odpovéd
Varovani
Selhani 1écby

3 meésice

hl. transkriptu BCR::ABL1 < 10 % IS
hl. transkriptu BCR::ABL1 > 10 % IS

hl. transkriptu BCR::ABL1 > 10 % IS, nutno po-
tvrdit za 1-3 mésice

Optimalni odpoveéd
Varovani
Selhani 1écby

6 mésicu

Optimélni odpovéd  hl. transkriptu BCR::ABL1 <1 % IS
Varovani hl. transkriptu BCR::ABL1 >1—10 % IS
Selhéni 1é¢by  hl. transkriptu BCR::ABL1 > 10 % IS
12 mésica
Optimélni odpovéd hl. transkriptu BCR::ABL1 < 0,1 % IS
Varovani  hl. transkriptu BCR::ABL1 > 0,1 -1 % IS
Selhdni 16¢by  hl. transkriptu BCR::ABL1 > 1 % IS
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1.1.9 Remise bez lécby (TFR)

Prvni studie, ktera se zamérila na vysazeni TKI, presnéji IM, byla studie STIM
1 (Stop Imatinib 1). Tato studie ukézala, ze 38 % pacientt po vysazeni IM udr-
zelo MMR, po dobu 77 mésicu (Etienne G. et all 2017)). Pacienti do ni zatazeni
museli splinovat zakladni podminku, a to drzet MR 4,5 alespon 2 roky pred vy-
sazenim IM. Rozsdhld metaanalyza asi 15 studii na vice nez 500 pacientech, u
nichz byl vysazen IM, potvrdila, ze 51 % pacienti si udrzi MMR (Campiotti L.
et al., 2017). Podobné vysazovaci studie byly provedeny i v pripadé TKI 2. ge-
nerace NILO a DASA. Vysledkem byla podobné ¢isla jako v piipadé IM (Rea
D. et al) 2017)). Zatim nejrozsahlejsi studie, do které bylo zarazeno 755 pacientu
znamd jako EURO-SKI (European Stop Tyrosine Kinase Inhibitor Study), kam
byli zarazovani pacienti, léceni TKI 1. generace IM i druhé generace DASA a
NILO, méla opét podobné vysledky, tedy priblizné 50 % pacienti udrzi TFR, a
to nezavisle na vysazeném TKI. Dilezitym vstupnim kritériem, kromé minimélni
délky 1ééby TKI pred jeho vysazenim 3 roky, trvanim DMR pred vysazenim TKI
alespon 1 rok, bylo i peclivé a standardizované méteni transkriptu BCR::ABL1.
Dal$im vysledkem této studie bylo, ze 80 % z pacientu, kteri ztrati MMR, ji
ztrati do 6-8 meésicii od ukonceni lé¢by TKI a naopak ztrata MMR po 1. roce od
vysazeni 1écby je vzacna. Velice dilezitym zjisténim stran bezpecnosti vysazeni
TKI bylo, ze u 95-98 % pacientu se selhdnim TFR, doslo po znovuzahdjeni TKI
i k znovudosazeni MMR (Saussele S. et al. 2018). Na zakladé vysledku z vyse
jmenovanych studii, vydala ELN ve svych novych doporuceni z roku 2020 jasné
definovand doporuceni k vysazovani 1é¢by TKI (Hochhaus A. et al. [2020)). Me-
chanismy, které preventuji ztratu TFR dosud nejsou znamé, a vzhledem k tomu,
ze dosazeni TFR se stalo novym cilem 1é¢by CML, je nutné se v dalsim vyzkumu

na faktory predikujici udrzeni TFR zamérit.

1.1.10 Rezistence k tyrozinkindzovym inhibitorim (TKI)

Jak jiz bylo Tec¢eno, lécba CML pomoci TKI zcela zménila prognozu pacienti,
presto priblizné 10-20 % pacientu je k 1é6¢bé TKI rezistentni (Jabbour E. et
Kantarjian H. 2016). Rezistenci k TKI muzeme rozdélit na primarni a ziska-
nou. U primarni rezistence je pacient k 1é¢bé refrakterni jiz od jejiho zahdajeni
a neni schopen dosahnout pozadované urovné odpovédi v daném casovém ob-
dobi (tabulka . Je pritomna asi u 25 % pacientll. Za mozné pri¢iny se povazuje
nedostatecna inhibice BCR::ABL1 kindzy (napf. nedostatecna hladina TKI) a ne-
dostatecny pocet normalnich hematopoetickych bunék urcenych k obnové zdravé
krvetvorby v KD pacienta. Pokud pacient zprvu na lé¢bu odpovida (dosdhne

alespon v casnych fazich optimdlni odpovédi), ale pozdéji dojde k jeji ztraté, ho-
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vorime o ziskané rezistenci. Z hlediska mechanismi rezistence ji mizeme rozdélit
na 1) BCR::ABL1 zavislé, ptiblizné 50-60 % a 2) na BCR::ABL1 nezévislé, ty
zaujimaji asi 40-50 %. (Baccarani M. et al., |2013; Hochhaus A. et all [2016).
K pri¢indm na BCR::ABL1 zavislych rezistenci patii vznik mutaci v kindzové
doméné, amplifikace genu BCR::ABL1, pripadné jeho overexprese (Gorre M.E.
et al.l [2001). Rozvoj mutaci v . BCR::ABL1 kindzové doméné predstavuje inten-
zivné studovany mechanismus vzniku ziskané rezistence na TKI. Bylo popsano
vice nez 100 mutaci, které méni priblizné 50 aminokyselin v rtznych ¢astech
proteinového Tetézce a méni tak jeho sférickou strukturu (Balabanov S. et al.
2014). Na tomto jevu je pak zalozena klinickd zavaznost dané mutace a pred-
urcuje citlivost k jednotlivym TKI (Soverini S. et al., 2013). Mezi mechanismy
rezistence na BCR::ABL1 nezévislé patii neochota pacienta spolupracovat (non-
compliance). Uzivani 1éku pacientem je zcela klicovym momentem a pires veskeré
poucovani pacienta se ochota pravidelného uzivani léku pohybuje kolem 70 %
(Eliasson L. et al., 2011} |Geissler J. et al., 2017). K dalsimu dulezitému fak-
toru nezavislému na BCR::ABL1 patti klonalni evoluce, kdy dochéazi k poruseni
mechanismu opravy DNA a vzniku nestabilniho genomu. Nejcastéji se s nim se-
tkavame v pokrocilé fazi CML. Jednd se o chromozomdalni abnormality (trizo-
mie chromozomu 8, izochromozom 17), vznik bodovych mutaci ¢i epigenetickych
zmén v dalsich genech (mutace DNMT3A, zvysend methylace p15) (Kim T. et al.|
2017). Jinym dilezitym mechanismem je aktivace alternativnich signdlnich drah
(napt. PIBK/AKT, JAK/STAT a RAS/MAPK) (Vakana E. et al., [2013), pfi-
padné zmény v metabolismu a drahach leukemickych kmenovych bunék (napft.
metabolicky posun, Hypoxia/HIF-la a Alox5/p-catenin). Mezi hojné studované
mechanismy patii také zmény exprese mikroRNA (napf. miR-203 a miR-150)
(Bueno M.J. et al., 2008; |Srutova K. et al [2018) a zmény v mikroprostiedi
kostni diené. Mezi na BCR::ABL1 nezavislé mechanismy, které zptsobuji preziti
CML bunék a umoznuji jejich adaptaci na 1é¢bu je nedostateéna koncentrace TKI
uvnitt bunky. Ta mize byt, mimo jiné, zptisobena zménou exprese a aktivity jed-
notlivych lékovych prenasecii, kam paii influxni prenasece z rodiny SLC a efluxni
prenasece z rodiny ABC (Assouline S. et Lipton J., 2011; White D.L. et al., [2006).

1.1.11 Mechanismy transportu lécCiv

Utinek 1é¢iva, at mluvime o uéinku toxickém nebo terapeutickém je zavisly na
jeho koncentraci v cilovém misté. K tomu, aby se 1é¢ivo do cilového mista dostalo,
musi prekonat fadu bariér, jednd se zejména o biologické membrany. Zakladni
strukturu bunéénych, ale i organelovych membréan tvori fosfolipidova dvojvrstva,

do které jsou zakotveny transportni proteiny. Vzhledem k vlastnostem fosfolipidii
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se membrana spontanné formuje do hydrofilni (polarni) vrstvy, ktera je oriento-
vana ven a hydrofobni (nepoldrni) vrstvy, kterd je uvnitt. To zpusobuje hlavni
vlastnost membrany tedy semipermeabilitu. K tomu, aby lé¢ivo pfes membranu
proniklo, je vyuzivano nékolik mechanismu transportu, ktery je casto dan chemic-
kou podstatou 1é¢iva. Mechanismy transportu mizeme rozdélit na pasivni difuzi,
transport zprostiedkovany transmembranovymi prenaseci, vezikularni transport

a filtraci.

Pasivni difuze je hlavnim mechanismem, kterym prekonavaji 1é¢iva biologické
membrany, je dana Fickovym zakonem a je zavisla na schopnosti léc¢iva difundo-
vat, na jeho koncentraci na obou strandch membrany a také na velikosti plochy,
pres kterou lécivo difunduje. Pasivni difuze je nespecificka a podle vlastnosti jed-
notlivych 1é¢iv je také rozdilné uc¢inna. Obecné lze fici, ze pasivni difuzi jsou
dobfe prendsena lipofilni 1é¢iva na rozdil od hydrofilnich (je to dédno slozenim bio-
logickych membran). Dalsim faktorem, ktery upravuje pasivni difuzi je elektricky
naboj léciva, kdy ionizovana forma je hydrofilni a mé tedy tendenci k horsimu
prestupu, na rozdil od neionizované formy, ktera je lipofilni. Jakou formu bude
dand sloucenina mit zalezi na pH prosttedi, ve kterém se nachazi. Toho se vyuziva

naptiklad zménou pH moci k lepsi eliminaci nékterych 1é¢iv ledvinami.

Transport zprostredkovany prenasec¢i muze byt pasivni, poté mluvime o facilito-
vané difuzi, nebo aktivni. Facilitovana difuze je také, jako pasivni difuze zavisla na
rozdilu koncentraci, ale je zprostfedkovana membranovymi proteiny, nevyzaduje
energii a umoznuje prestup hydrofilnéjsich latek. Aktivni transport také, podobné
jako facilitovana difuze umoznuje prestup pres membrany hydrofilnéjsim latkam,
ale za cenu energie, kterd nejcastéji vznika hydrolyzou ATP. Diky tomu vsak mtize
dochazet k transportu i proti koncentracnimu gradientu. Zakladnimi vlastnostmi
transmembranovych transportéru je jejich selektivita k riznym typtm léciv, kterd
vsak miize byt riizna, jejich saturabilita, kterd mize byt ovlivnéna mirou jejich
exprese, a dale moznost je inhibovat. Hlavnimi dvéma skupinami, které se podileji

na prenosu lécCiv, véetné imatinibu jsou ABC a SLC transportéry.

Vezikularni transport je u clovéka velmi vzacny. Jedna se zejména o endocytozu,
kdy se prenasena latka navaze na membranu, kterd se nasledné vchlipi do bunky.
Tohoto mechanismu se vyuziva zejména u monoklonélnich protilatek (Thurber
G.M. et al., [2008).

Poslednim mechanismem prenosu 1é¢iv pres membrany je filtrace, kdy k prestupu
dochazi pory a je tedy prisné limitovana velikosti léciva. Hlavnim mistem kde se

filtrace uplatnuje, jsou glomeruly v ledvinach.
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1.2 ABC a SLC transportéry

1.2.1 Obecna charakteristika

Jednou z obrovskych genovych rodin transportnich proteint zajistujicich fizeny
transport velké skupiny substrat pres plazmatickou membranu nebo membrany
subplazmatickych organel proti chemickému gradientu jsou ABC transportéry,
které potfebnou energii k prenosu substratu ziskavaji hydrolyzou ATP. ABC
transportéry jsou rozsireny ve vsech formach zivota. U prokaryotickych organismu
zastavaji funkci jak importni, tak exportni. U vétsiny eukaryotickych organism,
véetné Cloveka pak maji funkci exportni az na 4 vyjimky, sitnicovy importér
ABCAA4, chloridovy kandl CFTR (kédovany genem ABCC7) a receptory sulfo-
nylurey SUR1 (kédovany genem ABCCS) a SUR2 (kédovany genem ABCCY)
(Thomas C. et Tampé R., [2018). ABC transportéry prenaseji fadu endogennich
substratii, od malych anorganickych a organickych molekul, jako jsou aminokyse-
liny, cukry, nukleosidy a vitaminy az po vétsi organické slouceniny, véetné peptidi,
lipidii, oligonukleotidii a polysacharidi, tak i mnoho exogennich substrati véetné
1é¢iv (Chen Z. et al., [2016)).

Zakladni struktura lidskych ABC transportérii je celkem konzervativni. Trans-
portéry sestavaji z celkem 4 domén, ze dvou cytoplazmatickych domén vazajicich
nukleotidy (NBDs — nukcleotide-binding domains), které jsou odpovédné za vazbu
a hydrolyzu ATP, a dvou transmembranovych domén (TMDs — trans-membrane
domains), které se podileji na rozpoznavani substratu a jeho prenosu pres lipido-
vou membranu. Nékteré ABC geny kdduji tak zvané polotransportéry z anglického
half-transporters, to znamend, ze maji pouze jednu NBD a jednu TMD doménu.
Polotransportéry pak pracuji bud jako homodiméry nebo ve formé heterodiméru,

ktery vytvaii s jinym polotransportérem (Thomas C. et Tampé R., [2020).

V lidském genomu je dosud znamo 48 genu kédujicich ABC transportni proteiny
a ty jsou na zakladé jejich struktury, ktera je evoluéné konzervovana, rozdéleny
do 7 podrodin (A-G) (Dean M. et Annilo T, 2005). To, Ze jsou ABC transportéry
pro funkci organismu vysoce dilezité, dokladaji zarodecné mutace v minimalné
12 ABC genech, spojené se ztratou funkce transportéru, kterd prokazatelné sou-
visi s vaznym dédicnym onemocnénim. Jedna se naptiklad o cystickou fibrézu
(ABCC7, CFTR), pseudoxanthoma elasticum (ABCC6), Stargardtovu chorobu
(ABCA}Y), Tangierovu chorobu (ABCA1) nebo Harlequin ichthyosis (ABCA12)
(Tarling E.J. et al, 2013).

Bylo prokazano, ze se ABC transportéry podileji na transmembranovém pohybu

vétsiny 1ékil a jejich metabolitii, véetné velkého poctu protinddorovych 1é¢iv. De-
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fekty v téchto genech pak mohou byt dulezité z hlediska 1ékovych rezistenci, far-
makokinetiky a jinych farmakogenetickych poruch (Lage H., [2008). V soucasné
dobé je znamo jiz 20 ABC transportéru, které maji schopnost transportovat pres
membrany protirakovinna léciva. Jedna se o transportéry spadajicich do 4 ge-
novych podrodin - ABCA, ABCB, ABCC a ABCG (Thomas C. et Tampé R.|
2018)

Druhou velice rozsdhlou skupinou membranovych transportérti, které maji roz-
hodujici vyznam pro bunécény uptake, ale také eflux velkého mnozstvi endogen-
nich i exogennich substrati, jsou SLC transportéry. Vétsina SLC transportéru,
se nachazi na bunééné membrané, ale stejné jako ABC transportéry jsou i SLC
transportéry distribuovany také na subcelularnich membranach organel uvnitt
bunky. SLC transportéry zprostfedkovavaji pohyb molekul ptes cytoplazmatické
i intracelularni membrany bud ve sméru koncentra¢niho gradientu, a to unipor-
tem ¢i usnadnénou difuzi, nebo za vyuziti koncentracniho gradientu jiné latky,
symportem nebo antiportem. Ke své ¢innosti tedy nepotiebuji energii ziskanou z

ATP jako predchozi skupina ABC transportéri.

V soucasné dobé je znamo pres 450 c¢lent superrodiny SLC transportért, které
se odlisuji svoji sekvenci, strukturou a funkei (Pizzagalli M.D. et al.| 2020). Jed-
notlivi ¢lenové jsou pravé na zakladé své struktury, zejména poctu alfa helixa,
prochéazejicich pres membranu, tzv. transmembrane helices a hlavné sekvenc¢ni
homologie rozdéleny do mensich skupin (rodin), kterych rozeznavame celkem 65
(oznacovanych SLC1-SLC64, SLCO). Clenové jedné rodiny musi mit shodnou
identitu sekvenci alespon ve 20-25 % (Povey S. et al., |2001; [Hediger M.A. et al.|
2013). Navzdory svému spole¢nému evoluénimu puvodu mohou ¢lenové jedné ro-
diny vazat substraty s raznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. V posledni
dobé se objevuji i novéjsi modely klasifikace zalozené na shlukovani a fylogene-
tické analyze nebo na kombinaci funkéni a fylogenetické analyzy (Perland E. et
Fredriksson R., [2017).

SLC proteiny transportuji, jak uz bylo zminéno vyse, Sirokou skdlu molekul, a
vzhledem k tomu, Ze vétsinu léciv bychom mohli strukturou zaradit do téchto
skupin, jsou tyto transportéry nezbytné pro transport rady lé¢iv pres plazma-
tické membrany. Je popsano jiz vice nez 20 rodin s potvrzenou funkci transportu
léciv (César-Razquin A. et al., |2018)) z nichz nejvice druht 1é¢iv prenédseji trans-
portéry z podrodin SLC15, SLC22, SLC28, SLC 29, SLC47 a SLCO. To, jaké
substraty se na dany transportér budou vazat ovliviiuji tvar a fyzikalné-chemické
vlastnosti vazebného mista. SLC transportéry hraji dulezitou roli pri zajisténi
mnoha bunécénych funkeci a podobné jako predchozi skupina transportérii mohou

stat za rezistenci bunék k chemoterapii a to tim, Zze mohou regulovat absorpci,
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distribuci, metabolismus a eliminaci daného léku. Pro fadu 1é¢iv je typické, ze
interaguji hned s nékolika typy SLC transportérti. Typy SLC transportéri a je-
jich mozné substraty je mozné vyhledat v dostupnych databazich, jako je napft.

Bioparadigms (https://slc.bioparadignms.org/).

1.2.2 ABC a SLC transportéry a jejich role v transportu

imatinibu u pacienti s CML

Obrovskym problémem v léché nadort je rezistence na protinddorova léciva.
Zejména pak mnohondsobna lékova rezistence (MDR), kterd zptisobuje odolnost
rakovinnych bunék vici sirokému spektru strukturdlné a mechanicky neptribuz-
nych 1é¢iv, snizuje odpovéd na chemoterapii a vede k jejimu selhani. Nadmérna
exprese ABC transportéru je jednim z prispivajicich faktora vedoucim k MDR,
zpusobené nadmérnym efluxem 1éciva z cilové bunky a jeho nizkou intracelu-
larni koncentraci (El-Awady R. et al., |2017). Naopak snizena exprese prevazné
influxnich SLC transportéri v nddorovych bunkach mize v konec¢ném dusledku
také zpusobit nizkou koncentraci 1éCiva uvniti bunky a umoznit burce rozvinout
lékovou rezistenci (Neul C. et al., [2016)).

Bylo prokazano, ze nékteré transportéry 1é¢iv z rodin ABC a SLC, maji dilezitou
roli v intracelularnich hladinach IM a dalsich TKI a mohou byt zodpovédné za

rezistenci pacientia na IM.

Nejvice studovanymi efluxnimi transportéry jsou ABCB1 a ABCG2. Jejich dilezi-
tost v aktivnim transportu byla in vitro jiz nékolikrat prokazana. Dilezitou praci,
kterd potvrdila vliv transportéri ABCB1 (P-gp; MDR1 (multidrug resistance
protein 1)) ale také influxniho SLC22A1 (OCT1 (organic cation transporter 1)),
na intraceluldrni koncentraci IM, byla prace Bouchet et al. Experiment byl in
vitro proveden na bunécénych linii K562 a liniich K562dox, které nadmérné expri-
muji ABCB1. Cést bunék obou linif byla vystavena téinku IM a ¢ast bunék byla
také vystavena ucinku specifickych inhibitora transportéri, PSC 833 (inhibitor
ABCBI) a prazosinu (inhibitor SLC22A1). In vitro méreni ukéazala vyssi intrace-
luldrni koncentrace IM v bunécéné linii K562 nez v K562dox, tedy bunécné linie s
overeprimovanym efluxnim transportérem ABCBI1. OvsSem pfi inkubaci bunék v
PSC 833 byly intracelularni koncentrace IM v obou bunécnych liniich totozné, coz
ukazuje na vliv ABCBI1 na transport IM. Méteni intracelularni koncentrace IM v
bunécnych linii K562 vystavenych inkubaci s prazosinem, inhibitorem influxniho
prenasece SLC22A1, ukazalo priblizné o 50 % nizsi intracelularni koncentraci IM
nez u bunék bez inkubace v prazosinu. Byla tedy potvrzena ucast transportéru

SLC22A1 na influxu IM do nitra bunky. Dalsi ¢asti prace pak bylo srovnani intra-
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celularni koncentrace IM u pacienti, ktefi dosahli MMR ve 12. mésici od zahajeni
terapie IM a pacientt, kteri ji nedosahli. Vysledkem byly vyznamné vyssi pri-
mérné intracelularni i plazmatické koncentrace u pacienti s dosazenim MMR nez
u pacientti bez dosazeni MMR, coz naznacuje, Ze intracelularni koncentrace IM je
dulezitym faktorem dosazeni MMR, (Bouchet S. et al., 2013). Dalsi prace, ktera
potvrdila, ze vysoka exprese ABCBI1 je spojena s nizsi mirou dosazeni MMR
je prace Eadie et al. V této praci se autori zameérili hlavné na klinicky vyznam
véasné identifikace zvyseni exprese mRNA ABCB1 po zahdjeni 1écby IM, kterd
by mohla predpovidat rezistenci na lécbu. U pacienti s vysokonasobnym vze-
stupem exprese mRNA byla skutecné vyznamné nizsi pravdépodobnost dosazeni
¢asné molekularni odpovédi (Eadie L.N. et al., 2016)). Jind skupina autoru se
pak vénovala expresi efluxového transportéru ABCB1 a influxového transportéru
SLC22A1. Vysledkem bylo, Ze pacienti s nizkou hladinou mRNA ABCBI1 a vy-
sokou mRNA SLC22A1 byli spojeni s optimélni molekularni odpoveédi, zatimco
inverzni hladiny mRNA studovanych transportért byly spojeny s pacienty, kteti
nereagovali optimalné (da Cunha Vasconcelos F. et al.l 2016)). Na zdkladé kli-
nické korelace mezi expresi mRNA a odpovédi na 1é¢bu IM se zacala zkoumat
role polymorfismii, které by na expresi, pripadné aktivitu proteinu mohly mit

vliv.

Gurney et al. zkoumali souvislost mezi tfemi nejbéznéjsimi variantami ABCBI,
1236T>C, 2677G>T/A a 3435C>T, a clearance IM u 8 pacienti s CML a 14
pacientu s gastrointestindlnim stromélnim tumorem (GIST). Uvedli, Ze mira sni-
zeni clearance IM byla vyznamné nizsi u pacientti s genotypem TT ve vSech trech
lokusech (Gurney H. et al., 2007). Nésledné Dulucq et al. hodnotili klinicky dopad
variant ABCBI na odpovéd na IM v kohorté 90 pacienti s CML ve Francii. V této
studii pacienti s genotypem 1236TT nebo 2677TT/TA dosdhli vyznamné vyssi
miry MMR (Dulucq S. et al., [2008). Nicméné v dalsi studii Deenik et al. u 46 pa-
cientti s CML v Nizozemsku zjistili, Ze genotypy 1236CT/TT, 3435TT a 2677TT
byly ve skutecénosti spojeny se snizenym vyskytem MMR (Deenik W. et al.| [2010)
a to v souladu s ptvodni zpravou naznacujici nizsi snizeni clearance IM u paci-
entt s genotypy TT (Gurney H. et al., 2007). V reakci na to Dulucq et al. rozsirili
svou analyzu na vétsi kohortu celkem 557 pacientl a uvedli, Ze alela 2677G byla
skuteéné spojena s vyssi mirou dosazeni MMR, (Dulucq S. et al.; 2010)). Rizné
zavéry ucinéné v téchto studiich byly pravdépodobné ovlivnény velikosti kohort

pacient.

To, ze je IM substratem dalsiho efluxniho transportéru ABCG2, znamého téz
jako BCRP (breast cancer resistance protein), ktery je casto zvysené exprimovan

v lidskych nadorovych bunkach a je tedy asociovan se vznikem rezistence k 1é¢hé
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onkologickych onemocnéni, bylo potvrzeno praci Burger et al. Pomoci panelu
dobfe definovanych bunéénych linii s riiznou mirou exprese ABCG2 a specifického
inhibitoru tohoto transportéru, fumitremorginu C prokazali, ze linie s overexpri-
movanym ABCG2 maji nizsi intracelularni koncentrace IM, ktera se po pridani
fumitremorginu C opét obnovuje (Burger H. et all [2004)). Vzhledem k tomu, Ze
ABCG2 je vysoce exprimovan i v gastrointestinalnim traktu, mtze hrat roli nejen
v bunécné rezistenci nadorovych bunék, ale také ovliviiovat gastrointestinalni ab-
sorpci IM. K podobnym vysledkiim dosla i skupina kolem Nakanishiho et al.,
kteri zkoumali rezistenci na IM u bunécnych linii K562 a upravenych linii K562,
které nadmérné exprimovaly ABCG2 (K562/BCRP-MX10). Vysledkem bylo, ze
bunky K562/BCRP-MX10 vykazovaly 2-3 nasobné zvySeni rezistence oproti ne-
upravenym K562. Rezistence na IM byla zcela odstranéna fumitremorginem C
(Nakanishi T. et al., 2006)). Na rozdil od fady in vitro studii, které podporuji roli
ABCG2 v rezistenci na terapii IM je jen malo klinickych studii, které by hodnotily
roli exprese a polymorfismi ABCG2 u pacientt s CML. Jednou z nich je prace de
Lima et al., ktefi zkoumali expresi mRNA a SNP ve vytipovanych transportérech
souvisejicich s rezistenci na IM u celkem 118 pacientt s CML. Méteni ukazala, ze
exprese mRNA ABCG2 u pacienti, ktefi neodpoveédéli na lécbu IM, byla vyssi, a
to jak pred zahajenim lécby IM, tak i pfi 1éché IM, navic ABC'G2 byl nadmérné
exprimovan u pacientil, kteri nedosahli MMR. Z toho vyplyva, Ze zvySena exprese
ABCG2 by mohla mit vliv na rezistenci vici IM (de Lima L.T. et al., [2015)). Dalsi
studie s celkem 215 pacienty s CML provadéna v Malajsii hodnotila dva SNP genu
ABCG?2 34G>A a 421C>A. Vysledkem studie bylo, ze diplotyp 34A_421A genu
ABCG2 vyznamné koreluje s lepsi odpovédi na IM. Kromé toho byla genoty-
pova varianta 421C>A v ABCG2 spojena s castéjsim dosazenim MMR (Au A.
et al., 2014)). Tomuto tématu se také vénovala metaanalyza zahrnujici celkem 2577
zejména asijskych pacientil, kterda ukazuje signifikantni korelaci mezi minimalni
koncentraci IM a dosazenim odpovédi na IM. Déale bylo zjisténo, ze pravdépodob-
nost tispéchu 1é¢by se zvysuje s pritomnosti polymorfismu 421C>A genu ABCG2
(Jiang Z.P. et al., |2016), podobné jako ve studii Au et al. (Au A. et al. 2014).

Druhym neméné dulezitym ¢lankem k dostatec¢né intracelularni koncentraci léciva
jsou influxni transportéry, zejména z rodiny SLC. Nejvice studovanym transpor-
térem IM je bezesporu transportér SLC22A1 (OCT1). Thomas et al. byli prvni,
kterl navrhli, ze SLC22A1 zprostiedkovava transport IM do nitra bunék. Vyuzili
k tomu experimenty na bunécnych linii s fadou znamych inhibitortt SLC22A1, po
jejichz pouziti doslo k vyznamnému poklesu intracelularni koncentrace IM, ta se
ovSem nesnizila pri pouziti specifickych inhibitorua SLC22A2 (OCT2) a SLC22A3
(OCT3) coz preferuje SLC22A1 jako hlavni prenase¢ IM. Kromé toho bylo zjis-
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téno, ze SLC22A1 je exprimovan jak v BCR::ABL1 pozitivnich bunécnych liniich
(KYO1, LAMA84 a KCL22), tak v primarnich bunkéch pacienti s CML (Tho-
mas J. et al| [2004). Dalsi, kdo ptinesl dikaz o roli SLC22A1 jako transportéru
IM byli Wang et al., ktefi pro svou praci vykultivovali bunéénou linii KCL22
s overexpresi SLC22A1 a prokézali, ze intracelularni koncentrace IM byla vyssi
pravé u linie s overexprimovanym SLC22A1 (Wang L. et al, [2007)). Na zakladé
zjisténi, ze SLC22A1 je dulezitym transportérem IM, zkoumali Crossman et al.,
zda exprese mRNA SLC22A1 koreluje s citlivosti na IM, coz prokéazali zvysenou
mRNA SLC22A1 u pacientii, ktefi reaguji na lécbu IM, ve srovnani s pacienty,
kteri na 1é6¢bu nereaguji (Crossman L.C. et al., [2005). Vyznamnou korelaci mezi
zvysenou expresi mRNA SLC22A1 a odpovédi na 1écbu IM u pacienti s CML
prokazali i dalsi autori (Gromicho M. et al., [2012; Marin D. et al., |2010]), né-
které z téchto studii vSsak byly zpochybnény praci Giannoudis et al., kterym se
nepodarilo potvrdit vliv exprese SLC22A1 na odpovéd pacientit s CML na IM a
upozornili na to, ze primery navrhnuté jinymi autory k méteni exprese SLC22A 1
mohou zahrnovat bézné genetické varianty, které mohou vést k neanalyzovatelné
smési mRNA a zpusobit tak experimentalni artefakt (Giannoudis A. et al., [2013]).
To se nakonec potvrdilo u prace Wang et al., ktefi po zméné primerové sekvence,
kterd jiz nezahrnovala znamou genetickou abnormalitu M420del, jiz nepotvrdili
puvodni korelaci s vyssi hladinou exprese mRNA SLC22A1 u pacienti s dobrou
odpovédi na lécbu IM (Wang L. et al., |2007). Zajimavosti vsak je, ze Kim et
al. sice nenalezli korelaci mezi expresi mRNA SLC22A1 u pacientu s CML a
jejich odpoveédi na lécbu IM, ale pozorovali vyznamné snizenou expresi mRNA
SLC22A1 u pacientii v dobé prokazané rezistence na IM ve srovnani s dobou
pred zahajenim terapie IM, coz naznacuje moznou roli exprese SLC22A1 u roz-
voje rezistence k IM (Kim Y.K. et al., 2014). Dalsi diskutovanou otdzkou bylo,
zda je SLC22A1 exprimovan a ma vliv na vychytavani IM v nezralych CD34+
leukemickych bunkach. Nies et al. dospéli k zavéru, ze protein SLC22A1 nebyl ex-
primovan v primarnich CD34+ CML bunkéach, a to na zdkladé dvou pozorovani:
jednak zméreni velmi nizké exprese SLC22A1 mRNA a za druhé uplnému nedo-
statku SLC22A1 v plazmatické membrané. Tento zavér byl vsak zaloZzen pouze
na analyze 4 vzorki CD34+ bunék pacientti s CML (Nies A.T. et al., |2014). Da-
vies et al. také nedetekovali expresi mRNA SLC22A1 v bunkach CD34+, a to
ani v CD34+ bunkach od pacienti s CML, ale ani od zdravych darcu (Davies
A. et al., 2009). Ovsem Engler et al. pozorovali, ze CD34+ bunky od pacienti s
CML maji snizenou expresi mRNA SLC22A1 i vychytavani IM, nez pozorovali v
kompartmentu CD34-, tedy vice diferencovanych bunék (Engler J.R. et al., [2010).
Tato snizena exprese byla také pozorovana u zdravych darci, ale nepromitla se
do snizeni funkéni aktivity SLC22A1, coz ukazuje, ze exprese mRNA SLC22A1
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nemusi nutné predpovidat samotnou funkeci transportéru v bunkach CD34+4-. Di-
lezité je, ze protein SLC22A1 je vysoce posttranskripéné regulovan (Ciarimboli
G. et Schlatter E., |2004), neni tedy zcela neo¢ekdvané, Ze exprese nemusi primo
souviset s funkci samotného proteinu. Navic vime, zZe nediferencované CD34+
leukemické bunky nejsou zrovna IM prilis cilené (Corbin A.S. et al., 2011), coz
trochu zpochybnuje relevantnost a dilezitost SLC22A1 jako transportéri v tomto

kompartmentu bunék.

Naopak jsou jiz dobtfe znamé dusledky genetickych polymorfismt na funkci a ak-
tivitu prenasecu léciv, jako je SLC22A1. Bylo popsano vice funkéné relevantnich
nesynonymnich genetickych variant SLC22A1 (Giannoudis A. et al., [2013; Kerb
R. et al.| |2002), které in vitro vedly k dramatickym tc¢inktim na transport typic-
kych substratit SLC22A1. Na zakladé toho se predpokladalo, ze genetické varianty
budou mit vliv i na funkci SLC22A1, tedy na transport jeho substratii, véetné
zménéné farmakokinetiky IM, coz by mohlo mit disledek i pro pacienty s CML
lécenych pravé IM. Nejzajimavéji se jevily varianty C480G, A1222G a M420del,
ovsem zavery ohledné jejich prediktivni vypovidaci hodnoty se u rtznych autori
lisi (Di Paolo A. et al. [2014; [Vine J. et al., [2014; Koren-Michowitz M. et al.|
2013; de Lima L.T. et al., 2015). Tyto rozporuplné vysledky mohou vyplyvat z
rady faktori, véetné velkého rozdilu ve velikosti kohort pacientl a jejich rtiznym

etnickym slozenim u riznych autort, ¢i v rtznosti studovanych variant.

Mezi dalsi transportéry, které se zkoumaly ve smyslu ovlivnéni transportu a na-
sledné i efektu IM, patti influxni transportéry SLCO1B3, SLCO1A2, SLC22A4
a efluxni transportéry ABCA3 a ABCG2. Hlavni motivaci pro¢ zac¢it zkoumat
dalsi 1ékové prenasece, nez ty zminéné vyse, byla nejednoznacnost vysledki, zda
se jedna o hlavni transportéry IM. Jedna studie napriklad uvedla, ze IM selhal ve
vazbé na SLC22A1, jeho exprese korelovala s expresi jinych prenaseci, ¢imz po-
tencialné piisobil jako zastupny biomarker pro tyto proteiny. A naopak je zminéna
dilezitost jiného transportéru a to SLCO1A2 (OATP1A2) (Hu S. et al. [2008]).
Cilem ¢inské studie bylo zkoumat vztah mezi minimalni koncentraci IM a vyti-
povanymi polymorfismy v genech SLC22A/, SLC22A5, SLCO1A2, SLCO1B3 a
ABCG2 a dosazenim MMR, u celkem 171 pacientt s CML. Z vysledkt studie vy-
plyvé, Ze pacienti nesouci alelu A v SLCO1A2 361G>A dosahuji ¢astéji MMR nez
pacienti nesouci alelu G (Wang Q. et al.,|2020). Podobny cil méla i préce brazilské
skupiny, ti zkoumali vztah mezi polymorfismy v genech SLCO1B3, SLCO1A2 a
ABCAS3 s odpovédi na IM u 118 pacientu s CML. Z vysledku vyplyva, ze stu-
dované polymorfismy v genech SLCO1A2 (véetné 361G>A) a ABCAS3 se nelisi
v Cetnosti u pacientt s dobrou odpovédi na IM od pacientt bez odpovédi, nao-

pak genotypy maji podobné frekvence mezi pacienty s odpovédi a bez ni. OvSem
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genotypy SLCO1B3 699GG a 334TT byly castéjsi ve skupiné pacienti s odpo-
védi (63,8 %) nez ve skupiné pacientit bez odpovédi na IM (44,7 %, P = 0,042)
(de Lima L.T. et al., |2014)). Vliv polymorfismu 334TT genu SLCO1B3 na odpo-
véd pacientit s CML na IM potvrzuje i prace iranské skupiny Mohammadi et al. Ti
ve své praci na celkem 132 pacientti s CML ukéazali, Ze pacienti, kteri nesou kom-
binaci polymorfismia SLC22A1 480CC a 1222AG a SLCO1B3 334TT/TG méli
vyssi frekvenci dosazeni kompletni cytogenetické odpovédi (Mohammadi F. et al.|
2021). Naopak v praci egyptskych vyzkumnikt je dominantni alela 334TT genu
SLCO1B3 spojena s neptiznivou odpovédi na rozdil od genotypu 334GG/TG.
Prace byla provedena celkem na 102 pacientech s CML (Omran M.M. et al.|
2020). Dalsim studovanym transportérem IM byl SLC22A. Italska skupina ko-
lem Angeliny et al. popisuje ve své praci na celkem 189 pacientech v chronické fazi
CML signifikantni asociaci alely C v polymorfismu rs1050152 s castéjsim dosazeni
MMR (Angelini S. et al.,|[2013). V jiné praci se tataz skupina zamérila na pacienty
s pokrocilymi GIST lécenymi IM a potvrdili, ze alela C v SNP rs1050152 v genu
SLC22A4 spolu s alelami G ve dvou SNP genu SLC22A5 (rs2631367 a rs2631372)

vyznamné prodlouzila dobu do progrese onemocnéni (Angelini S. et al., [2013).

I kdyz se zda, ze existuje mnoho dikazil, zZe exprese transportnich prenaseci,
pripadné jejich polymorfismy, mohou byt pri¢inou rezistence pacientt k IM, ne-
jednotné vysledky jednotlivych vyzkumnych skupin zatim brani zavedeni postupt
monitorovani exprese ¢i skrinink polymorfismu jako prediktivnich markerti odpo-
védi na 1écbu IM do bézné klinické praxe. Na rozporuplnosti dat se jisté muzou
podilet malé kohorty pacientti, riznost jejich etnické prislusnosti, ale i variabilni
metodiky praci ¢i samotné cile vyzkumu, napt. dosazeni cytogenetické vs. mole-
kularni odpovédi. Zavérem je nutné rici, ze se domnivame, ze tento smér vyzkumu

neni slepou ulickou a je nutné se mu dale vénovat.
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2. Vychozi hypotéza a cil prace

Chronickd myeloidni leukémie se stala diky znalosti jeji patofyziologické podstaty
velmi dobre 1é¢itelnym onemocnénim, a to diky vysoce uc¢inné terapii tyrozinki-
nazovymi inhibitory, cilicimi pravé na patofyziologickou podstatu onemocnéni.
Doposud nejvice uzivanym lékem v prvni linii 1écby CML je TKI 1. generace
IM. Piiblizné u 10-20 % pacientt viak 1é¢ba IM selhavd. Usp&Snost 1é¢by IM je
mimo jiné ovliviiovana farmakokinetickymi faktory, zejména jeho koncentraci v
cilovych, tedy leukemickych bunkach. IM je zavisly na transportu zprostredkova-
nym membranovymi prenaseci. Na jeho koncentraci uvniti bunky ma vliv mira
exprese a aktivita téchto membranovych prenasecti. Dosavadni prace se zabyvaly
vlivem jednobodovych polymorfismi v kddujicich oblastech genti z rodin ABC a
SLC lékovych prenasecii s nejednoznacnymi vysledky. Exprese transportérti muze
byt daleko vyznamnéji ovlivnéna polymorfismy v jejich promotorovych oblastech,
hlavnich mistech regulace exprese. To mtze v pripadé prenasect IM hrat zasadni
roli v jeho distribuci a nasledné i v odpoveédi na lécbu. Promotorové oblasti ABC
a SLC gentl jsou znamé svou vysokou variabilitou. Bylo publikovano vice jak 500
polymorfismti v promotorech genti celkem 107 transportéru z rodin ABC a SLC
u zdravych lidi riaznych etnickych skupin (Hesselson S.E. et al., 2009)). Cilem
nasi prace bylo studovat polymorfismy v promotorech vybranych ABC a SLC
genil u pacientii s CML, které dosud studovany nebyly. Domnivame se, Ze tyto
polymorfismy, které se ptirozené vyskytuji u pacientti s CML, mohou ovliviiovat
dostupnost 1éku v cilovych bunkach a sehrat vyznamny podil na rozvoji rezistence

u jednotlivych pacientii.

Cilem prace bylo u vytipovanych prenasect z rodin ABC a SLC, které jsou anoto-
vanymi prenaseci mnozstvi 1é¢iv, nalézt polymorfismy v jejich proximalnich pro-
motorech — znamych variabilnich mistech hrajici dilezitou roli v regulaci exprese

genil, které by mohly predikovat odpovéd pacientit s CML na 1é¢bu IM.
Konkrétni cile, jejichz naplnéni je obsahem této disertacni prace:

1. Sestaveni panelu promotorovych oblasti vybranych gent, jez mohou mit
souvislost s transportem IM ve vSech kompartmentech a identifikovat poly-

morfismy, které se vyskytuji ve studované kohorté pacientii.

2. Hodnoceni korelace mezi jednotlivymi nalezenymi polymorfismy s odpovedi

pacientl v chronické fazi CML na lécbu IM ve 12 mésici 1écby.

3. Hodnoceni vlivu nalezenych polymorfismti na expresi konkrétnich prena-

Secu.
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4. Ovéreni nalezenych polymorfismii jako prediktivnich markeri dosazeni op-
timéalni odpovédi pacienti s CML na IM a zaroven i jako prediktivnich

markerti udrzeni molekularni odpoveédi po vysazeni lécby IM.
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3. Material a metody

3.1 Soubor pacienti

Pro nase analyzy jsme retrospektivné sestavili soubor 83 pacientt s CML, kteri
byli diagnostikovéni a lé¢eni na UHKT ([jstav hematologie a krevni transfuze)
v dobé mezi roky 2004 a 2013. Podminkami pro zafazeni pacienta do souboru,
které byla velmi prisné ze snahy vyvarovat se zkresleni vysledkt pri prvotnich
analyzach, byly: 1) diagnéza v chronické fazi CML, 2) dostupnost vzorku poza-
dovaného materidlu pred zahdjenim 1é¢by IM, 3) 1é¢ba prvni linie IM dévkou 400
mg za den, 4) dobré spoluprace pacienta, 5) minimalni doba sledovani odpovédi
pacienta na lécbu 48 mésicti. Na zékladé sledovani odpovédi na 1é¢bu ve 12. mésici
byli pacienti rozdéleni na 2 skupiny dle doporu¢eni ELN z roku 2013 (Baccarani
M. et al., 2013). Na skupinu Responders (BCR::ABL1 < 0,1 % IS; n = 40; op-
timal) a skupinu Non-responders (BCR::ABL1 > 0,1 % IS a/nebo Ph+ > 0 %;
n = 43; warning a failure). Do studie nebyli zafazeni pacienti s vyskytem mutaci
v kindzové doméné BCR::ABL1, jako jednou z nejcastéjsich pri¢in rezistence na
IM (Gambacorti-Passerini C.B. et al., 2003).

V pritbéhu prace se nam i diky spolupraci s Fakultni nemocnici Hradec Kralové,
podarilo rozsitit kohortu pacientii s CML o dalsich 46 pacientii, ktefi splnovali
stejna kritéria jako prvni skupina. Jen doba sledovani odpovédi byla alespon 12
meésict.

Tteti soubor pacientii, ktery byl pouzit i jako valida¢ni kohorta, bylo 301 pacientii
z center z Némecka, Ceské republiky, Svédska, Finska, Norska a Recka zafazenych
do studie EURO-SKI, kteri byli pred zarazenim do studie 1éceni IM v prvni linii.
EURO-SKI byla oteviend multicentricka, nekontrolovana studie, ktera vznikla
na predpokladu pretrvavani molekuldrni remise u pacientt s CML i po vysazeni
lécby TKI. Jejim hlavnim cilem bylo posouzeni doby trvani alespon MMR po
ukonceni terapie TKI. Mezi sekundarni cile pak patrilo identifikace klinickych a
biologickych faktorta ovliviiujicich pretrvavani kompletni molekularni remise po
ukonceni terapie TKI (napt. troveri DMR, rizikové skére, délka 1écby TKI, typ
predléceni TKI), ale i hodnoceni kvality Zivota u pacienti po ukonceni 1é¢hby
TKI, ¢ hodnoceni medicinsko-ekonomického dopadu pri ukonceni terapie TKI.
Do této studie se zapojilo celkem 10 zemi napii¢ Evropou, véetné 6 center z Ceské
republiky. Hlavnim pozadavkem pro zarazeni pacienta do studie byla délka lécby
TKI pred zarazenim minimalné 3 roky a dosazeni molekularni remise onemocnéni

alesponn na drovni MR4, ovéfené akreditovanou laboratoii (Saussele S. et al.
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2018).

Posledni skupinou pacientt bylo 103 pacientii s CML léc¢enych IM v Polsku, kteti
se po splnéni vyse uvedenych kritérii rozhodli pro vysazeni IM. Tito pacienti jsou
registrovani ve webové databazi ,,Polish Stop Imatinib“ na hematoonkologia.pl,
kterou koordinuje Polish Adult Leukemia Group (PALG). Tabulky [6] a [7] shrnuji

zakladni idaje o souborech pacientii.

Materialem pro nize pouzité metody byly celkové leukocyty izolované z periferni

krve.

Tato prace byla vedena v souladu se zasadami Helsinské deklarace a byla schva-
lena jednotlivymi etickymi komisemi nemocnic, od jejichz pacient byly vzorky
vyuzity. Vsichni pacienti poskytli pisemny informovany souhlas s pouzitim jejich

vzorkll pro tuto vyzkumnou praci.
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hematoonkologia.pl

Tabulka 6: Charakteristika pacientii, pacienti pro vytipovani
prognostického markeru.

Pacienti zatazeni do NGS Pacienti rozsifujici pi-

(n = 83) vodni kohortu (n =46)
Pohlavi
zeny, pocet (procenta) 35 (42) 19 (41)
muzi, pocet (procenta) 48 (58) 27 (59)
Median véku
roky (rozmezi) 54 (18-84) 56 (19-80)

EUTOS skére, pocet (procenta)

nizké 64 (77) 41 (89)
17 (21) 5 (11)

nezjisténo 2 (2)

vysoké

Sokal skére, pocet (procenta)

nizké 34 (41) 21 (46)
stiedni 23 (28) 18 (39)
vysoké 23 (28) 7 (15)

nezjisténo 3 (3)

Hasford skére, pocet (procenta)

nizké 27 (33) 14 (30)
stfedni 39 (47) 26 (57)
vysoké 14 (17) 6 (13)

nezjisténo 3 (3)

1. linie 1écby

imatinib 400 mg/den imatinib 400 mg/den

Odpovéd na 1é¢bu ve 12 mésici od zahéjeni uzivani IM, pocet (procenta)

optimalni odpoved 40 (48) 32 (687)
varovani 13 (16) 4 (10)
selhani 16¢by 30 (36) 10 (22)

Dosazeni stabilni MMR

pocet (procenta) 51 (61) 33 (72)
medidn mésici od 39,1 (3-51) 7,7 (4-21)
zahajeni uzivani IM

(rozmezi)
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Zména terapie na TKI 2. generace z duvodu selhani 1écby IM, ztraty odpovédi
nebo progrese onemocnéni

pocet (procenta) 27 (33) 11 (24)
medisn mésici od 29,8 (12-113) 22,3 (12-62)
zahajeni uzivani IM

(rozmezi)

Umrti béhem 1écby IM, pocet

v souvislosti s CML 3
bez souvislosti s CML 5
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Tabulka 7: Charakteristika pacientii, pacienti pro validaci

prognostického markeru.

Pacienti zarazeni do
studie EURO-SKI (n

Pacienti z  polské

ukoncujici studie (n

= 176) = 93)
pohlavi
zeny, pocet (procenta) 86 (49) 52 (56)
muzi, pocCet (procenta) 90 (51) 41 (44)
median véku pii ukonceni TKI
roky (rozmezi) 60 (23-84) 61 (23-83)
Genotyp SNP rs460089, pocet (procenta)
GC 62 (35) 39 (42)
GG 96 (55) A1 (44)
CcC 18 (10) 13 (14)
Median délky uzivani TKI pred jejich ukonceni
roky (rozmezi) 6,8 (3,1-13,5) 9,7 (3,1-14,4)
Median doby trvani DMR pfed ukonc¢enim TKI
roky (rozmezi) 4,1 (1,1-12,8) 6,8 (2,0-11,5)
Median doby uzivani TKI pred dosazenim DMR
roky (rozmezi) 1,7 (0,3-9,5) 1,7 (0,1-10,8)
Typ transkriptu BCR::ABL1, pocet (procenta)
el3a2 39 (26) 24 (26)
elda2 94 (62) 51 (55)
el3a2+elda2 18 (12) 18 (19)

3.2 Bunééné linie

Bunécné linie pouzité v této praci nejsou uvedeny v databazi chybné identifi-

kovanych bunécénych linii, byly ziskany z provérenych center bunécénych zdroji;

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-

ren GmbH, Braunschweig, Némecko a ATCC-American Type Culture Collection,

Manassas, Virginia, USA. S bunéénymi liniemi se zachézelo dle doporuceni do-

davatele a byly kultivoviany ve vhodném médiu. V experimentu byly pouzity do

2 meésict po rozmrazeni.
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Jedna se o zavedené leukemické a lymfomové BCR::ABL1+ i BCR::ABLI- bu-

nécné linie.

CML-T1 — linie vytvorend v roce 1987 z BCR::ABL1+ (b2-a2) bunék peri-
ferni krve 36 leté pacientky s CML v blastické fazi nesouci povrchové znaky
T-bunék (DSMZ ¢. ACC 7)

JURKAT - linie vytvorena v roce 1976 z bunék periferni krve 14 letého
pacienta s T-ALL (DSMZ ¢. ACC 282)

K562 - linie vytvorend v roce 1970 z BCR::ABLI1+ (b3-a2) bunék pleu-
ralniho vypotku 53 leté pacientky v blastické fazi CML (DSMZ ¢. ACC
10)

KCL-22 — linie vytvorena v roce 1981 z BCR::ABL1+ (b2-a2) bunék ple-
uralniho vypotku 32 leté pacientky v blastické fazi CML (DSMZ ¢. ACC
519)

MAVER-1 - linie vytvorena v roce 2003 z bunék periferni krve 82 letého
pacienta s lymfomem z plastovych bunék (DSMZ ¢é. ACC 717)

MEG-01 — linie vytvofena v roce 1983 z BCR::ABL1+ (b2-a2) bunék kostni
drené 55 letého muze s CML v megakaryocytarni blastické fazi (DSMZ ¢.
ACC 364)

RAMOS - linie vytvorena v roce 1972 z bunék ascitické tekutiny 3 letého
pacienta s Burkittovym lymfomem (DSMZ ¢. ACC 603)

SUP-B15 — linie vytvofena v roce 1984 z BCR::ABL1+ (el-a2) bunék kostni
dfené 9 letého pacienta s B-prekurzorovou ALL (DSMZ ¢. ACC 389)

7-138 — linie vytvorena z lidskych lymfoblasti od pacienta s diagndzou
lymfomu z plastovych bunék (ATCC ¢. CRL-3001)

3.3 Vybér transportéri a navrh primert

Na zékladé in silico analyz jsme vybrali celkem 19 transportért ze superrodin
ABC a SLC (4 ABC a 15 SLC) s anotovanou funkei 1ékovych prenasect. Jedna se

o transportéry exprimujici se v jaternich bunkach, jatra maji hlavni podil na me-

tabolismu IM, v tenkém stirevé, kde se IM vstiebava a samoziejmeé v kostni dreni
a leukocytech, jakozto cil 16¢by IM (Tabulka [§]). S vyuzitim databdzi The Nati-
onal Center for Biotechnology Information (NCBI), Pharmacogenetics of Mem-
brane Transporters Database (USCF PMT) a The Eukaryotic Promoter Database

(EPD) jsme analyzovali sekvence promotorovych oblasti, které zahrnuji i oblast
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Tabulka 8: Druhy tkani s expresi transportéru kédovaného vybranym

genem.

Gen Tkanova exprese transportéru

ABCBI1 ubikvitérni, zvlasté pak v jatrech, ledvinach, tenkém stieveé,
mozku, kostni dfeni, krvi

ABCB11 zvlasté v jatrech, tenkém strevé, prsa, méné i v ostatnich tkanich

ABCCS jatra, leukemické bunky, bunky melanomu

ABCGS5 jatra, méné v tenkém stievé, vajecnicich, leukocytech

SLC22A1 ubikvitérni, silné v jatrech

SLC22A2 ubikvitérni, silné v ledvinach

SLC22A8 placenta, kosterni svalstvo, prostata, jatra, ledviny, mozek

SLC22A/ krev, kostni dren, pradusnice, fetdlni jatra, méné v ledvinéch,
kosternim svalstvu, prostaté, plicich, placenté

SLC22A5 zvlasté v ledvinach, kosternim svalstvu, srdci, placenté, méné v
tenkém stievé, leukocytech, kromé CD20+ B-lymfocytu

SLC22A7 ledviny, jatra

SLC22A8 ubikvitérni, zvlasté v ledvinéach, jatrech

SLC28A 1 ledviny, jatra, mononukledrni bunky

SLC28A2 zvlasté v ledvinach, srdci, monocytech, méné v ostatnich tkanich

SLC28A8 slinivka, kostni dren, prudusnice, prsni zlaza, jatra, prostata,
stfevo, mozek, plice, placenta, varlata, ledviny, srdce

SLC29A2 kosterni svalstvo, jatra, plice, placenta, mozek, srdce, ledviny, va-
jecniky

SLC29A3 placenta, déloha, ovaria, slezina, lymfatické uzliny, kostni dfen

SLCJTA1 nadledviny, ledviny, jatra, déloha, kuze, méné v ostatnich tkanich

SLCJTA2 zvlasté v ledvinach, méné v ostatnich tkanich

SLCO1A2 ubikvitérni

proximalniho promotoru, mista, kam se vazi jak zesilujici, tak i zeslabujici tran-
skripéni faktory. Jednd se o variantni oblasti liSici se naptiklad svou délkou ¢i
vzdalenosti od mista zahajeni transkripce (TTS). Nékteré proximalni promotory
svou délkou zasahuji do prvniho exonu, u jinych je vzdalenost ke start-kodonu
i pres 100 bp. Pro tyto oblasti jsme navrhli pomoci programi Primer3 plus:
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/,
Primer-BLAST: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ a
OligoAnalyzer 3.1: https://eu.idtdna.com/calc/analyzer primerové pary

generujici jednotlivé amplikony (Tabulka @
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3.4 Detekce polymorfismi v promotorech vy-
branych genti

Jako vychozi material pro detekci polymorfismi v promotorovych oblastech byla
pouzita genomickd DNA. Ta byla izolovana z ulozenych lyzati celkovych leuko-
cytt periferni krve obsahujicich 10 miliéntt bunék na 1 ml lyzatu pomoci TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) nebo guanidiniumthiokyanatu
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko). K samotné detekci poly-
morfismu byly pouzity dvé metody. Prvni metodou bylo masivni paralelni sekve-
novani nové generace (NGS), které bylo vyuzito pro detekci polymorfismii u vsech
19 vybranych promotorovych oblasti u prvni skupiny pacientui (n = 83). Druhou
metodou bylo Sangerovo sekvenovani, které bylo vyuzito u pridané skupiny pa-
cienti (n = 46) jiz pouze k detekci SNP v promotorech dvou vytipovanych gent
SLC22A4 a SLC22A5

3.4.1 Priprava vzorki k sekvenovani nové generace (NGS)

Prvnim krokem pro NGS byla priprava amplikonové knihovny. Vstupnim mate-
ridlem pro pripravu knihoven byly pomoci PCR amplifikované cilové oblasti 19
vybranych gentt genomické DNA. K amplifikaci byly pouzity 3 rozdilné proto-
koly (tabulka . V jednom protokolu byl pouzit kit FastStart™ High Fidelity
PCR System (Roche Applied Science, Basel, Svycarsko) a pro dva protokoly kit
AccuPrimeSupermix I (Thermo Fisher Scientific). Produkty PCR jsme ovérili
elektroforézou na agarézovém gelu se zobrazenim pod UV transluminatorem a
kvantifikovali s vyuzitim piistroje 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA USA).

Promotorové oblasti od 38 pacientu byly sekvenovany metodou 454 GS Junior/GS
Junior+ (Roche Applied Science). P¥iprava knihovny byla provedena dle manuédlu
Rapid Library Preparation Method Manual (Roche Applied Science). Pyi frag-
mentaci jednotlivych vzorkt pomoci nebulizace musel byt protokol poupraven a
zvysen tlak nebulizace na 55 psi a délka na 2 min 30 s. Dalsi kroky pripravy kniho-
ven: Fragment End Repair, AMPure bead preparation, Adaptor Ligation, Small
Fragment Removal, byly provedeny dle protokolu vyrobce. Ke kontrole kvality pri-
pravené knihovny byl opét pouzit 2100 Bioanalyzer s vyuzitim High Sensitivity
DNA chip (Agilent Technologies) a ke kvantifikaci pak KAPA Library Quantifi-
cation Kits For Roche 454 GS Titanium platform (Kapa Biosystems, Wilmington,
MA USA). Vzhledem k tomu, ze béhem piipravy knihovny (Adaptor Ligation)
byla ke kazdému vzorku ligovana specifickd sekvence (Multiple Identifier 's MID),
diky které je mozné od sebe jednotlivé vzorky oddélit, bylo 19 cilovych oblasti
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Tabulka 10: Protokoly amplifikace promotorovych oblasti vybranych

gentl.
a. pro geny ABCB11 a SLC22A1
Reagencie Objem Amplifika¢ni program
Celkovy objem pro vzorek 20pl
AccuPrime™SuperMix I 10yl L. krok 94°C po dobu 2min

Forward primer (10pM/nl) 0,5l

2. krok 94°C pod dobu 15s
3. krok 63,5°C po dobu 30s

Reverse primer (10pM/pl) 0,5ml 4. krok 68°C po dobu 1min 30s
H20 8,0nl krok 2-4 opakovat 35x
DNA (50-100 ng) 1,0pl

b. pro geny ABCB1, SLC22A2, SLC22A8, SLCO1A2

Reagencie Objem Amplifika¢ni program
Celkovy objem pro vzorek 20nl
AccuPrime™SuperMix I 10l 1. krok 94°C po dobu 2min

Forward primer (10pM/pl) 0,5nl

2. krok 94°C pod dobu 15s

3. krok 59,3°C po dobu 30s

Reverse primer (10pM/ql) 0,5ul 4. krok 68°C po dobu 1min 30s
H,O 8,0nl krok 2-4 opakovat 35x
DNA (50-100 ng) 1,0pl

c. pro geny ABCC5, ABCGS5, SLO22A3, SLC22A4, SLC22A5, SLC22A7,
SLC28A1, SLC28A2, SLC28AS, SLC29A2, SLC29A3, SLCYTAL, SLCYTA2

Reagencie Objem Amplifika¢ni program

Celkovy objem pro vzorek 251l

FastStart High Fidelity En- | 0,25ul

zyme Blend 1. krok 95°C po dobu 1min

100% DMSO 1,5n1 2. krok 95°C pod dobu 30s

10x Pufr s 18 mM MgCl, 2,57l 3. krok 62,2°C po dobu 30s

dANTPs (1011M) 0,501 4. krok 72°C po dobu 1min 13s
krok 2-4 opakovat 35x

Forward primer (10pM/ul) 2ul 5. krok 72°C po dobu 5min

Reverse primer (10pM /ul) 2pul

H,0 15,25p1

DNA (50-100 ng) 1,0p
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od 12 pacientit ekvimolarné, dle absolutni kvantifikace, poolovano do jediného
vzorku, ktery byl ndsledné pouzit do emulzni PCR (emPCR), kterd predchézi
samotné sekvenaci. EmPCR byla provedena dle protokolu emPCR Amplification
Manual — Lib-L (Roche Applied Science). Sekvenace byla provedena podle proto-
kolu Sequencing Manual (Roche Applied Science). Vzhledem k dostupnosti nové
sady pro dlouhé ¢teni amplikonii byla u promotorovych oblasti od 24 pacientta
pri pripravé knihoven vynechana fragmentace. K emPCR a nésledné sekvenaci
pak byly pouzity kity pro dlouhd ¢teni GS Junior+ emPCR Kit (Lib-L), GS
Junior+ Sequencing Kit XL+ (Roche Applied Science). Maximalni pocet ampli-
kont, ktery byl pouzit v jedné sekvena¢ni analyze metodou 454 GS Junior/ GS
Junior + (Roche Applied Science) byl 228. Knihovna z promotorovych oblasti 55
pacientt byla pripravena spolupracujici laboratori dr. Benese; Gene Core Heildel-
berg a ndsledné sekvenovana pristrojem MiSeq (Illumina, San Diego, CA USA).
Pro ovéreni moznosti zaménovat obé metody bez vlivu na nalezena SNP byly pro-
motorové oblasti od 10 pacienti sekvenovany obéma metodami. VSechny sekvence
byly hodnoceny a SNP vyhledaviny pomoci softwaru NextGENe (Softgenetics,
State College, PA USA).

3.4.2 Priprava vzorka pro Sangerovo sekvenovani

Prvni krok pro pripravu vzorkii k Sangerovu sekvenovani je identicky jako pro
sekvenovani nové generace. Tedy amplifikace vybraného tiseku genomické DNA.
Metodou Sangerova sekvenovani jsme analyzovali SNP pouze v promotorech genti
SLC22A4 a SLC22A5 u pridané skupiny celkem 46 pacientt a 9 testovanych bu-
nécénych linii. Dale bylo Sangerovo sekvenovani k vyhleddni SNP promotorové
oblasti genu SLC22A/ vyuzito jako néastroj pro validaci genotypové eseje Taq-
Man SNP Genotyping Assays C__ 2390965_10 (Thermo Fisher Scientific) u
301 DNA vzorkt ziskanych od pacienti zarazenych do EURO-SKI studie. Am-
plifikaci DNA jsme uskutec¢nili pomoci PCR s uzitim FastStart™ High Fidelity
PCR System (Roche Applied Science) ve shodé s protokolem uvedenym v tabulce
c. Produkty jsme purifikovali pomoci QIAquick PCR Purification Kit (Qia-
gen, Hilden, Némecko) dle vyrobniho protokolu a kontrola produktu probéhlé
PCR byla opét provedena na 2 % agarézovém gelu. Nasledovala jednosmérna
sekvenacni PCR s uzitim ABI PRISM Big Dye terminator Version 3.1 (Thermo
Fisher Scientific) dle protokolu uvedeném v tabulce . Sekvenacni produkty byly
poté precistény pomoci kitu DyeEx 2.0 Spin kit (Qiagen). Purifikované vzorky
byly vysuseny ve SpeedVac SPD 111V P1 (Thermo Fisher Scientific), rozpus-
tény ve 25 pl formamidu (Thermo Fisher Scientific) a denaturovany. Oba fetézce

byly sekvenovany v genetickém analyzatoru AB 3500 (Thermo Fisher Scientific).
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Tabulka 11: Protokol pro sekvenac¢ni PCR.

Reagencie Objem Amplifika¢ni program
Celkovy objem pro vzorek 4,5pl
Big Dye 3.1 1,0ul 1. krok 96°C po dobu 10s

2. krok 55°C pod dobu 10s

Primer forward/reverse (10 | 1,0pl 3. krok 60°C po dobu 4min

mol/pl
priol/ul) krok 1-3 opakovat 25x
5x Sekvenacni pufr 1,0l
DNA (purifikovand) 1,5ul

Sekvence byly hodnoceny a SNP vyhledavany v programu Mutation Surveyor
(Softgenetics).

3.5 Meéreni relativni exprese genu SLC22A/ a
SLC22A5

Pro méreni relativni exprese slouzi jako vstupni material kédujici DNA (¢cDNA),
kterou jsme ptipravili z izolované RNA z bunéénych lyzatt ulozenych v TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific) ¢i guanidiniumthiokyanatu (SERVA Electrophoresis

GmbH) metodou reverzni transkripce.

3.5.1 Meéreni exprese SLC22A4 a SLC22A5 u pacient-

skych vzorkt

RNA byla izolovana z bunéénych lyzati celkovych leukocytt periférni krve uloze-
nych v TRIzol® (Thermo Fisher Scientific) ¢i guanidiniumthiokyanatu (SERVA
Electrophoresis GmbH) v koncentraci 10 miliént bunék/ml. Kvantifikace RNA
a jeji c¢istota byla stanovena na pristroji NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific). K pfepisu do cDNA bylo pouzito 500 ng RNA s pouzi-
tim reverzni transkriptdzy M-MLV (Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
USA) a ndhodnych hexamert.

K méreni hladiny exprese byla pouzita metoda qRT-PCR s pouzitim komercéné
dostupnych eseji TagMan® Gene Expression Assays Hs01548718 ml pro gen
SLC22A4 a Hs00929869_ml pro gen SLC22A5 (Thermo Fisher Scientific), s
pouzitim TagMan™ Gene Expression Master Mixu (Thermo Fisher Scientific).
Jako zpiisob kvantifikace byla zvolena relativni kvantifikace ke kontrolnimu genu
GUSB (B-glucuronidaza). Méfeni probihalo na pfistroji StepOne™ Real-Time
PCR System (Aplied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA). Vyhodnoceni
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probihalo v programu StepOne™(Aplied Biosystems), kde pro GUSB byl ma-
nualné nastaven treshold na hodnotu 20000, pro geny SLA22A4 a SLC22A5 na
hodnotu 0,05. Vzhledem k pouzitym esejim byl reportér nastaven na FAM a quen-
cher na NFQ-MGB. Relativni kvantifikace cilovych gent (SLC22A4 a SLC22A5)

byla vyhodnocena metodou delta Ct a metodou 2-delta delta Gt

3.5.2 Analyza exprese SLC22A4 a SLC22A5 v bunéc-
nych liniich

Bunky vsech pouzitych bunécénych linii byly jednotlivé kultivovany prii teploté

37 °C a atmosfére obsahujici 5 % COy v médiu dle doporuceni dodavatele. Pied

vytvorenim lyzatt byly kultury po odstranéni kultivacniho média promyty PBS

(solny roztok fosfatem pufrovany) a spocitany pomoci trypanové modii (Sigma-

Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA) na pristroji TC20 Automat Cell counter

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA). Ziskané bunky byly lyzovany
v TRIzol® (Thermo Fisher Scientific) v koncentraci 1x10% bunék/ml.

Koncentrace a cistota celkové RNA byla stanovena na spektrofotometru Na-
noDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). K transkripci do ¢cDNA pomoci
iScript ¢cDNA Synthesis Kit (¢. 170-8891; BioRad Laboratories, Hercules, CA,
USA) bylo pouzito 200 ng RNA. Postup byl proveden dle doporuceni vyrobce.
K relativni kvantifikaci exprese byl pouzit 7900HT Fast Real-time PCR Sys-
tém (Thermo Fisher Scientific) s pouZitim komercnich eseji TagMan® Gene Ex-
pression Assays Hs01548718 ml pro gen SLC22A4 a Hs00929869 ml pro gen
SLC22A5 (Thermo Fisher Scientific). Jako kontrolni gen byl pouzit GAPDH
(Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenéza). K vyhodnoceni byl pouzit vypocet delta
Ct.

3.6 Meéreni halving time

Vime, Ze pacienti s dosazenim rychlého poklesu transkriptu BCR::ABL1 piti lécbé
IM ve tfech mésicich (BCR::ABL1 < 10 % IS) maji lepSi prognézu nez pacienti s
pomalym poklesem (optimal x failure, dle ELN z roku 2013 (Baccarani M. et al.|
2013)). Neni vSak jisté, jestli je s vyhodou u pacient s pomalejsim poklesem
hned ménit lécbu. Je totiz mozné, ze pokles neni dostatecny vzhledem k nalozi
leukemickych bunék v dobé diagnézy. Moznym presnéjsim nastrojem pro urceni
prognézy muze byt halving time, doba (méfena ve dnech) za kterou poklesne
hladina transkriptu BCR::ABL1 z vychozi hodnoty na polovinu. Susan Branford
et al. (Branford S. et al., [2014)) spocetli, Zze pacienti, ktet{ maji vice nez 10 % IS
transkriptu BCR::ABL1 ve tfech mésicich maji i tak dobrou prognézu pokud je
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jejich halving time kratsi nez 76 dni. My jsme v nasi praci u pacienti pocitali
halving time ve 3 a 6 mésicich abychom zjistili, zda je rozdilny pokles transkriptu

zavisly na pritomnych polymorfismech.

3.6.1 Meéreni transkriptu BCR::ABL1

Ke kvantifikaci hladin transkriptu BCR::ABL1 u pacientu v obdobi diagnézy, ve
3 mésicich a v 6 mésicich 1é¢by IM jsme vyuzili metodu qRT-PCR dle operac¢niho
postupu 04, piiloha 11 oddéleni molekuldrni genetiky UHKT s vyuzitim kont-
rolntho genu GUSB, standardizovanou v ramci projektu EUTOS for CML ELN
(The European Treatment Outcome Study) (Miller M.C. et al., [2009). Vysledky

jsou uvadény v mezinarodnim méritku IS.

3.6.2 Vypocet halving time

Mira zmény hladiny transkriptu BCR::ABL1 oproti dobé diagnézy byla u kaz-
dého pacienta mérena v dobé medidanu 3,1 mésic (1,6-4,6 mésice) a medidnu 6,2
mésicu (4,5-8,9 mésice) od zahdjeni 1écby IM. Vypodet halving time byl proveden
podle metody Susan Branford et al. (Branford S. et al., 2014)) dle vzorce:

—In(2)
k

CcC =

¢ je halving time, k je zména hladiny transkriptu BCR::ABL1 od doby diagnozy
délend poctem dnt od zahdjeni uzivani IM v dobé méreni halving time (3. nebo

6. mésic), podle vzorce:

In(b) — In(a)

k= d

a je hodnota hladiny transkriptu BCR::ABL1 v dobé diagnézy a b je hodnota
hladiny transkriptu BCR::ABL1 v dobé, ke které vztahujeme halving time a d je

pocet dnit mezi jednotlivymi mérenimi.

3.7 Genotypovani SNP

Jako rychly a spolehlivy pristup ke genotypovani jednotlivych SNP byla pouzita
esej TagMan SNP genotyping assay (ThermoFisher Scientific) s vyuzitim RT-
PCR systému StepOnePlus™ (Sigma-Aldrich s.r.o.). K vyhodnoceni detekova-
nych alel byl pouzit software dodavany vyrobcem pristroje StepOnePlus (Sigma-
Aldrich s.r.0.).
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Pro genotypovani SNP rs1050152 (SLC22A4) byla pouzita komercné dostupna
TagMan SNP Genotyping Assays C__ 3170459 30 (ThermoFisher Scientific),
kterd pro dalsi sledované SNP rsd60089 (SLC22A4) dostupnd nebyla. Pokus o
vytvoreni nami navrzené eseje pro rozliseni jednotlivych alel selhal, z divodu cet-
ného obsahu nukleotidi G a C v sekvenci obklopujici testované SNP. Proto byla
provedena analyza vazebné nerovnovahy (LD), viz. odstavec nize. Byly nalezeny
tTi SNP, ktery dokonale predikuji alely SNP rs460089. Na zakladé in silico analyzy
parametri sekvence obklopujici konkrétni SNP pro analyzu alelické diskriminace
byl vybran SNP rs156322 (SLC22A4) a byla pouzita komeréné dostupné esej
TagMan SNP Genotyping Assays C___ 239096510 (ThermoFisher Scientific).
Jako vstupni materidl do eseji byla pouzita genomickd DNA izolovana z celko-
vych leukocytu periferni krve jednotlivych pacienti v koncentraci 10-15 ng/pl
a jako pozitivni kontrola byly pouzity 3 bunécéné linie nesouci rizné genotypy
SNP rs460089; MEGO01 = CC, CML-T1 = GC a KCL-22 = GG. Reakéni smés a
podminky PCR byly provedeny dle doporuceni vyrobce.

3.8 Analyza vazebné nerovnovahy

Vazebnd nerovnovaha (LD; Linkage disequilibrium) je nendhodna asociace mezi
alelami dvou a vice lokusti, ¢ehoz se d& vyuzit ve vazebnych analyzach mezi marke-
rem a funk¢nimi polymorfismy. My jsme pouzili analyzu LD nami genotypovanych
SNP k nalezeni polymorfismt s vyznamné vysokou LD, které jsou identifikovany v
nekédujicich oblastech SLC22A4 a SLC22A5 pomoci webového nastroje LD link
od National Cancer Institute: https://analysistools.nci.nih.gov/LDlink/
(Machiela M.J. et Chanock S.J., 2015). SNP s vysokym skére dle databaze Re-
gulomeDB (Boyle A.P. et al., 2012), kterd ukazuje pravdépodobnost jejich re-
gula¢niho tc¢inku na expresi genu, byly zkoumany pomoci nastroje LDproxy. S
vyuzitim funkce LDmatrix jsme vytvorily Heatmapu parovych statistik LD. Frek-
vence haplotypii byly vyhodnoceny pomoci utility LDhap. VSechny analyzy byly

provedeny na evropské populaci.

3.9 Statistické analyzy

Fisheruv exaktni test pravdépodobnosti (2x2 nebo 2x3) byl pouzit k analyze frek-
vence alel v jednotlivych kohortach pacienti. K hodnoceni asociace mezi genotypy
a halving time BCR::ABL1 byl pouzit Kruskal-Wallisuv test. Kiivky kumula-
tivni incidence dosazeni stabilni MMR, béhem 1é¢by IM byly vypocteny uzitim
Mann-Whitneyho testu. Kaplan-Meierova metoda byla pouzita k odhadu preziti
bez udélosti (EFS). EFS jsme definovali jako ztratu MMR, novy vyskyt mutace
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v kindzové doméné BCR::ABL1, progrese onemocnéni, nebo umrti souvisejici s
CML béhem lécby IM. Mezi zafazenymi pacienty byli i ti, u nichz byla prevedena
lé¢ba na TKI druhé generace. K ovéreni statisticky vyznamnych nezavislych fak-
torti pro dosazeni stabilni MMR a EFS byly pouzity univariantni a multivariantni
analyzy. Pro vypocet analyz byl pouzit log-rank test a analyza Coxovou metodou.
Statistické analyzy byly provedeny pomoci MATLABu verze R2015b a webovych
nastroji: https://vassarstats.net. Grafy byly vytvoreny pomoci software
GraphPad Prism version 4.03 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

U souboru pacientii s prerusenim terapie IM, ktery byl pro statistické analyzy roz-
délen na pacienty zarazené do EURO-SKI a pacienty lé¢enych v Polsku, jez nebyli
do EURO-SKI zarazeni, byly uzity nédsledujici statistické metody: 95 % interval
spolehlivosti (CI) dle Wilsona byl pouzit k vypoctu stanoveni podilu pacientt
drzicich MMR i Sest mésicu po vysazeni IM, tzv. MRFS (molecular-relapse-free
survival). Odds ratio (OR) bylo z duvodu srovnani univariantnich a multivarint-
nich analyz vypocitano pomoci logistické regrese. Podobné jako vyse k odhadu
EFS, byla u pacient po vysazeni IM vyuzita k odhadu MRFS Kaplan-Meierova
metoda. Pro vypocet univariantnich a multivariantni analyz byla pouzita Coxova
metoda. Variantnimi daty do analyz byl jak genotyp SNP rs460089, tak pohlavi
pacienta, vék v dobé vysazeni IM, trvani lécby TKI ptfed jeho vysazenim, doba
trvani DMR pred vysazenim TKI a doba 1é¢by od zahdjeni TKI a dosazeni DMR.
Statistické analyzy byly provedeny pomoci SAS 9.4.
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4. Vysledky

4.1 Identifikace kandidatnich SNP v promoto-
rech vytipovanych ABC a SLC genui v zavis-
losti na typu odpovédi pri lécbé imatinibem

Na zakladé studované literatury jiz vime, ze obé rodiny transportnich proteint
jsou velice riznorodé a to jak funkei jednotlivych proteint, tak z toho vyplyvajici
rozdilnou expresi v rtuznych typech tkani. Za pomoci vyuziti softwarti a databazi
(NCBI, USCF, PMT a EPD) jsme identifikovali geny jednotlivych proteini a
jejich lokalizaci v genomu. Promotorové oblasti jednotlivych ABC a SLC genti,
se lisi napr. poc¢tem bazi ¢i vzdalenosti od mista zahajeni transkripce. Na zakladé
in silico analyz jsme k identifikaci SNP v promotorové oblasti vybrali celkem
19 gent, 4 patii do rodiny ABC a 15 do rodiny SLC. Proteiny kdédované témito
vybranymi geny maji anotovanou funkei lékového prenasece a hojné se exprimuji
v tkanich vyznamnych pro farmakokinetiku IM. Jedna se o jatra, dilezity organ
z hlediska metabolismu lé¢iva, tenké strevo, ve kterém dochazi k jeho absorbci,
kostni dien a leukocyty, jako cilové bunky tuc¢inku IM, tedy inhibice BCR::ABL1
tyrosinkinazy. V tabulce |8 je souhrn tkani exprimujici ABC a SLC proteiny.

Metodou NGS jsme vysetrili celkem 1486 amplikonti, tedy amplifikovaych sek-
venci promotorovych oblasti vybranych 19 geni u skupiny 83 pacientti s CML
v chronické fazi v dobé diagnézy, kteri byli dale 1éceni IM v prvni linii (tabulka
@. Celkem bylo identifikovano 95 SNP, z toho 7 SNP dosud nebylo popsano v
databazi NCBI. Vétsina SNP se nachazela v promotorové oblasti, ale vzhledem
k designu nasich amplikont (tabulka @, které obsahovaly i nejblizsi okoli mista
zahajeni transkripce, jsme identifikovali i 12 SNP mimo promotor. A to 9 SNP
v exonu 1 genu SLC22A1, SLC22A5, SLC22A8, SLCO1A2 a 3 SNP v intronu 1
gentt SLC28A1, SLC28A3 a SLC47A2. Vsechny nalezené SNP véetné jejich MAF
(minor alele frequency) pro evropskou populaci jsou shrnuty v tabulce .
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Pro jednodussi vizualizaci vysledkii jsme na zakladé odpovédi pacienti na 1é¢bu
IM ve 12. mésici od zahajeni 1écby vytvorili color mapu, kde kazdy ctverecek
znézoriiuje kazdy genotypovany SNP pro kazdého pacienta (obrézek [3)). Jiz tato
vizualizace naznacovala asociaci nékterych SNP k odpovédi na lé¢bu. Fishero-
vym exaktnim testem pravdépodobnosti (FEPT) jsme nalezli 2 SNP (rs460089;
rs460271) v promotoru genu SLC22A4, které byly signifikantné asociovany s od-
povedi pacienti na lécbu IM ve 12. mésici od zahdjeni lécby. Tyto 2 SNP jsou
navzajem ve vysoké vazebné nerovnovaze, z ¢ehoz plyne, ze typ alely jednoho SNP
presné predvida typ alely ve druhém SNP, proto jsme pro dalsi méfeni vyuzivali
jen SNP v tabulce oznacené jako ¢. 29 rsd60089 G/C. Na zakladé analyzy
FEPT jsme zjistili, ze frekvence genotypu GG SNP rs460089 se signifikantné cas-
téji objevuje ve skupiné pacientti s neoptimélni odpovédi na IM, naopak genotyp
GC je signifikantné ¢astéjsi u pacienti s optimalni odpovédi na IM (P = 0,003;
obrazek . Pro 5 dalsich SNP (rs4646298; rs13180169; rs13180186; rs13180043;
rs13180295), v tabulce [12| oznacenych jako ¢. 35-39, nachdzejicich se v promotoru
zahrnujici i 5 UTR oblast genu SLC22A5, které se zdaly asociované s odpovédi
na lécbu IM, nebyl FEPT signifikantni. I téchto 5 SNP bylo ve vzajemné vysoké
vazebné nerovnovaze a k analyze byl vybran zastupce rs13180043. Pro validaci
asociace odpoveédi na 1écbu IM s SNP rs460089 jsme vytvorili kohortu dalsich 46
pacientu. Vysledky FEPT pro jednotlivé frekvence alel rs460089 a typu odpo-
védi na lécbu nebyly u této samostatné skupiny signifikantni, coz pravdépodobné
souviselo s malym poctem pacienti (P = 0,061; obrazek . FEPT jsme tedy
provedli na sloucené kohorté celkem 129 pacient a potvrdili jsme signifikantni
asociaci 13460089 s odpovedi na lécbu IM (P = 0,0001; obrézek . Frekvence
GG v rs460089 byla signifikantné ¢etnéjsi u skupiny pacient neoptimalné odpo-
vidajicich na lécbu IM, na rozdil o genotypu GC, ktery byl signifikantné castéjsi
u pacienti s optimalni odpovédi. Vysledky pro genotyp CC nebylo mozné re-
levantné hodnotit z divodu velice nizké frekvence téchto alel v bézné evropské
populaci, zahrnujici i pacienty s CML. Vysledky pro SNP rs13180043 v promo-
toru SLC22A5 nebyly signifikantni ani na spolecné skupiné pacientt (P = 0,204;
obrézek [ph). Na zdklad¢ publikace Angeliny et al. (Angelini S. et all 2013) a
jejim vysledktim o roli SNP rs1050125 lokalizovaném v exonu 9 v genu SLC22A/4,
ktery mél souvislost s odpovédi na 1é¢bu IM u pacienti s CML, jsme genotypovali
i tento SNP. Bylo pozorovano vétsi zastoupeni genotypu CT tohoto SNP u paci-
entu s optimalni odpovédi na IM, ale FEPT pro jednotlivé frekvence alel nebyl
signifikantni (P = 0,119; obrazek [ib).
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Obrazek 3: Color mapa distribuce genotypt stanovenych NGS u
nalezenych SNP v 19 promotorovych oblasti ABC a SLC genii u 83
pacientt s optimalni a neoptimalné odpovédi na 1écbu IM po 12

mésicich.
ffﬂ‘f; Non-optimal responders n=43 Optimal responders n=40 o
w = = | g
ABCB1 - i
u = - | | = | | m . | 4 |
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Kazdy étverec znazorije kazdy genotypovany SNP pro kazdého pacienta. Cervené ¢tverce =
homozygoti minoritnich alel; riizové ¢tverce = heterozygoti; bilé ¢tverce = homozygoti
majoritnich alel; Sedé ¢tverce = neanalyzovano
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Obrézek 4: Frekvence genotypt rs460089 u pacientl s optimalni a
neoptimalni odpovédi na imatinib po 12 mésicich; a) inicidlni kohorta
pacienttt; b) pridand kohorta pacientii; ¢) slouc¢eni obou kohort pacienti.

a) b) c)
P=0,003 P=0,061 P =0,0001
100 - - 100 - - 100, - -
80/ 1 801 1 80
o o o
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IM: imatinib; NOR: pacienti neodpovidajici optimalné; OR: pacienti s optimalni odpoveédi;
FEPT: Fischer exact probability test
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Obrazek 5: Frekvence genotypt a) rs13180043 a b) rs1050152 u pacientii
s optimalni a neoptiméalni odpovédi na IM po 12 mésicich od zahéjeni
lé¢by. Vysledek pro slouc¢enou kohortu pacienti.

a) rs13180043 b) rs1050152

P=0,204 P=0,119

100 100

80, i 80, |
60 | 60 |
40 | 40 |
[ i | I

“7NOR R | : NOR  OR

0119
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Frekvence %
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fn= 72|

IM: imatinib; NOR: pacienti neodpovidajici optimalné; OR: pacienti s optimalni odpovedi;
FEPT: Fischer exact probability test

4.2 Analyzy vazebné nerovnovahy

S nalezenymi SNP v promotorech genu SLC22A4 a SLC22A5 jsme provedli ana-
Iyzu vazebné nerovnovahy. Vazebna nerovnovaha je nendhodné asociace mezi ale-
lami dvou a vice lokusti, ¢ehoz se da vyuzit ve vazebnych analyzach napt. mezi
markerem a funkénimi polymorfismy. Z analyzy jsme vyloucili SNP rs60978556,
r$369724970 a rs202088921 nachazejici se v promotoru genu SLC22A5, z divodu
velmi malé frekvence zastoupeni minoritnich alel, které byly nalezeny pouze u 4
pacientii ze 129. Naopak do analyzy byl pridan jiz drive zminovany SNP rs1050152
nachdzejici se v exonu 9 genu SLC22A/, ktery byl Angelini et al.
reportovan jako SNP majici vliv na odpoveéd na lécbu IM. Pomoci
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nastroje LDmatrix jsme z analyzovanych SNP vytvorili interaktivni heatmapu,
ukazujici studované SNP s jejich takzvanymi proxy, tedy SNP ve vyznamné va-
zebné nerovnovaze (Obrézek [6]). Objevili jsme dvé skupiny SNP, které se nachdzej
ve vyznamné vazebné nerovnovaze s SNP, které lezi dle databaze RegulomeDB
(Boyle A.P. et al., 2012)) v anotovanych regulacnich oblastech obou geni (R2 =
0,98-1,0; P < 0,0001). Jedn4 se o skupinu genotypovanych SNP v promotoru genu
SLC22A4 rs460089, rs4602271 a SLC22A5 rs2631369 a rs2631368, které jsou ve
vyznamné vazebné nerovnovaze (R2 = 0,98-1,0; P < 0,0001) se 7 SNP lezicimi
v regulacnich lokusech obou genti. Jedna se o SNP rs270606, rs156322, rs272872
a rs272868 v genu SLC22A4 a rs2631362, rs274570 a rs183898 v genu SLC22A5.
Druhou skupinu tvoti SNP promotoru SLC22A5 rs2631365, ktery je ve vyznamné
vazebné nerovnovaze (R2 = 0,98-1,0; P < 0,0001) s 5 funkénimi SNP lezicich v in-
tronech obou genti. Jedna se o rs272842 a rs272889 v genu SLC22A/ a rs2631363,
rs274567 a rs274559 v genu SLC22A5. Dalsimi zajimavymi SNP byly analyzované
SNP rs13180043 a rs13180295 lezici v nekddujici oblasti genu SLC22A5, které jsou
ve vzajemné vyznamné vazebné nerovnovaze (R2 = 1,0; P < 0,0001), pro které
nebyly nalezeny zajimavé proxies, ale dle databaze RegulomeDB jsou to pravde-
podobnd mista ovliviiujici vazbu transkripc¢nich faktort. Podle Possition-Weight
Matrix (PWM) se na sekvenci v misté obou SNP, které byly nalezeny v genomu
bunéénych linii K562, vaze transkripcni faktor (TF) HICI, znamy jako lidsky
tumor supresorovy gen. HIC1 funguje jako negativni modulator signalni drahy
Wnt, kterd reguluje osud bunék béhem embryonélniho vyvoje a jeji nefyziolo-
gickd aktivace zpusobuje rakovinné bujeni v dospélosti (Valenta T. et al., [2006).
Dalsi velice dilezitou skutecnosti, kterou nam databaze RegulomeDB ukéazala je,
ze nami vytipované SNP rs460089 nachazejici se v promotoru genu SLC22A4/ je
také misto ovliviujici vazbu TF. Jedna se o misto, na které se dle PWM v bu-
nécné linii K562 vaze heterodimer MYC:MAX, ktery jako onkoprotein aktivuje
transkripci a stimuluje bunécnou proliferaci. Posledni zarazeny SNP do analyzy
vazebné nerovnovahy a studovany dle databaze RegulomeDB byl SNP rs1050152,
ktery se nejevi jako pravdépodobny pro vazbu TF, stejné SNP v promotoru genu
SLC22A5 rs2631367 se kterym je ve vyznamné vazebné nerovnovaze (R2 = 0,79;
P < 0,0001). Na zakladé téchto analyz jsme se dale vénovali SNP rs460089, a
rs2631365 a rs13180043.
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Obrézek 6: Ukazka interaktivni heatmapy vazebné nerovnovahy
genotypovanych SNP a jejich proxies. SNP v boxech byly genotypovany.
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+ any motif + DNase peak; 4 - TF binding + DNase peak; 6 — other

4.3 Genotyp SNP rs460089 promotoru SLC22A/
ovlivinuje odpovéd na lécbu imatinibem

Testovali jsme, zda genotypy vytipovanych SNP rs460089, rs2631365 nebo rs13180043
jsou asociovany s dosazenim casné molekularni odpovédi (EMR), kterd je defi-
novana jako hladina transkriptu BCR::ABL1 < 10 % po 3 mdsicich 16¢hby
carani M. et al. 2013). Udaje pro zhodnoceni EMR byly k dispozici pro 117

ze 129 pacient. V tomto méreni se ndm nepodarilo najit vyznamnou souvislost

mezi genotypy a dosazenim EMR jak ukazuje tabulka Musime si vSak uvédo-

mit, ze EMR je definovano na zékladé pouze jediného méreni hladiny transkriptu
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BCR::ABL1/GUSB, pricemz variabilita v jediném meéfeni muze EMR ovlivnit.
Vypocetli jsme tedy BCR::ABL1 halving time (HT) v 6 mésicich, kdy bylo mozné
mérit hladiny transkriptu BCR::ABL1/GUSB hned ze tii po sobé jdoucich mé-
reni (v dobé zahajeni 1é¢by IM, ve 3 mésicich a v 6 mésicich 1écby) u 119 pacientt
ze 129. Zjistili jsme, ze genotyp rs460089-GC byl spojen s vyznamné kratsim HT6
hladiny BCR::ABL1 ve srovnani s genotypem rs460089-GG (P < 0,0001). Pro
dalsi sledované SNP 1rs2631365 a rs13180043 nebyl nalezen signifikantni rozdil
mezi genotypy a HT6 BCR::ABL1. Vysledky ukazuje tabulka

Tabulka 13: Rozdil ve frekvenci genotypt rs460089, rs2631365,
rs13180043 mezi pacienty s EMR a non EMR.

EMR n=86 Non-EMR n=31

Genotyp rs460089

GG 42 19
GC 33 8
cC 11 4

PFEPT — 0,470

Genotyp rs2631365

TT 31 12
TC 45 14
CcC 10 5

PFEPT — 0,671

Genotyp rs13180043

cc 77 25
CT 9 6
TT 0 0

PFEPT — 0,470

FEPT Pischer exact probability test
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Tabulka 14: Asociace mezi genotypy rs460089, rs2631365, rs13180043 a
HT BCR::ABL1 v 6 mésicich

Genotyp rs460089a GG GC
HT6 medidn ve dnech (pocet) 33,1 (61) 21,25 (43)
Median = 27,0 / PMMT < 0,00001

Genotyp rs2631365a TT TC
HT6 medidn ve dnech (pocet) 32,29 (44) 25,41 (54)
Medidn = 27,4 / PMMT = (223

Genotyp rs131800432 CC CcT
HT6 medidn ve dnech (pocet) 26,4 (100) 28,34 (17)
Median = 27,0 / PMMT — 0,177

& homozygot pro minoritni alelu nebyl z divodu nizkych
¢isel zahrnut
MMT Mood’s median test

Dalsim dilezitym zjisténim bylo, Ze pacienti s genotypem rs460089-GC maji sig-
nifikantné vyznamnéjsi kumulativni dosazeni MMR nez pacienti s genotypem
rs460089-GG (Obrézek [7)). Pacienti s genotypem rs460089-GC méli také vy-
znamneé vyssi pravdépodobnost preziti bez udélosti (EFS), ¢imz je mysleno: ztrata
odpovédi, rozvoj BCR::ABL1 mutaci rezistentnich k 1é¢bé, progrese nebo tmrti
v souvislosti s CML v prubéhu 1écby IM; nez pacienti s genotypem rs460089-
GG (obrazek . Vysledky pro zbyvajici genotyp rs460089-CC nelze spolehlivé

interpretovat pro malou frekvenci vyskytu.
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Obrazek 7: Kumulativni dosazeni stabilni MMR béhem lécby IM ve
spojeni s genotypy rs460089. Udaje v tabulce ukazuji pravdépodobnost
dosazeni MMR ve 12, 18 a 24 mésici od zahdjeni uzivani IM
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09f GG (N=70)
£C (M=15) - :
I -
= 08
=
E 07f
=
2 os}
=
o]
~ st
u
(=]
2 p4f
=
=
wm o3f
=
E
3 o2t
o1k
D i i i
o 10 20 30 40 a0 B0
Meésic ad zahajeni IB
12 M 18 M 24 M
GC 0,6591 £,7955 08182
GG 0,3714 0,4286 0,4571
cc 0,5333 0,6000 D,6000
P < 10,0001 0,0001 < 10,0001

63



Obrazek 8: Pravdépodobnost preziti bez udélosti béhem lécby IM ve
spojeni s genotypy rs460089
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4.3.1 Kombinace genotypti SNP promotort SLC22A/ a

SLC22A5 ovliviiuje odpovéd na lécbu imatinibem

Jak jiz bylo zminéno vyse, jako dalsi zajimavy SNP, ktery by mohl mit souvislost
s odpovédi na 1é6¢bu IM u pacienttt s CML je SNP rs2631365 (promotorova oblast
SLC22A5), ktery jsme genotypovali na celkové kohorté 129 pacienti. Jako samo-
statny predikéni faktor tento SNP nebyl signifikantni, ale dle provedeného FEPT
hraje vyznamnou roli v kombinaci s SNP rs460089. Podarilo se nam prokazat, ze
genotyp SNP rs2631365-TC, ktery mélo 60 pacientii z celkem 129 vysetfenych,
souvisi s odpovédi na 1é¢bu IM. Kombinovany genotyp rs460089-GG_ rs2631365-
TC byl signifikantné ¢astéjsi u pacient s neoptimdalni odpovédi na lé¢bu IM,
zatimco genotyp rs460089-GC  rs2631365-TC byl vyznamné castéjsi u pacientti
s optimalni odpoveédi (P = 0,00006; obrazek @, vyznamnost tohoto rozdilu byla
vétsi, nez pokud se jednalo pouze o dfive zminovany genotyp SNP rs460089. Po-
dobné vysledky jsou i spojené s vyznamné delsim HT v 6 mésicich, kdy pacienti

s nepiiznivym kombinovanym genotypem rs460089-GG_ rs2631365-TC byli spo-
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jeni s vyznamné delsSim BCR::ABLI HT v 6 mésicich ve srovnani s pacienty
nesouci kombinovany genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC (P = 0,004; tabulka
. Obdobné je tomu u kumulativniho dosazeni stabilni MMR a pravdépodob-
nosti preziti bez udalosti. Kombinovany genotyp rs460089-GC_ rs2631365-TC byl
spojen s vyssi kumulativni pravdépodobnosti dosazeni stabilni MMR béhem 1écby
IM ve srovnani s kombinovanym genotypem rs460089-GG_ rs2631365-TC (P <
0,0001; obrézek. Pacienti s genotypem rs460089-GC_ rs2631365-TC méli vyssi
pravdépodobnost EFS ve srovnani s pacienty s rs460089-GG_ rs2631365-TC (P
< 0,0001; obrazek [11]).

Tteti zajimavy SNP, ktery je ve vyznamné vazebné nerovnovaze a muze hrat
ulohu v regulaci exprese prenasecti IM je rs13180043. Dle provedeného FEPT jsme
zjistili, ze frekvence kombinovaného genotypu SNP rs460089-GC_ rs13180043-CC
je vyznamné vyssi u pacientu s optimalni odpovédi na lécbu IM ve 12 meésicich
nez u pacienti na lécbu odpovidajicich neoptimélné (tabulka . Podobné HT
v 6 mésicich byl u pacient s priznivym kombinovanym genotypem rs460089-
GC_rs13180043-CC kratsi nez u pacientt s kombinovanym genotypem rs460089-
GG_ rs13180043-CC (tabulka . Je nutné ale poznamenat, ze 35 pacientli z
38, kteri méli priznivy kombinovany genotyp rs460089-GC_ rs13180043-CC, nesli
také genotyp rs2631365-TC, a pouze 10 pacientii z 56 s kombinovanym genotypem
rs460089-GG_ rs13180043-CC mélo také genotyp rs2631365-TC.
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Obréazek 9: Frekvence genotypt rs460089_ rs2631365 u pacienti s
optiméalni a neoptiméalni odpovédi na imatinib po 12 mésicich.
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IM: imatinib; NOR: pacienti neodpovidajici optimaln&; OR: pacienti s optimalni odpovédi; T Fischer exact probability test

Tabulka 15: Rozdil v BCR::ABL1 halving time v 6. mésici a kombinaci
genotypu rs460089_rs2631365

Genotyp rs460089 rs2631365 GG _TC GC _TC
HT6 medidn ve dnech (pocet) 36,34 (18) 21,48 (34)
Median = 25,41 / PMMT = (0,004
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Obrazek 10: Kumulativni dosazeni stabilni MMR béhem 1é¢by IM ve
spojeni s kombinaci genotypt rs460089_ rs2631365

1

GC-TC (N=35)
<
Dot GG-TC (N=21) P<0,0001 .
08 e
=
E D.? u -1
z
| 06 2|
T
=
& 05F &
i
]
= Dd L -
=
w
S 03F N m -
g ——+ H
=)
b4
0.2F E
0.1} e
D i i i i il
0 10 20 30 40 50 B0
Mésic od zahdjeniterapie M
12 M 18 M 24M
GC-TC 0,6286 0,7714 0,8000
GG-TC 0,2857 0,2857 10,2857
P 0,00006 0,00006 0,00006

Obréazek 11: Pravdépodobnost preziti bez udalosti béhem 1écby IM ve
spojeni s kombinaci genotypt rs460089  rs2631365
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Tabulka 16: Rozdil mezi frekvenci genotypu rs460089 u pacienti s
optiméalni a neoptiméalni odpovédi na IM ve 12. mésici pri nosic¢stvi
genotypu rs1318004-CC

Genotyp rs460089 rs13180043 GG _CC GC_CC CC_CC

Odpovéd na IM ve 12 meésici

optimalni odpovéd 26 30 9
neoptimalni odpoveéd 33 8 6
PFEFT — 00,0023

Tabulka 17: Rozdil v BCR::ABL1 halving time v 6. mésici a kombinaci
genotypu rs460089  rs13180043
Genotyp rs460089 rs13180043 GG _CC  GC_CC
HT6 medién ve dnech (pocet) 33,15 (50) 21,25 (37)
Medidn = 27,10 / PMMT = (0,002

4.4 SNP rs460089 je nezavisly prediktivni fak-
tor odpovédi na lécbu CML

Vzhledem k tomu, ze SNP v promotoru genu SLC22A/ rs460089 ve vySe prove-
denych analyzach vychazelo jako nejsilnéjsi predikujici faktor odpovédi na 1é¢bu
CML imatinibem, chtéli jsme tyto vysledky potvrdit dalsi analyzou. Provedli
jsme tedy univariantni a nasledné multivariantni analyzu parametra predpovida-
jicich odpovéd na lécbu IM. Jako nezavislé faktory do téchto analyz byly zara-
zeny rizikova skére CML dle Sokala, Hasforda a EUTOS skore, déle denni davka
IM a tii SNP v promotorech gentt SLC22A4 a SLC22A5 rs460089, rs2631365 a
rs13180043. Nezavislé faktory z univariantni analyzy, které mély P < 0,05 byly
zatazeny do analyzy multivariantni. Pro obé analyzy bylo vypocitano jak odds
ratio (OR) tak hazard ratio (HR), jak ukazuje tabulka |18 Jako cilovy bod multi-
variantni analyzy bylo zvoleno dosazeni MMR, které bylo hodnoceno logistickou
regresi a EFS, které bylo analyzovano Coxovym modelem proporcionélnich rizik.
Z vysledka multivariantni analyzy vysel genotyp SNP rs460089-GC jako predik-
tivni faktor pro dosazeni MMR ve vsech ¢asovych bodech ve srovnéni s genotypem
rs460089-GG (OR pro rs460089-GC bylo 0,28; 95 % CI = 0,06-0,42; P = 0,0003).
Podobné, genotyp rsd60089-GC predikoval lepsi EFS nez genotyp rs460089-GG
(pro rs460089-GC bylo HR 0,28; 95 % CI = 0,14-0,59; P = 0,0008). Pro zbyvajici
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genotyp rs460089-CC vysledky nelze spolehlivé interpretovat pro nizké zastou-
peni poctu pacientii s touto variantou. Muzeme tedy shrnout, ze i multivariantni
analyza urcuje rs460089 jako nezavisly predikujici faktor dosazeni MMR a preziti
bez udalosti u pacientt s CML lé¢enych IM (tabulka [18)).
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4.5 Meéreni exprese SLC22A/4 a SLC22A5 u pa-

cientt s CML a v bunécnych linii

Na zakladé vysledka predeslych méreni, jsme se rozhodli provést méreni exprese
transkript gentt SLC22A44 a SLC22A5 a zhodnotit rozdil jejich exprese na za-
kladé genotyptt SNP rs460089. Celkem byla métena exprese u 70 pacienti ne-
souci genotyp rs460089-GG a 44 pacientii nesouci genotyp rs460089-GC. Rozdil
ve zmeérené expresi nebyl signifikantni. Vzhledem k tomu, ze jako vychozi mate-
rial pro méreni exprese byla dostupna pouze RNA z lyzatu celkovych leukocytt
periferni krve, tedy smés raznych typi zralych bunék bilé krevni rady, mohla
byt analyza ovlivnénd rozdilnou expresi téchto genti v ramci bunéénych subpo-
pulaci. Rozhodli jsme se tedy vyuzit pro experiment bunécné linie odvozené z
blasti pacienti v blastické fazi CML. Celkem bylo pouzito 8 bunéénych linii, u
kterych jsme genotypovali SNP rs460089 a rs2631365. 4 bunécné linie, konkrétné
KCL22, K562, SUP-B15, Z-138 byly nositelkami genotypu rs460089-GG a 4 linie,
CML-T1, JURKAT, MAVER-1 a RAMOS pak nositelkami genotypu rs460089-
GC. 5 linii, KCL22, SUB-B15, JURKAT, MAVER-1 a RAMOS pak nesly i zkou-
many genotyp rs2631365-TC. Déle jsme métili hodnoty exprese transkriptii obou
genil. U vsech testovanych bunéénych linii jsme zméftili vyznamné nizsi expresi
genu SLC22A/ nez genu SLC22A5 (P = 0,02). VSechny 4 linie nesouci genotyp
rs460089-GG a 2 linie nesouci genotyp rs460089-GC exprimovaly vyznamné méné
SLC22A5 nez zbylé 2 linie nesouci genotyp rs460089-GC JURKAT a RAMOS
(obrazek Kombinovany genotyp rs460089-GG_ 1s2631365-TC mély pouze 2
linie KCL22 a SUB-B15, které mély relativni expresi SLC22A5 nizsi nez zbylé
3 linie nesouci genotyp rs2631365-TC a to v kombinaci s genotypem rs460089-
GC (obrazek . Tento vysledek nam naznacuje, ze heterozygotni genotyp mize
mit vliv na regulaci transkripce genu SLC22A5, ktery jako transportér IM mize

ovliviiovat jeho intracelularni koncentraci.

4.6 Validace TagMan genotypovaci eseje

Aby mohl byt SNP rs460089 vyuzit jako marker predikce odpovédi na lécbu CML,
je nutné, aby jeho vysetfeni bylo rychlé a levné, coz obecné nabizeji komercéné
dostupné TagMan genotypovaci eseje. Na nestésti, obecné promotory geni jsou
oblasti bohaté na sekvence nukleotidi G a C, které mohou branit navrhnuti
dobte fungujicich primeri. Ne jinak je tomu v oblasti obklopujici SNP rs460089.
Komercni esej pro genotypovani tohoto SNP nebyla dostupna a pokus o navrh
vlastni eseje selhal pravé z diivodu bohatosti okolni sekvence na nukleotidy G a

C. Na zakladé znalosti o vazebné nerovnovaze, jsme se rozhodli genotypovat SNP,

72



Obréazek 12: Relativni hladiny mRNA SLC22A44 a SLC22A5 ve vsech 8
testovanych liniich.
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Obrazek 13: Relativni hladiny mRNA u bunécénych linii nesoucich
genotypy rs460089-GG_ rs2631365-TC nebo
rs460089-GC_ 1rs2631365-TC
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ktery se nachazi ve vyznamné vazebné nerovnovaze s rs460089, a to SNP rs156322
a vyuzit komeréné vyrabénou TagMan esej pro tento SNP, pro uréeni genotypu

SNP rs460089. Abychom si byli jisti, Ze lze tuto metodu aplikovat, byla validovana
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na celkem 301 vzorcich pacientii zarazenych do studie EURO-SKI. U vSech 301
vzorkl byla Sangerovou metodou provedena sekvenace amplikonu zahrnujictho
promotorovou oblast genu SLC22A/ a urcen genotyp SNP rs460089. Nasledneé
pro stejné vzorky byla pouzita TaqgMan gentypovaci esej pro SNP rs156322, pri-
¢emz dle vysledku LD (R2 = 0,981) alela C SNP rs156322 predikuje alelu C SNP
rs460089 a alela T rs156322 predikuje alelu G SNP rs460089. Vysledky sekvenace
se u celkem 297 vzorki z 301 shodovaly s vysledky genotypovaci eseje jak bylo
predikovano analyzou LD. Pouze u 4 vzorka z 301 bylo dle genotypovaci eseje
vyuzivajici jako marker SNP rs156322 identifikovano SNP rs460089 jako GG ge-
notyp, primé sekvenovani vsak ukazalo, ze se jedna o genotyp GC. Tyto 4 vzorky
byly identifikovany jako homozygoti TT v rs156322, ale jedna alela T nesegredo-
vala s alelou G, ale s alelou C rs460089. Podrobnéjsi analyzou dat bylo zjisténo,
7e 2 pacienti jsou asiaté, jeden pacient pochazi z Recka a jeden z Némecka, ale o
jejich rase nemame presnéjsi informaci. Za pouziti LDlink bylo zjisténo, ze kore-
lace alel téchto dvou SNP je nizsi u asijské populace s R2 = 0,969 nez u evropské s
R2 = 0,981. Tuto validovanou esej jsme dale pouzili k ur¢eni genotypu rs460089 u

dalsich 103 vzorkt, pochézejicich od pacientti z Polska, majicich evropsky ptivod.

Frekvence genotypt rs460089 u 301 pacientti zarazenych do EURO-SKI studie
byla 48 % pro GG genotyp, 42 % pro GC genotyp a 11 % pro genotyp CC.
Témér totozné vysledky jsme pozorovali i u druhé skupiny pacientii pochazejicich
z Polska. GG genotyp byl pozorovan u 45 % pacienti, GC u 43 % pacienti a
CC pouze u 13 % pacientt. Celkova frekvence alely G v SNP rs460089 se v nasi
analyze rovnd 68 % a alely C 32 %. Toto rozlozeni frekvence alel v nasem vzorku

zahrnujicim 404 pacientti presné odpovida udavané frekvenci v evropské populaci

(tabulka [12).

4.7 Genotypy rs460089 ovliviuji udrzeni mole-
kularni remise u pacienti po vysazeni ima-
tinibu

Jak uz bylo zminéno vyse, novym cilem lécby CML je udrzeni molekularni odpo-
védi i po vysazeni 1é¢by TKI. K tomu aby vysazeni 1é¢by bylo bezpecné, je nutné
definovat jak vhodné pacienty, kterym lze 1é¢bu vysadit, tak nastavit presny pro-
tokol 1é¢ebného managmentu téchto pacientt (za jakych okolnosti 1é¢bu vysadit,
pravidelné monitorovani stavu choroby a v pripadé relapsu rychle reagovat a
znovu zahdjit terapii). K tomu slouzi mnozstvi probéhlych i stale probihajicich

studii. My jsme si chtéli ovérit, zda SNP rs460089, tedy jeho genotyp miize hrat
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vliv na udrzeni molekularni odpovédi po vysazeni IM. Pro analyzu jsme pouzili
vzorky od pacientt zarazenych do vysazujicich studii EURO-SKI (tzv. learning
kohorta) a polské vysazujici studie, ktera slouzila pro validaci. Dle dostupnosti
dat potfebnych pro analyzu bylo finadlné analyzovano 176 pacient v learning
kohorté a 93 pacientt ve valida¢ni kohorté (tabulka [7)).

4.7.1 Vliv genotypu rs460089 na udrzeni MMR po ukon-
ceni terapie TKI

Z celkem 176 vzorku byl genotyp rs460089-GG identifikovan u 96 pacientu (55
%), genotyp GC u 62 (35 %) a CC genotyp u 18 (10 %) pacienti. Velkou mole-
kuldrni odpovéd si 6 mésicu po vysazeni TKI udrzelo 105 pacientu (60 %, 95 %
CIL: 5267 %). Nejvétsi pravdépodobnost udrzeni MMR, méli pacienti, ktefi nesli
genotyp 1s460089-GC (73 %, 95 % CI: 60-82 %), nasledovali pacienti s genoty-
pem CC (61 %, 95 % CI: 39-80 %) a nejmensi pravdépodobnost udrzeni MMR
méli pacienti s genotypem GG (51 %, 95 % CI: 41-61 %). Celkové ve statistické
analyze vyslo SNP rs460089 jako signifikantné vyznamny prediktivni marker pro
udrzeni MMR po vysazeni TKI (P = 0,0286) s vyrazné vyssi pravdépodobnosti u
genotypu GC ve srovnani s genotypem GG (OR = 2,539, 95 % CI: 1,278-5,045,
P = 0,0078). P hodnota neni signifikantni pro srovnani genotypu CC proti GG
(OR = 1,507, 95 % CI: 0,539-4,216, P = 0,4343) a ani pfi srovnani genotypu CC
proti GC (OR = 1,684, 95 % CI: 0,539-4,216, P = 0,3527). Vzhledem k tomu,
ze pacienti zarazeni do této analyzy nebyli 1é¢eni pouze IM, ale i dalsimi TKI,
zamérili jsme se i na to, zda mohl mit vliv na udrzeni odpovédi pravé typ TKI,
které bylo vysazeno. Z celkového poctu 176 pacientt jich 150 bylo léceno pred
vysazenim imatinibem, 14 dasatinibem a 12 nilotinibem. Ke zméné z imatinibu
na TKI 2. generace nedoslo kvili selhdni terapie, ale z divodu Spatné tolerance
IM pacienty. Mnohocetnou analyzou logistické regrese jsme neprokazali vliv typu
vysazené¢ho TKI v kombinaci s genotypem rs460089 na udrzeni MMR 6 mésict
po ukonceni 1écby, ale musime podotknout, Ze se jednad o maly podil pacienti,
kteri byli 1é¢eni TKI 2. generace. V této analyze jsme vSak pozorovali vliv délky
uzivani TKI pted jeho vysazenim ve spojeni s genotypem SNP rs460089 (OR =
1,185, 95 % CI: 1,034-1,357, P = 0,0144). Delsi trvani 1é¢by TKI sice zvysilo
pravdépodobnost udrzeni MMR, 6 mésicti po jeho vysazeni, presto predikce jejiho
udrzeni pomoci genotypu SNP rs460089 zustava signifikantni (P = 0,0442). Vyssi
pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésicti po vysazeni maji pacienti s genotypem
rs460089-GC nez pacienti s genotypem GG (OR = 2,430, 95 % CI: 1,209-4,884,
P = 0,0127). Krivky pravdépodobnosti udrzeni MMR 6 mésict po vysazeni TKI
v zavislosti na délce 1é¢by a genotypu shrnuje obréazek [14] Vysledek prokdzaného
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vlivu délky uzivani TKI pred jeho vysazenim na udrzeni MMR je ve shodé s vy-
sledky vysazovacich studii. Ve studii EURO-SKI vypocetli, ze ¢as uzivani TKI
pred jeho vysazenim asociovany s vyssi pravdépodobnosti udrzeni MMR 6 mé-
sict po vysazeni je 5,8 let (Saussele S. et al., 2018). Na nasi kohorté pacientt se
ukazala pravdépodobnost udrzeni MMR alespon 6 mésicii od vysazeni TKI pti 6
letém trvani 1éc¢by u genotypu GC 70 % (95 % CI: 57-81 %), u genotypu CC 55
% (95 % CI: 31-76 %) a u genotypu GG 49 % (95 % CI: 39-59 %) (obrazek [14)).

Obrazek 14: Krivky pravdépodobnosti pro 6 mési¢ni udrzeni MMR po
vysazeni 1écby TKI pro kombinaci jednotlivych genotypt SNP rs460089
a délky trvani 1écby TKI pred jejim vysazenim
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Dalsim studovanym parametrem bylo pteziti bez molekuldrniho relapsu (MRFS)
po vysazeni TKI. Median délky pozorovani byl 36 mésicti. Nejkratsi doba sledo-
vani u pacienta, ktery neztratil MMR, byla 10 mésict. Z celkem 105 pacientt,
kterl udrzeli MMR 6 mésicti po vysazeni TKI, bylo pouze deset pacienti, u kte-
rych doslo k pozdéjsi ztraté MMR. Celkové jsme na nasi kohorté pacientt zmérili
pravdépodobnost bez molekularniho relapsu po dobu 18 mésici na 55 % (95 %
CL: 47-62 %). I tady jsme zkoumali, zda miuze SNP rs460089 predikovat prav-
dépodobnost MRFS a vyslo nam, ze jeho asociace s MRF'S je signifikantni P =
0,0147 (obrézek. Pacienti s genotypem GC, méli signifikantné vyssi pravdépo-
dobnost MRF'S nez pacienti s genotypem GG (HR: 0,474, 95 % CI: 0,280-0,802, P
= 0,0054). Pravdépodobnost MRFS uz nebyla signifikantni ve srovnani genotypu
GC a CC (HR: 0,484, 95 % CI: 0,225-1,042, P = 0,0635). Pfi vyuziti Coxova mo-
delu proporcionalnich rizik preziti u MRFS vychéazi genotyp SNP rs460089-GC
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mnohem prognosticky priznivéjsi nez genotyp GG. Logisticka ¢ast modelu, ktera
vyjadiuje pomér rizika ztraty MMR mezi genotypy GC a GG, byla signifikantni
ve prospéch genotypu GC. Ukazuje, ze podil ztraty MMR u pacienti s genotypem
GC je mensi nez u pacientu s genotypem GG (OR = 0,373; 95 % CI: 0,190-0,731,
P =0,0041). V analyze preziti se model zabyva tim, zda u pacientt, ktet{ ztratili
MMR, mél genotyp SNP rs460089 vliv na délku trvani MMR od ukonceni lécby
TKI. V tomto pripadé jsme vyznamnost mezi genotypy GC a GG SNP rs460089
nepozorovali (HR: 0,922, 95 % CI: 0,542-1,567, P = 0.7632). Tato pozorovani
jsou v souladu s prubéhem Kaplan-Meierovych kiivek, jak ukazuje obrazek [15]
P1i pouziti vicendsobného Coxova modelu proporcionélnich rizik preziti u MRFS
s pridanim dalsiho parametru do logistické ¢asti a to dilezitého faktoru doby
trvani 1écby TKI, pfed jejim vysazenim a do analyzy preziti, parametru véku v
dobé vysazeni TKI, se obraz vysledki nezménil. Sance ztraty MMR byla mensi
u pacientti s genotypem GC nez u pacientu s genotypem GG (OR = 0,373, 95
% CI: 0,185-0,752, P = 0,0058), kdezto typ genotypu rs460089 na dobu, kdy ke
ztraté MMR doslo, vliv nemél (HR = 0,911, 95 % CI: 0,536-1,559, P = 0,7307).

Obrézek 15: Pravdépodobnost preziti bez molekularniho relapsu po
vysazeni TKI v zavislosti na typu genotypu SNP rs460089 u celkem 176
pacientti zarazenych v learning kohorté
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4.7.2 Validace SNP rs460089 jako markeru udrzeni MMR

po ukonceni terapie TKI

K tomu, abychom vyse popsané vysledky potvrdili, jsme vyuzili skupinu paci-
entll zarazenych do databaze z polskych vytazovacich studii. Celkem se jednalo o
103 pacientti, u kterych byl vysazen IM a byly dostupné vzorky ke genotypovani.
Nakonec jsme museli 8 pacientii vyradit pro predléceni INF-a a 2 pacienty pro
chybéjici klinicka data. Celkem tedy bylo vyuzito k validovani vysledku vlivu ge-
notypu SNP rs460089 na udrzeni MMR 6 mésici po ukonceni terapie IM a MRFS
93 pacientt1, kteri splnovali vstupni kritéria. Zakladni data o valida¢ni skupiné pa-
cienti jsou v tabulce [7} Z 93 pacientt jich 61 (66 %, 95 % CIL: 55-74 %) udrzelo
MMR 6 mésici po vysazeni IM. Pacienti, ktefi nesli genotyp rs460089-GC méli
pravdépodobnost udrzeni MMR 82 % (95 % CI: 67-91 %), pacienti s genotypem
CC 85 % (95 % CI: 58-96 %) a nejmensi pravdépodobnost udrzeni MMR, méli
pacienti s genotypem GG 44 % (95 % CI: 41-61 %). Opét ndm vysla signifikantné
vyznamna asociace genotypu SNP rs460089 a udrzeni MMR 6 mésicii po ukonceni
terapie IM (P = 0,0009). S vyznamné vyssi pravdépodobnosti pro genotyp GC ve
srovnani s genotypem GG (OR = 5,841, 95 % CI: 2,097-16,269, P = 0,0007). Ve
valida¢ni kohorté na rozdil od pacientii zarazenych do learning kohorty vysla sig-
nifikantné vyznamna pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésict po ukonceni lécby
i ve srovnani genotypu CC s genotypem GG (OR = 7,027, 95 % CI: 1,380-35,794,
P = 0,0189). Tyto rozdilné vysledky u obou kohort pacienti u genotypu CC si
vysvétlujeme znacné mensim podilem zastoupeni tohoto genotypu v populaci.
Pokud srovname genotyp CC s genotypem GC, vyznamnost neni signifikantni
(OR = 0,831, 95 % CI: 0,150-4,615, P = 0,8326). Po provedeni vicecetné ana-
Iyzy logistické regrese vysla opét délka lécby IM pred jeho vysazenim spolu s
genotypem SNP rs460089 jako signifikantni pro pravdépodobnost udrzeni MMR
6 mésicu po ukonceni terapie (OR = 1,274, 95 % CI: 1,021-1,588, P = 0,0319).
Delsi trvani lécby TKI vyrazné zvysilo pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésicti
po vysazeni, presto predikce jejiho udrzeni pomoci genotypu SNP rs460089 zu-
stava signifikantni (P = 0,0011). Vyssi pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésict
po vysazeni maji pacienti s genotypem rs460089-GC nez pacienti s genotypem
GG (OR = 5,998, 95 % CI: 2,075-17,339, P = 0,009). Pokud srovname genotypy
CC a GG vyjde ndam na rozdil od learning kohorty i tady vyznamné vyssi pravde-
podobnost udrzeni MMR u genotypu CC (OR = 7,767, 95 % CI: 1,473-40,939, P
= 0,0157). I u valida¢ni skupiny pacientt jsme hodnotili vliv genotypu rs460089
na MRFS. Median sledovani pacientt byl 25 mésicti. Minimalni doba sledovani
pacienti bez molekuldrniho relapsu byla 6 mésicti. Pouze 3 pacienti ztratili mole-

kularni odpovéd po uplynuti 6 mésicti od vysazeni IM. Pravdépodobnost MRFS
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v 18 mésicich od ukonceni 1é¢by IM byla 62 % (95 % CI: 51-71 %). A opét, stejné
jak v predchozi skupiné, jak ukazuje obrazek [16], byl SNP rs460089 signifikantné
asociovan s udrzenim MRFS po vysazeni IM (P = 0,0011). Pacienti s genotypem
GC méli vyznamné vétsi pravdépodobnost MRF'S nez pacienti s genotypem GG
(HR: 0,252, 95 % CI: 0,113-0,561, P = 0,0007), ne uz ale ve srovnani s pacienty
s genotypem CC (HR: 0,900, 95% CI: 0,239-3,395, P = 0,8769). Ve valida¢nim
modelu s vyuzitim dat od polskych pacienti nam na rozdil od vysledkt paci-
entl v learning kohorté vysla i vyznamné signifikantni pravdépodobnost MRFS
u pacienti s genotypem CC ve srovnani s pacienty s genotypem GG HR = 0,279
(95 % CI: 0,084-0,929, P = 0,0376). Pti vyuziti Coxova modelu proporcionalnich
rizik preziti u MRFS se nam ukazalo, ze pacienti s genotypem GC i CC maji nizsi
pravdépodobnost ztraty MMR nez pacienti s genotypem GG. OR pro pacienty
s genotypem GC je 0,186 (95 % CI: 0,069-0,502, P = 0,0009) a u genotypu CC
je OR = 0,213 (95 % CI: 0,051-0,890, P = 0,0340). Podobné jako u pacientu
zafazenych do learning kohorty, u pacientt se ztratou MMR nemél genotyp GC
ani CC vliv na dobu trvani MMR po vysazeni lécby. HR pro genotyp GC = 0,617
(95 % CI: 0,275-1,386, P = 0,2425), pro genotyp CC se HR = 0,341 (95 % CI:
0,079-1,475, P = 0,1501).

Obrazek 16: Pravdépodobnost preziti bez molekularniho relapsu po
vysazeni TKI v zavislosti na typu genotypu SNP rs460089 u celkem 93
pacientt zarazenych do polské ukoncujici studie

e L et S S S 4omaman 1
v o7 %
o
% 061
g
£ 05 LT
2 N
g- 0al | e debhennnn beetdeobenmsadeafranidaprrsnmmnnnennsansnnannduenanahannennsbsd
@
T 03]
E 4
o
0271 — @GC: n=39, 18—month probability: 79%, 95% Cl: 63—89%
01] 7 ©C: n=13, 18—month probability: 77%, 95% CI: 44—92%
T GG n=41, 18—month probability: 41%, 95% Cl: 26—56%
00 ,
0 6 ) 18 24 30 36 42 48

Doba od pferuseni TKl (mésice)

79



5. Diskuze

Na prelomu tisicileti se do bézné klinické praxe lécby CML dostal prvni tyrozin-
kinazovy inhibitor imatinib, ¢imz se stala CML velmi dobfte 1é¢itelnou chorobou s
dlouhodobym prezitim. Progndza pacientii se jesté zlepsila pri nastupu TKI druhé
a tTeti generace, které dokazaly s velkou cetnosti prekonat vyznamny mechanis-
mus rezistence pacientli k imatinibu, a to vznik mutaci v tyrozinkinazové doméné
BCR::ABLI1. Pacienti, ktefi neoptimalné odpovidaji na prvoliniovou lécbu, a vy-
vinuli mutaci v tyrozinkindzové doméné BCR::ABLI, jejichz monitorace se stala
u pacientit s neoptimalni odpovédi béznou rutinni praxi, by méli byt prevedeni
na jiné TKI, ktery je na danou mutaci u¢inny (Soverini S. et al., [2011)). Klinické
studie s druhogenera¢nim TKI dasatinibem a nilotinibem v prvni linii lécby na-
vic ukazaly, ze ve srovnani s dosud nejhojnéji vyuzivanym imatinibem, pacienti
dosahuji castéji a diive molekularni odpovédi (Jain P. et al. 2013)). Dle regis-
tracni studie dasatinibu (DASISION) bylo dosazeni MMR u pacienttt v prvni
linii signifikantné vyssi, ale vliv na celkové preziti jiz byl bez statistické signifi-
kance (Cortes J.E. et al., [2016), podobné vysledky byly i v registra¢ni studii s
nilotinibem (ENESTnd) (Hochhaus A. et al., 2016).

Uzivani preparatl 2. a 3. generace v prvni linii u vSech pacientti by bylo financéné
velice naro¢né a navic je spojené s vyssim toxickym zatizenim pacientti. Proto je
imatinib a nyni i jeho generika, stale nejuzivanéjsim lékem v prvni linii u pacienti
v chronické fazi CML. Presto jisté existuje vyznamna ¢ast pacientii, ktetri by mohli
z volby TKI 2. generace (pfipadné i 3. generace) v prvni linii profitovat (Hochhaus
A. et all 2020).

V dnesni dobé zatim neméame jednoduchy spolehlivy marker, ktery by jiz v dobé
diagnézy u pacienti v chronické fazi CML mohl predvidat pribéh lécby a usnad-
nil vybér vhodného prvoliniového TKI. Mutace v kindzové doméné BCR::ABL1
se v dobé diagnézy chronické faze CML nevyskytuji (Soverini S. et al.| 2011}
Machova Polakova K. et al. 2014). Mutace v dalsich genech asociovanych s na-
dorovym onemocnénim se dle recentnich dat vyskytuji predevsim v genu ASXL1,
ale na vyhodnoceni jejich dopadu na prognézu onemocnéni si budeme muset jesté
pockat (Schonfeld L. et al.| 2022; Bidikian A. et al., [2022)). Potencidlni zdroj vhod-
nych markert nabizi farmakogenetika. Pacienti s ruznymi variacemi DNA v kédu-
jicich nebo regulac¢nich tsecich gent, jejichz produkty jsou klicové pro transport
lé¢iv, mohou mit vrozené predispozice k neoptiméalni odpovédi na lécbu u far-
mak zavislych na prenosu pomoci téchto transportéri. V disledku nizké exprese,

chybné lokalizace nebo snizeni aktivity transportérti muze dochazet k subletalni
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koncentraci lé¢iva uvnitt bunky a vznikat prostor pro rozvoj rezistence. Jednim z
takovych 1€kt je pravée i imatinib, ktery je zavisly na transportu pomoci prenasectu
z rodin ABC a SLC (Thomas J. et al., [2004).

Na téma nalezeni farmakogenetického markeru, ktery by predvidal odpovéd na
lécbu TKI u pacienttt s CML bylo publikovano jiz nékolik praci, které ovsem
prinédseji velice rozdilné vysledky (Polillo M. et al.; 2015). Hlavnim divodem roz-
poruplnych vysledki pro nalezené markery predikce odpovédi je zejména nekohe-
rentnost jednotlivych studii. Byly provadény na rtzné velkych a také geograficky
rozdilnych kohortach pacienti (napriklad kavkazska vs. asijské populace) (Petain
A. et al., 2008; Di Paolo A. et al. [2014; Singh O. et al., 2012), byly vyuzivané
ruzné metodiky provadénych vysetieni a v neposledni fadé se analyzy omezily na
predem vybrany pocet polymorfismi nachézejicich se pouze v exonech zkouma-
nych geni, které hraji roli v distribuci a metabolismu 1é¢iva (Kim D.H.D. et al.|
2009; Angelini S. et al., 2013).

V nasi praci jsme se vyhnuli skrininku polymorfismii v exonech gent, jako pred-
chozi prace, ale pomoci ultra sirokého NGS jsme provedli skrinink polymorfismu v
promotorovych oblastech celkem 19 ABC a SLC genii. Na zakladé vysledki jsme
sestavili genotypy pro jednotlivé polymorfismy a s vyuzitim asociacni analyzy
se nam podarilo identifikovat genotypy, které se s rtuznou frekvenci vyskytovaly
u pacientu s optimalni a neoptimélni odpovédi na lé¢bu imatinibem. Genotyp
rs460089-GC (SNP nachézejici se v promotorové oblasti genu SLC22A4, kédu-
jici prenase¢ imatinibu) se Castéji objevoval u pacienti s optimalni odpovédi na
lé¢bu imatinibem a byl spojen se signifikantné vyssi pravdépodobnosti dosazeni
MMR nez dosahovali pacienti s genotypem rs460089-GG. Vysledky pacienti s
genotypem rs460089-CC také naznacuji dosahovani lepsi odpovédi na 1éébu ima-
tinibem, ale vzhledem k velmi malému mnozstvi pacienti s timto genotypem,
nelze data spolehlivé interpretovat. Dalsim zajimavym genotypem, ktery se cas-
téji vyskytoval u pacient s optimalni odpovédi na imatinib, byl rs2631365-TC
v promotorové oblasti genu SLC22A5 (kédujici transportér jehoz substratem je
také imatitinib). Méfeni vSak nebyla signifikantni. Vyznamné signifikantni se vSak
ukazala pravdépodobnost dosazeni MMR a EFS u pacientti, kteri nesli tento geno-
typ pravé v kombinaci s jiz diive zminovanym genotypem rs460089-GC. Provedli
jsme analyzu vazebné nerovnovahy, ktera nam ukazala, ze SNP rs460089, je ve
vyznamné vazebné nerovnovaze se tremi regula¢nimi lokusy umisténymi v intro-
nech genu SLC22A/, jednim regula¢nim lokusem v downstream umisténi a tremi
regulacnimi lokusy v intronech genu SLC22A5. 7 databaze RegulomeDB vyplyva,
ze 4 lokusy byly potvrzeny jako takzvané lokusy exprese kvantitativniho znaku

(eQTL), neboli genomové lokusy, které vysvétluji variace v hladinach exprese
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mRNA v monocytech, které reguluji expresi genti SLC22A44 a SLC22A5. Dva
lokusy a samotny lokus rs460089 jsou dokonce konzervovanymi misty pro vazbu
samotnych transkripcnich faktort. Vzhledem k tomu, zZe rs460089 je ve vysoce
signifikantni vazebné nerovnovaze s témito 7 regula¢nimi lokusy, alely rs460089

presné predpovidaji i alely téchto sedmi regulacnich lokust.

Druhy jiz vyse zminény SNP rs2631365 byl ve vyznamné vazebné nerovnovaze s 5
regulacnimi lokusy. Dvé regula¢ni mista se nachéazeji v intronech genu SLC22A4/
a tfi v intronech genu SLC22A5. Kdyz jsme tedy srovnavali kumulativni dosazeni
MMR, byl kombinovany genotyp rs460089-GC_ 1s2631365-TC signifikantné piiz-
nivéjsi nez genotyp rs460089-GG_ rs2631365-TC. Podobné tomu bylo i u preziti
bez udalosti. Na zakladé analyz vazebné nerovnovahy vime, ze genotyp rs460089-
GC_1s2631365-TC odrazi heterozygotni genotyp celkem 13 regulac¢nich lokust
pro geny SLC22A4 a SLC22A5, ktery je dle nasich vysledkii vyznamné priznivy
pro dosazeni MMR a EFS (obrazky [10] a . U takto heterozygotniho genotypu
muze alela na jednom chromozomu a odpovidajici alela na homolognim chromo-
zomu obsahujicim dvé rizné kopie vzajemné interagovat a zptisobovat transvekcei,
coz muze vest k aktivaci nebo naopak k represi genové transkripce (Lee A.M. et
Wu C.t., [2006; Ou S.A. et all 2009).

Vysledky z analyz genové exprese v testovanych bunécnych liniich ukézaly velmi
silnou expresi genu SLC22A5 a nizkou expresi genu SLC22A/ nezavisle na typu
genotypu. Presto byla transkripce SLC22A5 pozorovana u bunéénych linii, které
nesou kombinovany genotyp rs460089-GC_ 1s2631365-TC vyssi ve srovnani s lini-
emi s genotypem rs460089-GG__rs2631365-TC. To nastinuje praveé i vliv genotypu
na regulaci exprese genu SLC22A5, coz nasledné mize mit vliv na koncentraci
imatinibu uvniti bunék. K odhaleni celkového principu schopnosti vzajemné re-
gulace ruznych alel obsazujicich regulacni lokusy na regulaci exprese obou genu

je nutné provedeni vysoce rozsahlych funkénich analyz.

Dalsimi sméry studovani vztahu k expresi geni SLC22A4 a SLC22A5 a distri-
buci imatinibu by mohly byt analyzy vazby nebo naopak deplece transkripcénich
faktora ve vztahu k urcité kombinaci genotypt, pripadné analyza modifikaci his-
tont a urovné metylace DNA CpG ostrivku v promotorech téchto gent, které

ovliviiuji genovou expresi.

SNP v genu SLC22A4 a jejich pripadny vliv na dosazeni MMR u pacientii s
CML zkoumala jiz ve své préaci skupina védci kolem Angeliny et al. (Angelini
S. et al., [2013). Ti ve své praci uvedli, ze SNP rs1050152 nachézejici se v exonu
SLC22A4, ma vliv na dosazeni MMR. Pacienti nesouci alelu rs1050152-CT méli

béhem 1é¢by imatinibem vyssi frekvenci dosazeni MMR nez pacienti s genotypem
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rs1050152-TT. Pro srovnani jsme provedli sledovani frekvence vyskytu genotypu
rs1050152-CT u pacientt s optimélni odpovédi. Trend jsme pozorovali podobny
jako kolektiv autortt Angelini S. et al, ale vysledek nebyl statisticky signifikantni.
Podle databaze regulomeDB neni SNP rs1050152 regula¢ni pro expresi, ale na-
chazi se ve vazebné nerovnovaze s alelami regulacnich lokust. Tato vazebna nerov-
novaha vsak neni tak vysoka, aby dokonale predvidala alely regulac¢nich lokust,
coz se domnivame, mize byt divodem, pro¢ se na nasem souboru pacient ne-
podatilo castéjsi vyskyt rs1050152-TC u pacientu s dosazenim MMR statisticky
prokazat. Nicméné, ve velkém souboru pacientu lze predpokladat, ze zazname-
nanou vyznamné vyssi miru dosazeni MMR pti 1é¢bé imatinibem u pacientu s
rs1050152-CT by bylo mozné nalézt.

Na zékladé nasich dosazenych vysledki o mozném prognostickém vyznamu SNP
rs460089 v dosazeni MMR, u pacientt v chronické fazi CML lé¢enych imatinibem
a na zakladé nového cile lé¢by, dle nejnovéjsiho doporuceni ELN (Hochhaus A.
et al., 2020)) tedy udrzeni MMR bez 1é¢by TKI, jsme zkoumali rs460089 také jako
mozny prognosticky faktor pro udrzeni remise po vysazeni imatinibu u pacientti s
CML. Prvni studie, ktera se zabyvala bezpeénym vysazenim TKI byla francouzska
studie STIM1 (Etienne G. et al., 2017), kde vysledkem bylo, Ze 38 % pacientu
udrzi MMR i po vysazeni TKI. Pozdéji bylo provedeno mnoho studii, na toto
téma, které shrnuje mataanalyza 15 studii s vice nez 500 pacienty, kterd prokazala,
ze prumérné ztrati molekularni odpovéd 51 % pacientu po vysazeni imatinibu,

coz ukazuje vysokou reprodukovatelnost vysledku (Campiotti L. et al., 2017).

Bylo také potvrzeno, ze pokud se dodrzuji stanovend doporuceni, véetné disledné
monitorace pacient a méreni hladiny transkriptu BCR::ABL1, je vysazeni TKI
zcela bezpecné. Priblizné 95 % pacientu, u kterych dojde ke ztraté MMR a je u
nich promptné znovu zahédjena terapie TKI, opét dosdhnou molekuldrni odpovédi
(Hochhaus A. et al.| [2020). Zatim jsou publikovany pouze jednotky pripadi, u
kterych doslo k progresi onemocnéni i po znovuzahajeni terapie TKI a museli byt
lé¢eni chemoterapii nasledovanou transplantaci krvetvornych bunék (Dulucq S.
et al., 2022).

Hlavnim predikénim faktorem pro udrzeni remise bez lécby, na kterém se jednot-
livé studie shodovaly, je doba uzivani TKI. Cim delsf je doba uzivani TKI, tim je
vétsi pravdépodobnost udrzeni remise bez 1écby. Napriklad pro studii EURO-SKI
byla hrani¢ni délka 1é¢by imatinibem 5,8 roku. Pacienti s délkou lécby kratsi nez
5,8 let méli pravdépodobnost udrzeni TFR 41 %, pacienti s délkou 1é¢by imati-
nibem vice nez 5,8 let pak 63 % (Saussele S. et al., 2018). Dalsim prognostickym
markerem udrzeni TFR, na kterém se studie shodovaly, byla hloubka a doba
trvani molekuldrni odpovédi (Takahashi N. et al., 2011} [Mahon F.X. et al., [2024)).
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7, dalsich studii vyplyva, ze vyznamnym mechanismem rozhodujicim o udrzeni
MMR je imunoprofil pacientt. Naptiklad pacienti, kteri byli v minulosti léceni
INF-a, méli dle japonské retrospektivni studie vétsi pravdépodobnost udrzet
MMR po ukonceni 1é¢by TKI nez pacienti, ktefi nebyli nikdy INF-a léceni. Pri-
¢emz mira TFR byla 76 % u pacientu s predchozi 1é¢bou IFN-a ve srovndni s
pouze 23 % u pacientu bez IFN-a. Kromé toho byla terapie IFN-a vyhodnocena
v této studii jako nezavisly prediktor molekularniho relapsu béhem 12 meésict
(OR 0,0419 (95 % CI 0,0044-0,4035) P = 0,0060) (Takahashi N. et al., 2011).
Ve studii TWISTER pak méli pacienti ve skupiné IFN-a + imatinib také lepsi
pravdépodobnost TFR (52 %) nez pacienti ve skupiné pouze s imatinibem (34
%) (Ross D.M. et al.l 2013).

Prestoze presny mechanismus uc¢inku IFN-a neni jasny, jednou z navrhovanych
moznosti je jeho d¢inek na aktivaci imunitnich efektorovych bunék (Talpaz M.
et al., 2012)). To podporuji i vysledky dil¢i studie ke studii EURO-SKI, provede-
nou Nordic CML study group (NCMLSG), ve které bylo ukdzano, Ze pacienti s
vysSim zastoupenim zralych (CD57+) a cytotoxickych (CD16+ a CD57+) NK
bunék v dobé preruseni TKI, méli vyssi pravdépodobnost udrzeni remise bez
lécby (Ilander M. et all [2016). Ma se za to, ze vyssi hladiny NK bunék mohou
byt schopny, jak primo zabijet leukemické kmenové bunky, tak potencovat adap-
tivn{ imunitn{ reakce, a tim udrzovat remisi po prerudeni 1é¢by. Ze je udrzeni TFR
imunitné podminéné naznacuje i prace Schiitz et al., ve které uvadéji, ze snizené
mnozstvi CD86+ plazmatickych dendridickych bunék (bunék prezentujicich anti-
gen a stimulujicich T lymfocyty k jejich cytotoxické aktivité) podporuje udrzeni
TFR (Schitz C. et al., 2017).

Velmi slibnou navrhovanou moznosti jak predikovat udrzeni TFR by mohlo byt
méfeni BCR::ABL1 na podkladé DNA (Machova Polakova K. et all 2020). Pa-
cienti s nedetekovatelnym BCR::ABL1 v DNA i transkriptem BCR::ABL1 v
mRNA udrzeli TFR témér ve vsech pripadech, zatimco u pacientu s pozitivitou v
obou cilech bylo udrzeni TFR pouze 20 %. Zajimavou skupinou pak byli pacienti
s negativnim transkriptem BCR::ABL1 v mRNA] ale pozitivni s BCR::ABL1 v
DNA, u nich byla Sance na udrzeni TFR a ztratu odpovédi vyrovnana. Analyza
je ovSem néaroc¢na, vyzadujici presnou identifikaci BCR::ABL1 faze a navrzeni

sady primert a sond pro kazdého jednotlivého pacienta.

Jak jsem jiz zminovala vyse, nasi dalsi snahou v predkladané praci bylo zjistit,
zda i SNP rs460089 ma prediktivni hodnotu pro udrzeni remise bez 1é¢by u pa-
cientt s CML. Do prace jsme zahrnuli celkem 176 pacientti, kteri byli zarazeni
do studie EURO-SKI, a zkoumali jsme, zda mé u téchto pacient genotyp SNP

rs460089 vliv na udrzeni remise po ukonéeni lécby imatinibem. Pro vSechny paci-
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enty byla 1é¢ba TKI prvni linii, nikdo nebyl predlécen INF-a, aby nebyl vysledek
zkreslen timto faktorem, ktery muze vést k vétsi pravdépodobnosti udrzeni TFR.
Pacienti s genotypem rs460089-GC méli vétsi pravdépodobnost udrzeni MMR nez
pacienti s genotypem rs460089-GG. Tento vysledek byl signifikantné vyznamny.
Pacientii s genotypem rs460089-GC, ktefi udrzeli MMR po dobu 6 mésicu od
vysazen{ imatinibu, bylo 73 % (95 % Cl: 60-82 %), kdezto pacientii s genotypem
rs460089-GG bylo pouze 51 % (95 % Cl: 41-61 %). Procento pacienti, s genoty-
pem rs460089-GG, kteti udrzeli MMR po vysazeni 1é¢by, se velice blizi celkovému
procentu pacientl, ktefi udrzeli TFR i v zavérech vysazovacich studii, kde pri-
blizné 40-50 % pacienti udrzelo MMR po vysazeni TKI. Kdezto druha skupina,
s priznivym genotypem rs460089-GC dosdhla o celych 20 % lepsich vysledku.
Jako dalsi nezavisly prediktivni faktor udrzeni MMR se ukéazala celkova délka
1é¢by TKI pred jejich vysazenim. Cim delsi byla celkovd doba 1é¢by TKI, tim
byla vétsi pravdépodobnost udrzeni MMR po jejim vysazeni. Tento prediktivni
faktor se opakoval jiz v predchozich studiich. Pfevaha genotypu rs460089-GC nad
genotypem rs460089-GG ohledné udrzeni MMR, po vysazeni TKI byla potvrzena
i v druhé, validacni, kohorté pacienti. Tam bylo zatazeno celkem 93 pacientii
z polské vysazovaci skupiny. Vyslo nam, Ze pacienti s genotypem rs460089-GC
maji pravdépodobnost udrzeni TFR dokonce 82 % (95 % Cl: 67-91 %), kdezto
pacienti s neptiznivym genotypem rs460089-GG pouhych 44 % (95 % Cl: 30-59
%). Tento rozdil 38 procentnich bodu je jisté klinicky relevantni. Jako dalsi ne-
zavisly faktor, ktery ve valida¢ni skupiné pacient ovliviioval udrzeni MMR po
vysazeni TKI, se ukazal byt doba trvani hluboké molekularni odpovédi u jed-
notlivych pacientl. I zde byla patrna prima tmeérnost. Pacienti s delsim trvani
DMR méli vétsi pravdépodobnost udrzet TRF nez pacienti, kteti méli dobu trvani
DMR kratsi. I doba trvani DMR byla v fadé vysazovacich studii hodnocena jako
prognosticky faktor. Vliv genotypu na pravdépodobnost udrzeni remise bez lécby
muzeme prisuzovat tomu, Ze heterozygotni forma genotypu je spojena s dosta-
tecnou koncentraci imatinibu umoznujici ¢innéjsi cileni na bunky CML béhem
lécby ve srovnani s homozygotni formou genotypu rs460089-GG. Vliv genotypu
rs460089-CC na pravdépodobnost preziti bez relapsu po vysazeni 1é¢by nemii-
zeme na zakladé této prace posoudit. V prvni kohorté pacienttt méli pacienti 6
mésicni pravdépodobnost preziti bez relapsu 61 % (95 % CI: 39-80 %), kdezto v
druhé skupiné zahrnujici pacienty z polské vysazovaci skupiny dosahovala 6 mé-
sicni pravdépodobnost preziti bez relapsu u pacienti s genotypem rs460089-CC
dokonce 85 % (95 % CI: 58-96 %). Tato nekoherentnost ve vysledku v obou sku-
pindch miize byt dana chybou malych ¢isel pii nizké frekvenci zastoupeni tohoto

genotypu v jednotlivych kohortach pacientii i v celkové populaci.
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Na zakladé nasich vysledkt, které jsme potvrdili i v nezavislé validac¢ni kohorté, se
domnivame, ze bychom mohli genotypizaci SNP rs460089 zatadit do schématu tes-
tovani u pacientii s CML, ktefi budou léceni imatinibem. Genotypizaci je mozné
provést jiz v dobé diagnozy nebo kdykoliv béhem 1é¢by imatinibem, a to pomoci
pomérné rychlého a levného genotypizacniho testu TaqMan rs156322, které je
dobre pouzitelnym markerem pro rs460089 u evropské populace, coz jsme také v
nasi praci potvrdili. Pro pacienty jiného etnika je vhodné zvolit metodu primého
sekvenovani. Na zakladé znalosti genotypu rs460089 bychom se pak mohli u hra-
ni¢nich vysledkt hladiny transkriptu BCR::ABL1 v 6., potazmo ve 12. mésici
po zahajeni lécby IM snadnéji rozhodovat o zméné 1é¢by na TKI 2. generace u

pacientli s nepriznivym genotypem rs460089-GG.

Po dosazeni hluboké molekuldrni odpovédi, ktera trva minimalné 2 roky a délce
lécby TKI alespon 5 let je mozné zvazit vysazeni imatinibu (nezavisle na typu
genotypu rs460089), jak je doporuceno v ELN 2020 (Hochhaus A. et al. [2020).
Prestoze vime, Ze celkova doba lécby TKI je nezavislym prognostickym fakto-
rem pro udrzeni TFR, provedli jsme multivariantni analyzu na sledovani vlivu
délky 1écby imatinibem na udrzeni TFR v zavislosti na genotypu rs460089. Zjis-
tili jsme, Ze dlouhd doba trvani 1éc¢by imatinibem zvysuje pravdépodobnost preziti
bez molekularniho relapsu po vysazeni 1é¢by u vsech genotypt. Pricemz nejvy-
raznéjsi vliv jsme pozorovali u pacientt s nepfiznivym genotypem rs460089-GG.
A i pres vliv délky 1écby imatinibem na pravdépodobnost preziti bez molekular-
niho relapsu po vysazeni lécby jsme pozorovali signifikantni rozdil mezi pacienty
nesoucimi genotypy rs460089-GC a rs460089-GG. Z toho plynouci zavér, ze pa-
cienti s rizikovym genotypem potiebuji delsi dobu 1écby imatinibem pred jeho
vysazenim, aby si zvysili Sance na udrzeni remise bez lécby, mize podporit indi-
vidualni rozhodnuti pacientt i jejich lékara pri zvazovani pokracovani v terapii s

vvvvvv

ztraty molekularni odpovédi.

Domnivame se, ze farmakogeneticky marker rs460089 prokézal prognosticky vliv
na udrzeni remise po vysazeni 1écby u pacienti s CML lé¢enych imatinibem v
prvni linii. Dilezité je, ze vysledek byl ovéfen na nezavislém vzorku pacientil.
Jeho prognosticky vyznam byl nezavisly na jiz zavedenych prognostickych fakto-
rech celkové délce lécby imatinibem a doby trvani hluboké molekularni odpovédi
pred ukoncenim lécby, a naopak je doplnoval. Pti dalsim rozsitovanim souboru
pacienti a pravidelném vyhodnocovanim disledku genotypu by rs460089 mohl
byt kandidatnim parametrem pro tvorbu prediktivného TFR skore, na jehoz de-

finovani se v celosvétovém kontextu pracuje.
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6. Zavéry

V ramci plnéni prvniho cile se nam podaftilo sestavit panel celkem 19 gent kédu-
jicich transportéry s anotovanou nebo potencialni funkci transportu imatinibu.
A to jak na trovni strevniho, jaterniho, renalnitho kompartmentu, tak i kompart-
mentu kostni diené. Pomoci sekvenovani nové generace jsme sekvenovali celkem
1420 amplikont zahrnujicich promotorové oblasti téchto 19 vybranych gent. Cel-
kem jsme nalezli 95 riiznych jednobodovych polymorfismt, z toho sedm nebylo
do té doby popséano v databazi NCBI. Tim jsme potvrdili, ze promotory ABC a
SLC gent jsou vysoce variabilni oblasti s MAF pohybujici se od jednotek pripadi

az témér k 50 % zastoupeni.

Po provedeni Fisherova exaktniho testu pravdépodobnosti se nam podarilo vyti-
povat SNP rs460089 v promotoru genu SLC22A4, ktery signifikantné asocioval
s odpovedi pacienti s CML na lé¢bu IM ve 12. mésici od zahdjeni 1éCby. Zjis-
tili jsme, ze frekvence genotypu rs460089-GG je ve skupiné pacientti, ktefi na
lé¢bu neodpovidaji optimalné, signifikantné vyssi nez ve skupiné optimalné od-
povidajicich pacientl, zatimco genotyp GC je zastoupen signifikantné castéji u
pacienti s optimélni odpovédi. Dale jsme pomoci Mann-Whitneyho testu pro-
kazali, ze genotyp rs460089-GC je spojen s vyssi kumulativni incidenci dosazeni
MMR ve 12. mésici 1é¢by IM. Pacienti s genotypem GC dosahovali MMR v 66
%, kdezto pacienti s genotypem GG pouze ve 37 %. Podobné vysledky prinesla
analyza Kaplan-Meierovou metodou, ktera byla pouzita k odhadu EFS. Pacienti
s genotypem GC méli signifikantné vétsi pravdépodobnost EFS nez pacienti s ge-
notypem GG. Po provedeni univariantni i multivariantni analyzy nam rs460089

vysel jako nezavisly prediktivni faktor dosazeni MMR.

Dalsim cilem bylo méreni mRNA vytipovanych transportéri u pacientu s opti-
malni a neoptimélni odpovedi. Exprese, kterou jsme mérili z lyzatu smési jader-
nych bunék periferni krve oproti kontrolnimi genu GUSB nebyla signifikantné
asociovana s odpovédi pacientti 1é¢enych IM ve 12. mésici. Nenalezli jsme ani vy-
znamny rozdil v expresi transportéru u pacientii nesouci genotyp GG a genotyp
GC. Toto mohlo byt zptisobeno i pouzitim RNA ze smési rizné zralych leuko-
cytil, kde mize byt riizna exprese genu v zavislosti na jejich subpopulaci. Proto
jsme provedli méreni exprese u definovanych bunécnych linii odvozenych z blas-
tickych bunék CML a agresivnich lymfomt, kde 4 linie nesly genotyp GG a 4 linie
genotyp GC. VSechny linie mély nizsi expresi mRNA SLC22A4 nez SLC22A5,
linie s GC genotypem mély v pruméru vyssi expresi SLC22A5 nez linie s GG

genotypem, rozdil v expresi SLC22A4 nebyl v zavislosti na genotypu nalezen.
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Nepodatilo se nam tedy prokazat, ze genotyp SNP rs460089 zptisoboval zvyseni
relativni exprese genu SLC22A4 na trovni mRNA.

Poslednim cilem této préace bylo validovat marker SNP rs460089 nejen jako mozny
prognosticky marker dosazeni MMR, ale také jako prognosticky marker udrzeni
molekularni odpovédi po vysazeni IM. Celkem jsme provedli analyzu na 269 pa-
cientech zarazenych do studii s vysazenim TKI. Na dvou nezavislych skupinéch,
jedné Citajici 176 pacientu a druhé ¢itajici 93 pacientii jsme potvrdili, ze rs460089
je nezavisly prognosticky marker predvidajici udrzeni molekularni odpovédi po
vysazeni IM. Pacienti s genotypem GC méli 73 % (respektive 82 % ve valida¢ni
kohorté) pravdépodobnost udrzeni molekularni remise po vysazeni IM oproti pa-
cientiim s genotypem GG, kteti méli pravdépodobnost udrzeni molekularni remise

po vysazeni IM pouze 51 % respektive 44 %.

Na zakladé vysledkti predlozenych v této praci se domnivame, ze genotypizaci
SNP rs460089 bychom mohli zaradit do schématu testovani u pacienti s CML,
kteri budou léceni IM. Na zakladé znalosti genotypu bychom pak mohli u hra-
nicnich vysledka hladiny transkriptu BCR::ABL1 v 6., potazmo 12. mésici po
zahajeni lécby IM snadnéji rozhodovat o zméné 1écby na TKI 2. generace. Déle
by znalost genotypu mohla rozhodovat i o vhodnosti pacienta k vysazeni terapie
IM. Pripadné po jak dlouhé dobé od zahdajeni TKI ¢i dosazeni hluboké moleku-
larni odpovédi lécbu prerusit. Mohl by byt jednou ze soucasti prediktivniho TFR
skore, které se nyni definuje. Nutno ovsem podotknout, ze molekularni mechanis-
mus vlivu rs460089 na vysledek 1écby IM u pacientt s CML a na pravdépodobnost
udrzeni molekularni remise po ukonceni 1é¢by neni zatim experimentalné vysvét-

len a je jisté tfeba ho jesté prostudovat.
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