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Seznam zkratek

ABC rodina membránových transportérů (ATP-binding cassette)

ABL1 protoonkogen (Abelson murine leukaemia)

ACA přídatné cytogenetické změny (additional chromosomal abnorma-
lities)

AF akcelerovaná fáze CML

ALL akutní lymfoblastická leukemie

BCR gen nacházející se na dlouhém raménku 22. chromozomu (break-
point cluster region)

BF blastická fáze CML

bp páry bazí

CI interval spolehlivosti (confidence intervals)

CML chronická myeloidní leukemie

DASA dasatinib

DMR hluboká molekulární odpověď (deep molecular response)

EFS přežití bez události (event-free survival)

ELN evropská síť předních odborníku v diagnostice a léčbě leukemií
(European LeukemiaNet)

ELTS skórovací systém (EUTOS Long Term Survival)

emPCR emulzní polymerázová řetězová reakce

EMR časná molekulární odpověď (Early Molecular Response)

EPD The Eukaryotic Promoter Database

eQTL lokusy exprese kvantitativního znaku (Expression quantitative
trait loci)

EURO-SKI klinická studie na vysazení tyrozinkinázových inhibitorů (Euro-
pean Stop Tyrosine Kinase Inhibitor Study)

FEPT Fisherův exaktní test pravděpodobnosti

FISH fluorescenční in situ hybridizace

GIST gastrointestinální stromální tumor

HT halving time

IM imatinib

INF-a interferon alfa
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IS mezinárodní stupnice (international scale)

KD kostní dřeň

LD vazebná nerovnováha (Linkage disequilibrium)

MAF frekvence minoritních alel (minor alele frequency)

MDR mnohonásobná léková rezistence (multiple drug resistence)

MMR velká molekulární odpověď (major molecular response)

MMT Mood’s median test

MRD měřitelná zbytková choroba (measurable residual disease)

MRFS přežití bez molekulárního relapsu (molecular-relapse-free survi-
val)

NA nedostupná data

NCBI The National Center for Biotechnology Information

NGS sekvenování nové generace (next–generation sequencing)

NILO nilotinib

NÚ nežádoucí účinky

OR odds ratio

PALG Polish Adult Leukemia Group

Ph hromozom – filadelfský chromozom

PK periferní krev

PWM Possition-Weight Matrix

RNA Ribonukleová kyselina

SLC rodina membránových transportérů (solute carreir)

SNP jednobodový polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

STAMP místo vazby asciminibu (specifically targeting the ABL myristoyl
pocket)

TF transkripční faktor

TFR remise bez léčby (treatment-free remission)

TKI tyrozinkinázové inhibitory

TSS místo zahájení transkripce (transcription start site)

USCF MT – Pharmacogenetics of Membrane Transporters Database

UTR nepřekládaná oblast DNA (untranslated region)

WHO světová zdravotnická organizace (World Health Organization)
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Abstrakt

Chronická myeloidní leukemie (CML) je díky cílené léčbě tyrozinkinázovými inhi-
bitory (TKI) dobře léčitelným onemocněním, které u většiny pacientů není důvo-
dem zkrácení délky života. Pacienti jsou ale zatíženi celoživotní nutností užívání
léčby, která je v různé míře toxická. I to mohl být důvod pro zařazení nového
cíle léčby do nejnovějších doporučení Evropské leukemické sítě (ELN) pro CML,
udržení molekulární remise bez léčby (TFR). Aby pacientům mohla být léčba
vysazena, je mimo jiné nutné, aby dosáhli dlouhodobé stabilní hluboké moleku-
lární odpovědi (DMR). Přibližně 10-20 % pacientů je k léčbě TKI rezistentních
a DMR nedosáhne. Jedním z důvodů rezistence na stále nejužívanější TKI ima-
tinib (IM) je jeho nedostatečná biologická dostupnost v cílových buňkách, která
je způsobena změnou exprese a aktivity membránových přenašečů z rodiny ATP
Binding Cassette (ABC) a Solute Carrier (SLC).

Cílem práce bylo nalezení vhodného prognostického markeru dosažení optimální
odpovědi na léčbu IM, který by byl dostupný v době diagnózy a pomohl k časnému
vytipování pacientů vhodných ke změně terapie na TKI 2. generace a zlepšení
jejich šance na dosažení DMR.

Pomocí NGS jsme skrínovali SNP promotorových oblastí 19 genů z rodin ABC
a SLC a pomocí Fisherova testu pravděpodobnosti jsme identifikovali SNP sou-
visející s odpovědí na léčbu. Ty byly analyzovány u 129 pacientů v souvislosti s
kumulativním dosažením velké molekulární odpovědi (MMR) a pravděpodobnosti
přežití bez události. Následně byly výsledky zkoumány na nezávislé kohortě 269
pacientů zařazených do studií ukončujících léčbu TKI a byla u nich analyzována
pravděpodobnost TFR.

Byl identifikován SNP rs460089, který je spjat s odpovědí pacientů s CML léče-
ných IM v první linii. Pacienti s genotypem rs460089-GC měli vyšší pravděpo-
dobnost dosažení MMR ve 12. měsíci od zahájení léčby než pacienti s genotypem
rs460089-GG (P = 0,0001). Pacienti s genotypem rs460089-GC měli také vyšší
pravděpodobnost přežití bez události než pacienti s genotypem rs460089-GG (P
= 0,00022). Dále jsme prokázali, že genotyp rs460089 ovlivňuje TFR u pacientů
zařazených do studií vysazujících TKI. V kohortě celkem 176 pacientů zařazených
do studie EURO-SKI jsme prokázali vyšší 6 měsíční pravděpodobnost přežití bez
molekulárního relapsu u pacientů s genotypem rs460089-GC (73 %, 95 % CI: 60-
82 %) ve srovnání s pacienty s rs460089-GG (51 %, 95 % CI: 41-61 %). Tento
výsledek jsme potvrdili analýzou 93 pacientů z polské vysazující studie.
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Domníváme se, že skrínink genotypu rs460089 umožní identifikovat pacienty, kteří
s vysokou pravděpodobností nedosáhnou optimální odpovědi na léčbu IM a mohl
by tak pomoci při rozhodováním o včasné změně terapie, případně o vhodnosti
vysazení léčby při dosažení DMR.

Klíčová slova: chronická myeloidní leukemie, imatinib, rezistence, SLC transpor-
téry, SNP, TFR
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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 rs460089 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.
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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
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1. Teoretický úvod

1.1 Chronická myeloidní leukemie (CML)

1.1.1 Historie

Chronická myeloidní leukemie (CML) je klonální nádorové onemocnění vznikající
neoplastickou transformací pluripotentní krvetvorné kmenové buňky. Toto one-
mocnění bylo poprvé popsáno již v 50. letech 19. století, jako takzvaná bílá krev
(leuk = bílá, emia = krev), protože pacienti z důvodu velkého množství bílých
krvinek v krevním obraze, měli skutečně krev mléčné barvy. O pravé historii CML
můžeme mluvit až od roku 1960, kdy byl pány Nowelem a Hungerfordem popsán
filadelfský chromozom (zkrácený 22. chromozom, Ph chromozom), jakožto pří-
čina tohoto onemocnění. Filadelfský chromozom dostal své jméno podle města,
kde byl objeven. CML se stala první nádorovou chorobou, u které byla prokázána
získaná chromozomální změna (Nowell P.C. et Hungerford D.A., 1960).

1.1.2 Filadelfský chromozom, fúzní gen BCR::ABL1 a
onkoprotein BCR::ABL1

Filadelfský chromozom byl poprvé objeven v roce 1960, ale až v roce 1973 byl
Rowley popsán jeho vznik reciprokou translokací mezi dlouhými raménky chro-
mozomů 9 a 22; t(9;22)(q34;q11) (Rowley J.D., 1973). Při translokaci fúzuje větší
část genu ABL1 (Abelson murine leukaemia) ze zlomeného 9. chromozomu na
zlomený 22. chromozom v místě genu BCR (breakpoint cluster region) obrázek
1. Ke zlomům při vzniku fúzního genu dochází hned v několika oblastech, ale
vždy v intronech. V genu ABL1 je to po obou stranách, nebo mezi exony Ia a Ib,
zatímco v genu BCR dochází ke zlomům na třech místech nazývaných M-BCR
(major), m-BCR (minor) a µ-BCR (micro). Zlom v oblasti M-BCR vzniká v in-
tronu 14 před exonem 15 nebo v intronu 13 před exonem 14 a spolu se zlomem
v genu ABL1 tak dává vznik nejčastějším typům přestavby, jejichž transkript
e13a2 (dříve označovaný také b2a2) a e14a2 (b3a2) je předlohou pro vznik pro-
teinu o délce 210 kDa (p210BCR::ABL1), který se vyskytuje u 99 % případů všech
CML (Kurzrock R. et al., 1988). Zlomy v oblastech minor (transkript označený
jako e1a2) a mikro (transkript e19a2) jsou předlohou pro proteiny o délce 190
potažmo 230 kDa. Protein p190BCR::ABL1 se vyskytuje ve zbývajícím 1 % CML,
ale vyskytuje se také přibližně u 25-30 % pacientů s akutní lymfoblastickou leu-
kémií (ALL), kde ovšem reguluje jiné signální dráhy (Reckel S. et al., 2017), čímž
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je dána i jiná charakteristika onemocnění. S proteinem p230BCR::ABL1 se u CML
setkáváme jen velice zřídka (Melo J.V., 1996). I další objevené zlomy dávající
vznik fúznímu genu BCR::ABL1 se u pacientů s CML vyskytují raritně, jedná
se o transkripty označované jako e1a3 (m-BCR), e14a3 a e13a3 (M-BCR), e19a3
(µ-BCR). Dále pak bylo zjištěno, že v genu BCR dochází ještě ke zlomu v oblasti
variant (v-BCR), e6a2, který dává vznik proteinu o délce 195 kDa, v intronu 8,
e8a2, protein o délce 200 kDa a intronu 18, e18a2 o délce proteinu 225 kDa (Dek-
king E. et al., 2010). Schématické znázornění zlomů a odpovídajících transkriptů
fúzního genu je zobrazeno na obrázku 2. Všechny výše zmíněné fúzní proteiny se
vyznačují tyrozinkinázovou aktivitou proteinu c-ABL1. Na rozdíl od něj má však
fúzní protein tyrozinkinázu autofosforylovanou, což má za následek nízkou kon-
trolu regulace. Vzhledem k tomu, že se BCR::ABL1 nachází volně v cytoplazmě
(na rozdíl od c-ABL1, který je lokalizován v jádře), má neomezený přístup k
substrátům, které díky své vysoké aktivitě může fosforylovat a aktivovat a tím
pak dochází ke zrychlené proliferaci, zábraně apoptózy buněk (Cortes J.E. et al.,
1995), ale není zcela porušena jejich diferenciace, což dává typický obraz CML
v kostní dřeni, zmnožení všech diferenciačních stupňů bílých krvinek. Nalezení
hlavní příčiny onemocnění, tedy deregulovanou funkci tyrozinkinázy BCR::ABL1
byla důležitým bodem pro cílenou terapii tohoto onemocnění.

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

1.1.3 Epidemiologie

CML představuje asi 15 % všech leukemií. Její incidence stoupá s věkem. V dět-
ství zastává asi 3-5 % leukemií, v dospělosti 20-25 %. Celková incidence je 1-1,5
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Obrázek 2: Znázornění struktury genů BCR a ABL1 s vyznačenými
oblastmi zlomu (A) a odpovídajícími transkripty fúzního genu

BCR::ABL1 (B) (Dekking E. et al., 2010).

nových onemocnění na 100 000 obyvatel za rok s mírnou převahou u mužů (1,4:1).
Počet nových pacientů přibývá s věkem. Medián věku při stanovení diagnózy je 65
let. Nebyla prokázána žádná geografická, rasová ani rodová predispozice. Jediným
prokázaným etiologickým faktorem je expozice ionizujícímu záření s latencí mezi
expozicí a vznikem choroby 4-11 let. Bylo prokázáno vyšší riziko vzniku CML u
přeživších výbuch atomové bomby a únik radioaktivního záření po havárii jaderné
elektrárny. Dále dlouhodobá léčba malými dávkami ionizujícího záření vedla s la-
tencí 6 let k několikanásobnému zvýšení výskytu choroby, než je běžné v populaci
(Corso A. et al., 1995). U naprosté většiny CML je její etiologie neznámá.

1.1.4 Klinický obraz a fáze onemocnění

Klinický obraz onemocnění je poměrně rozmanitý a záleží v jaké jeho fázi se pa-
cient v daném okamžiku nachází. Donedávna byly rozlišovány 3 fáze onemocnění,
chronická fáze, akcelerovaná fáze a blastická fáze, které v sebe plynule přechází,
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ale jejich obraz se diametrálně odlišuje. Dle posledních WHO doporučení z roku
2022 je však na základě nových poznatků opuštěno od zařazování pacientů do ak-
celerované fáze a na CML je nahlíženo již pouze jako na dvoufázové onemocnění
(Khoury J.D. et al., 2022). Nejčastěji je CML diagnostikována v chronické fázi,
kdy má nemocný spíše jen mírné nespecifické potíže, jako je zvýšená únava. Až 30
% onemocnění je diagnostikováno náhodně např. při preventivní prohlídce či při
předoperačním vyšetření. Typickým nálezem je leukocytóza v krevním obraze.
Neléčená chronická fáze trvá průměrně 3-4 roky. Postupem času se choroba stává
agresivnější, prohlubují se příznaky jako je únava, nevýkonnost, objevují se sub-
febrílie, dochází k úbytku tělesné hmotnosti, vyskytují se bolesti svalů a kloubů
a z důvodu zvětšující se sleziny se objevují bolesti pod levým obloukem žeber-
ním. V krevním obraze zaznamenáváme posun doleva – vyplavování nezralých
krevních buněk z kostní dřeně (KD). Přibližně 5-10 % pacientů je diagnostiko-
váno v blastické fázi. Ta je nyní definována výskytem alespoň 20 % myeloidních
blastů v periferní krvi (PK) nebo KD, nebo průkazem extramedulárního posti-
žení, případně nálezem zvýšeného počtu lymfoblastů v PK nebo KD. Číselná
hranice pro počet lymfoblastů zatím nebyla stanovena. Blastická fáze se klinicky
projevuje často jako akutní leukemie, stav se komplikuje krvácivými příznaky,
infekcemi, anemií, výraznou splenomegalií, která může být doprovázena i hepa-
tomegalií. Objevují se i vaskulární komplikace jako je leukostáza či priapizmus.
Podle toho, jaký typ blastů nacházíme, mluvíme o blastické fázi myeloblastické
(60 %), lymfoblastické (30 %) nebo pokud se vyskytují oba typy blastů současně,
pak hovoříme o blastické fázi myelolymfoblastické (10 %). Kritéria pro stanovení
fáze onemocnění shrnuje tabulka 1.

1.1.5 Diagnostika

Na CML pomyslíme nejčastěji při prohlídce patologického krevního obrazu, ve
kterém je dominantní zvýšený počet bílých krvinek v širokém rozmezí 20-500 ×
109/l. Může být přítomna trombocytóza, někdy i velmi významná, vzácněji pak
trombocytopenie. Rovněž v červených krvinkách můžeme nacházet odchylku ve
smyslu erytrocytózy či naopak většinou mírné až středně těžké anémie. V dife-
renciálním rozpočtu leukocytů nacházíme posun doleva s vyplavením všech vývo-
jových stádií granulocytů. Typicky bývá přítomna eozinofilie a bazofilie. Nutným
vyšetřením k diagnóze CML je vyšetření aspirátu KD, ten odhalí zvýšenou bu-
něčnost se zvýšením podílu bílé složky na úkor erytroidní linie (G:E 10:1 až 25:1).
Dominují granulocyty různého stupně zralosti, je přítomna eozinofilie a bazofilie.
Ovšem pro potvrzení diagnózy je zásadní nález Ph chromozomu cytogenetickým
vyšetřením KD a určení transkriptu BCR::ABL1 pomocí kvalitativní polyme-

12



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

Fáze onemocnění Definice

Chronická fáze

ELN kritéria (2020) 15 % blastů v PK/KD

≤ 20 % basofilů v PK

trombocyty < 100×109/l

WHO kritéria (2022) nesplňuje podmínky pro blastickou fázi

Akcelerovaná fáze

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

≥ 20 % basofilů v PK

trombocytopenie < 100 × 109/l

WHO kritéria (2022) není definována

Blastická fáze

ELN kritéria (2020) ≥ 30 % blastů v PK/KD

extramedulární krvetvorba mimo slezinu

WHO kritéria (2022) ≥ 20 % myeloblastů v PK/KD

extramedulární krvetvorba

zvýšený nález lymfoblastů v PK/KD

rázové řetězcové reakce s využitím reverzní transkriptázy (reverse transcriptase
polymerase chain reaction; RT-PCR), který se dále využívá ke sledování odpo-
vědi na léčbu jako znak MRD (measurable residual disease). Asi u 5 % pacientů
s pozitivním transkriptem BCR::ABL1 nelze Ph chromozom standardní cytoge-
netickou metodou detekovat, v tom případě je nutno prokázat gen BCR::ABL1
pomocí fluorescenční in situ hybridizace (FISH) buněk KD nebo PK.

1.1.6 Odhad prognózy CML

Jako u většiny onemocnění tak i u CML se snažíme odhadnout její prognózu. A
to zejména k tomu, abychom zvolili tu nejlepší možnou léčbu, případně tuto léčbu
upravili. K přesnějšímu odhadu nám slouží prognostické faktory, které získáme
během diagnózy. Ukázalo se však, že v době tyrozinkinázových inhibitorů (TKI)
jsou velmi důležité i prognostické faktory spjaté s odpovědí na léčbu v defino-
vaných časových úsecích, na jejichž základě můžeme změnit terapii pacienta a
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zlepšit jeho celkovou prognózu. Jednotlivé prognostické faktory v době diagnózy
(věk pacienta, velikost sleziny, množství blastů, a jiné) jsou sdružovány do tří
typů skórovacích systému, jejichž výpočet stratifikuje pacienty do nízké, střední
a vysoce rizikové skupiny. Jedná se o Hasfordův index, Sokalův index a EUTOS
skóre. Vzhledem k tomu, že díky moderní léčbě většina pacientů umírá z jiné
příčiny, než je CML, byl vyvinut 4. skórovací systém ELTS (EUTOS Long Term
Survival), který předpovídá pravděpodobnost úmrtí na CML (LRD - leukemia-
related death) (Pfirrmann M. et al., 2016). Hlavním rozdílem oproti oblíbenému
Sokalovu skóre je věk, který je v případě ELTS skóre negativním prognostic-
kým faktorem. Jednotlivé parametry a výpočet skóre je uveden v tabulce 1.2.
Ke snadnému zařazení pacientů do jednotlivých rizikových skupin existuje řada
automatizovaných programů volně přístupných na internetu (tabulka 2).

V nedávné době byly identifikovány další rizikové faktory, ale jejich účinek zatím
nebyl dostatečně prokázán, s výjimkou přídatných cytogenetických změn (ACA;
additional chromosomal abnormalities). Vysoce rizikové ACA předpovídají horší
odpověď na léčbu a vyšší riziko progrese onemocnění (Fabarius A. et al., 2015;
Wang W. et al., 2016; Hehlmann R. et al., 2020) a dle doporučení ELN je řadíme
mezi rizikové faktory pro léčbu CML. Rizikové ACA jsou uvedeny v tabulce 3
a jejich objevení během léčby, hodnotíme jako její selhání (Hochhaus A. et al.,
2020).

Tabulka 2: Parametry pro výpočet prognostického skóre

Parametry pro výpočet prognostických skóre

Parametr věk
velikost sleziny (cm pod žeberní oblouk)
počet trombocytů (109/l)
počet blastů v PK (%)
počet eosinofilů v PK (%)
počet bazofilů v PK (%)

Odkaz na stránky s asistovaným výpočtem

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 nepříznivé chromosomální abnormality (ACA)

Prognosticky nepříznivé přidatné chromosomální abnormality (ACA)

+8
+Ph

i(17q)
+19
+21

-7/7q-
3q26.2
11q23

komplexní změny karyotypu

1.1.7 Léčba CML

Léčba onemocnění prošla několika významnými fázemi, a to jednak z důvodu
zvýšení znalostí o samotném onemocnění, vývinu nových léčiv a léčebných metod,
ale v neposlední řadě i vzhledem ke změně cílů samotné léčby. Nejnovějším cílem
léčby se podle nových doporučení ELN stává normální délka přežití pacienta s
dobrou kvalitou života bez nutnosti doživotní léčby (Hochhaus A. et al., 2020).

Jako prvním lékem užívaným k léčbě CML je popisován přípravek obsahující ar-
zen, kterým se podařilo u pacienta snížit počet leukocytů, a to již v roce 1885.
Jako další metodou do léčby CML byla na začátku 20. století zavedena radiote-
rapie. Pacienti po ozáření sleziny doznali úlevy od potíží spojených s obrovskou
slezinou, ale vliv na prodloužení života neměla. Proto bylo ozařování sleziny na-
hrazeno cytostatikem busulfanem, který přinesl jak úlevu od potíží, tak i pro-
dloužení života na 35-47 měsíců od původních průměrných 32 měsíců. Další lék,
který vystřídal busulfan na poli léčby CML byla hydroxyurea, která se v někte-
rých indikacích (zejména cytoredukce) v kombinaci s dalšími léky používá dodnes.
Zavedení hydroxyurey prodloužilo přežívání pacientů na 48-69 měsíců. Začátek
nové éry v léčbě CML přinesla zpráva o úspěšné transplantaci kostní dřeně, která
se datuje do roku 1975. Rázem se změnil i pohled na cíl léčby, který již nebyl
pouze paliativní, ale s možností transplantace kostní dřeně se stal kurativním. I
přes rizika spojená s touto metodou se stala transplantace krvetvorných buněk až
do zavedení TKI standartním postupem v léčbě mladších pacientů s nalezeným
vhodným dárcem. V letech 1980-2000 se CML stala dokonce nejčastější indikací
pro tuto léčebnou metodu vůbec. V 70. a 80. letech 20. století se také zkoušela
léčba pomocí vysokých dávek cytostatik, ale ve srovnání s hydroxyureou nepři-
nesla prodloužení délky života, ale jen zvýšenou toxicitu, proto se léčba neujala.
Dalším milníkem v léčbě CML se stalo zavedení do léčebných standardů Interfe-
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ronu alfa (INF-a) v 80. letech 20. století. Jedná se o protein, který je lidskému
tělu vlastní a slouží k obraně proti virovým nákazám. Pro účely medicíny se vy-
rábí pomocí bakterií, rekombinantní technologií. Přesná podstata účinku INF-a
není u CML jasná, jedná se pravděpodobně o imunomodulační efekt založený na
snížení exprese cytokinů a zvýšení exprese adhezivních molekul a histokompatibil-
ních komplexů I. a II. třídy, což způsobuje obnovu adhezivních vlastností buněk.
Také se podílí na regulaci apoptózy, buněčného cyklu, diferenciaci a proliferaci
buněk. Ve srovnání s ostatními léky dosud užívanými dokázal INF-a snížit počet
Ph pozitivních buněk detekovaných cytogeneticky až k nulovým hodnotám a do-
sáhnout tak prodloužení života na 66-89 měsíců (Kantarjian H.M. et al., 2003).
INF-a se spolu s konvenčním cytostatikem cytosinarabinosidem stal zlatým stan-
dardem léčby CML u pacientů, u kterých nemohla být provedena transplantace
kostní dřeně (Guilhot F. et al., 1997). Ovšem největším průlomem v léčbě CML
se stal rok 2001 se zavedením do klinické praxe nového léku imatinib mesylátu
(IM). Což byl první, na podstatu onemocnění cílící lék užitý v léčbě nádorového
onemocnění. Stal se, a do dnešní doby je, zlatým standardem v první linii léčby
CML. Jedná se o specifický kompetitivní inhibitor tyrozinových kináz ABL a tedy
i onkoproteinu BCR::ABL1, dále pak inhibuje recptor pro c-KIT, PDGFRalfa a
PDGFRbeta. Poté následoval vývoj TKI druhé generace. Jedná se o dasatinib
(DASA) – duální inhibitor, který kromě inhibice BCR::ABL1 inhibuje i SRC ki-
názy, které se také podílejí na patogenezi CML, nilotinib (NILO) – strukturální
derivát imatinibu a bosutinib, taktéž duální inhibitor BCR::ABL1 a SRC kináz.
TKI druhé generace byly vyvinuty zejména k překonání rezistence na IM způso-
bené rozvojem mutací v kinázové doméně BCR::ABL1 (Gorre M.E. et al., 2001).
Prokázalo se, že mají vyšší účinek než IM a pacienti jimi léčení dosahují rychleji
požadované odpovědi a mají menší pravděpodobnost přechodu do blastické fáze
(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 základě těchto dat, byly schváleny ve-
dle IM jako léky první linie v léčbě CML. Na druhou stranu, tyto skvělé výsledky,
jsou vykoupeny častějším výskytem specifických nežádoucích účinků. Vzhledem
k tomu, že TKI druhé generace nemají v porovnání s IM statisticky signifikantně
lepší pravděpodobnost přežití nemocných, lepší tolerance IM ze strany pacientů a
v neposlední řadě i cena jednotlivých preparátů, rozhoduje o tom, že IM zůstává
nejvíce užívaným lékem první linie u pacientů v chronické fázi CML s nízkým ri-
zikem. Mezi TKI 3. generace řadíme lék ponatinib, který byl vyvinut k překonání
multirezistentní mutace T315I a je zatím jediným schváleným přípravkem, který
je schopen potlačit patologický klon buněk nesoucí právě tuto mutaci (O’Hare
T. et al., 2009; Lipton J.H. et al., 2016). Nejnověji schváleným lékem chronické
fáze CML a to ve 3. linii léčby se stal asciminib, první zástupce tzv. Specifically
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Targeting the ABL Myristoyl Pocket (STAMP) inhibitorů. Jedná se o selektivní
inhibitor ABL1 potažmo BCR::ABL1 kinázy a to tak, že se váže do myristoylové
kapsy ABL1, čímž způsobí změnu její konformace a ve výsledku i její inaktivaci.
Vzhledem k tomu, že se váže do jiného místa, než jsou místa typická pro vznik
dosud známých mutací způsobujících rezistenci na TKI je asciminib nadějí i pro
pacienti s multirezistentními mutacemi typu T315I (Hochhaus A. et al., 2023).
Tabulka 4 shrnuje všechny u nás dostupné TKI a jejich užití.

Tabulka 4: Přehled dávkování, nežádoucích účinků a citlivost na některé
typy mutací dostupných TKI.

Název TKI Definice

Imatinib

Dávkování 1. linie: 400 mg/1xD
AF, BF: 600-800 mg/1xD

Důležité NÚ Hematologická toxicita
Retence tekutin - periferní
Dyspepsie
Svalové křeče
Elevace jaterních testů
Exantém

Dasatinib

Dávkování 1., 2. linie: 100 mg/1xD
AF, BF: 140 mg/1xD

Důležité NÚ Hematologická toxicita
Retence tekutin - pleurální
Plicní hypertenze
Kardiotoxicita
Reaktivace CMV infekce

Citlivost na vybrané mutace v ABL
kinázové doméně

Y253H
E255K/V
F359V/C/I

Nilotinib

Dávkování 1 linie: 300 mg/2xD
2. linie, AF: 400 mg/2xD

Důležité NÚ Hematologická toxicita
Exantém
Toxická pankreatitida
Elevace jaterních testů
Hyperglykémie
Hyperlipidémie
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Kardiotoxicita
Citlivost na vybrané mutace v ABL

kinázové doméně
F317L/V/I/C
T315A
V299/L

Bosutinib

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

Důležité NÚ Hematologická toxicita
Dyspepsie
Elevace jaterních testů
Toxická pankreatitida
Exantém
Nefrotoxicita

Citlivost na vybrané mutace v ABL
kinázové doméně

E255K/V
F317L/V/I/C
F359V/C/I
T315A
Y253H

Ponatinib

Dávkování 2. linie, AF, BF: 45 mg/1xD
Důležité NÚ Hematologická toxicita

Dyspepsie
Toxická pankreatitida
Elevace jaterních testů
Kardiotoxicita
Žilní trombózy

Citlivost na vybrané mutace v ABL
kinázové doméně

T315I

1.1.8 Vývoj hodnocení léčby

Jak jsem se již zmiňovala výše, cíle léčby CML se s časem měnily. Dnešním cílem
léčby CML pro vyspělé země se stala nezkrácená délka přežití pacienta vlivem
CML s dobrou kvalitou života a nejnověji, bez nutnosti doživotní léčby, tzv. TRF
(treatment-free remission) (Hochhaus A. et al., 2020). Abychom tohoto cíle do-
sáhli, je mimo jiné nutné standardizované hodnocení léčebné odpovědi v přesně
daných časových intervalech. S rozvojem nových laboratorních technik si v hod-
nocení odpovědi již nevystačíme pouze s hodnotami krevního obrazu a aspirátu
kostní dřeně pod mikroskopem, kterým jsme mohli hodnotit hematologickou od-
pověď, ani s vyšetřením cytogenetickým, kde hodnotíme vymizení Ph+ buněk v
metafázi buněčného cyklu aspirátu kostní dřeně, ale nejčastěji využíváme měření a
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monitorování hladiny transkriptu BCR::ABL1 reverzně transkriptázovou kvanti-
tativní real time PCR (RT-qPCR). Na základě hladiny transkriptu BCR::ABL1
je pak možné hodnotit hloubku dosažené molekulární odpovědi. Abychom vý-
sledky stanovení transkriptu a hloubku molekulární odpovědi mohli srovnávat,
byla vytvořena standardizovaná metoda, která výsledky z jednotlivých laboratoří
převádí podle jim přiřazeného korekčního koeficientu na celková procenta vyjadřo-
vaná v mezinárodním měřítku IS (International Scale) (Cross N.C.P. et al., 2015).
Procento transkriptu BCR::ABL1 je počítáno jako poměr počtu kopií transkriptu
BCR::ABL1 k počtu kopií transkriptu kontrolního genu ve stejném vzorku (nej-
častěji ABL1 nebo GUSB). Hodnoty BCR::ABL1 pak dle logaritmické stupnice
převádíme na samotnou hloubku odpovědi: MMR (velká molekulární odpověď)
nebo MR 3,0 značí hodnotu 0,1 % IS transkriptu BCR::ABL1, MR 4,0 značí 0,01
% IS, MR 4,5 pak 0,0032 % IS a MR 5 značí 0,001 % IS. Hlubokou molekulární
odpovědí (DMR) souhrnně označujeme dosažení MR 4,0 a hlubší. V případě, že
pacient na léčbu nereaguje optimálně, je nutné terapii časně změnit, a naopak při
dosažení DMR, nám probíhající studie umožnují za striktně definovaných pod-
mínek léčbu ukončit a dosáhnout nového cíle léčby CML, což je TFR. Tabulka 5
shrnuje hodnocení odpovědí na léčbu TKI.

Tabulka 5: Kritéria pro posouzení účinnosti TKI dle ELN z roku 2020
(Hochhaus A. et al., 2020).

Doba hodnocení Definice
V době diagnózy

Optimální odpověď nelze použít
Varování Vysoké riziko dle ELTS, vysoce rizikové ACA/Ph+

Selhání léčby nelze použít

3 měsíce
Optimální odpověď hl. transkriptu BCR::ABL1 ≤ 10 % IS

Varování hl. transkriptu BCR::ABL1 > 10 % IS
Selhání léčby hl. transkriptu BCR::ABL1 > 10 % IS, nutno po-

tvrdit za 1-3 měsíce

6 měsíců
Optimální odpověď hl. transkriptu BCR::ABL1 ≤ 1 % IS

Varování hl. transkriptu BCR::ABL1 > 1 − 10 % IS
Selhání léčby hl. transkriptu BCR::ABL1 > 10 % IS

12 měsíců
Optimální odpověď hl. transkriptu BCR::ABL1 ≤ 0,1 % IS

Varování hl. transkriptu BCR::ABL1 > 0,1 − 1 % IS
Selhání léčby hl. transkriptu BCR::ABL1 > 1 % IS
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1.1.9 Remise bez léčby (TFR)

První studie, která se zaměřila na vysazení TKI, přesněji IM, byla studie STIM
1 (Stop Imatinib 1). Tato studie ukázala, že 38 % pacientů po vysazení IM udr-
želo MMR po dobu 77 měsíců (Etienne G. et al., 2017). Pacienti do ní zařazení
museli splňovat základní podmínku, a to držet MR 4,5 alespoň 2 roky před vy-
sazením IM. Rozsáhlá metaanalýza asi 15 studií na více než 500 pacientech, u
nichž byl vysazen IM, potvrdila, že 51 % pacientů si udrží MMR (Campiotti L.
et al., 2017). Podobné vysazovací studie byly provedeny i v případě TKI 2. ge-
nerace NILO a DASA. Výsledkem byla podobná čísla jako v případě IM (Rea
D. et al., 2017). Zatím nejrozsáhlejší studie, do které bylo zařazeno 755 pacientů
známá jako EURO-SKI (European Stop Tyrosine Kinase Inhibitor Study), kam
byli zařazováni pacienti, léčení TKI 1. generace IM i druhé generace DASA a
NILO, měla opět podobné výsledky, tedy přibližně 50 % pacientů udrží TFR, a
to nezávisle na vysazeném TKI. Důležitým vstupním kritériem, kromě minimální
délky léčby TKI před jeho vysazením 3 roky, trváním DMR před vysazením TKI
alespoň 1 rok, bylo i pečlivé a standardizované měření transkriptu BCR::ABL1.
Dalším výsledkem této studie bylo, že 80 % z pacientů, kteří ztratí MMR, ji
ztratí do 6-8 měsíců od ukončení léčby TKI a naopak ztráta MMR po 1. roce od
vysazení léčby je vzácná. Velice důležitým zjištěním stran bezpečnosti vysazení
TKI bylo, že u 95-98 % pacientů se selháním TFR, došlo po znovuzahájení TKI
i k znovudosažení MMR (Saussele S. et al., 2018). Na základě výsledků z výše
jmenovaných studií, vydala ELN ve svých nových doporučení z roku 2020 jasně
definovaná doporučení k vysazování léčby TKI (Hochhaus A. et al., 2020). Me-
chanismy, které preventují ztrátu TFR dosud nejsou známé, a vzhledem k tomu,
že dosažení TFR se stalo novým cílem léčby CML, je nutné se v dalším výzkumu
na faktory predikující udržení TFR zaměřit.

1.1.10 Rezistence k tyrozinkinázovým inhibitorům (TKI)

Jak již bylo řečeno, léčba CML pomocí TKI zcela změnila prognózu pacientů,
přesto přibližně 10-20 % pacientů je k léčbě TKI rezistentní (Jabbour E. et
Kantarjian H., 2016). Rezistenci k TKI můžeme rozdělit na primární a získa-
nou. U primární rezistence je pacient k léčbě refrakterní již od jejího zahájení
a není schopen dosáhnout požadované úrovně odpovědi v daném časovém ob-
dobí (tabulka 5). Je přítomna asi u 25 % pacientů. Za možné příčiny se považuje
nedostatečná inhibice BCR::ABL1 kinázy (např. nedostatečná hladina TKI) a ne-
dostatečný počet normálních hematopoetických buněk určených k obnově zdravé
krvetvorby v KD pacienta. Pokud pacient zprvu na léčbu odpovídá (dosáhne
alespoň v časných fázích optimální odpovědi), ale později dojde k její ztrátě, ho-
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voříme o získané rezistenci. Z hlediska mechanismů rezistence ji můžeme rozdělit
na 1) BCR::ABL1 závislé, přibližně 50-60 % a 2) na BCR::ABL1 nezávislé, ty
zaujímají asi 40-50 %. (Baccarani M. et al., 2013; Hochhaus A. et al., 2016).
K příčinám na BCR::ABL1 závislých rezistencí patří vznik mutací v kinázové
doméně, amplifikace genu BCR::ABL1, případně jeho overexprese (Gorre M.E.
et al., 2001). Rozvoj mutací v BCR::ABL1 kinázové doméně představuje inten-
zivně studovaný mechanismus vzniku získané rezistence na TKI. Bylo popsáno
více než 100 mutací, které mění přibližně 50 aminokyselin v různých částech
proteinového řetězce a mění tak jeho sférickou strukturu (Balabanov S. et al.,
2014). Na tomto jevu je pak založena klinická závažnost dané mutace a před-
určuje citlivost k jednotlivým TKI (Soverini S. et al., 2013). Mezi mechanismy
rezistence na BCR::ABL1 nezávislé patří neochota pacienta spolupracovat (non-
compliance). Užívání léku pacientem je zcela klíčovým momentem a přes veškeré
poučování pacienta se ochota pravidelného užívání léku pohybuje kolem 70 %
(Eliasson L. et al., 2011; Geissler J. et al., 2017). K dalšímu důležitému fak-
toru nezávislému na BCR::ABL1 patří klonální evoluce, kdy dochází k porušení
mechanismu opravy DNA a vzniku nestabilního genomu. Nejčastěji se s ním se-
tkáváme v pokročilé fázi CML. Jedná se o chromozomální abnormality (trizo-
mie chromozomu 8, izochromozom 17), vznik bodových mutací či epigenetických
změn v dalších genech (mutace DNMT3A, zvýšená methylace p15) (Kim T. et al.,
2017). Jiným důležitým mechanismem je aktivace alternativních signálních drah
(např. PI3K/AKT, JAK/STAT a RAS/MAPK) (Vakana E. et al., 2013), pří-
padně změny v metabolismu a drahách leukemických kmenových buněk (např.
metabolický posun, Hypoxia/HIF-la a Alox5/p-catenin). Mezi hojně studované
mechanismy patří také změny exprese mikroRNA (např. miR-203 a miR-150)
(Bueno M.J. et al., 2008; Srutova K. et al., 2018) a změny v mikroprostředí
kostní dřeně. Mezi na BCR::ABL1 nezávislé mechanismy, které způsobují přežití
CML buněk a umožňují jejich adaptaci na léčbu je nedostatečná koncentrace TKI
uvnitř buňky. Ta může být, mimo jiné, způsobena změnou exprese a aktivity jed-
notlivých lékových přenašečů, kam paří influxní přenašeče z rodiny SLC a efluxní
přenašeče z rodiny ABC (Assouline S. et Lipton J., 2011; White D.L. et al., 2006).

1.1.11 Mechanismy transportu léčiv

Účinek léčiva, ať mluvíme o účinku toxickém nebo terapeutickém je závislý na
jeho koncentraci v cílovém místě. K tomu, aby se léčivo do cílového místa dostalo,
musí překonat řadu bariér, jedná se zejména o biologické membrány. Základní
strukturu buněčných, ale i organelových membrán tvoří fosfolipidová dvojvrstva,
do které jsou zakotveny transportní proteiny. Vzhledem k vlastnostem fosfolipidů
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se membrána spontánně formuje do hydrofilní (polární) vrstvy, která je oriento-
vána ven a hydrofobní (nepolární) vrstvy, která je uvnitř. To způsobuje hlavní
vlastnost membrány tedy semipermeabilitu. K tomu, aby léčivo přes membránu
proniklo, je využíváno několik mechanismů transportu, který je často dán chemic-
kou podstatou léčiva. Mechanismy transportu můžeme rozdělit na pasivní difuzi,
transport zprostředkovaný transmembránovými přenašeči, vezikulární transport
a filtraci.

Pasivní difuze je hlavním mechanismem, kterým překonávají léčiva biologické
membrány, je dána Fickovým zákonem a je závislá na schopnosti léčiva difundo-
vat, na jeho koncentraci na obou stranách membrány a také na velikosti plochy,
přes kterou léčivo difunduje. Pasivní difuze je nespecifická a podle vlastností jed-
notlivých léčiv je také rozdílně účinná. Obecně lze říci, že pasivní difuzí jsou
dobře přenášena lipofilní léčiva na rozdíl od hydrofilních (je to dáno složením bio-
logických membrán). Dalším faktorem, který upravuje pasivní difuzi je elektrický
náboj léčiva, kdy ionizovaná forma je hydrofilní a má tedy tendenci k horšímu
přestupu, na rozdíl od neionizované formy, která je lipofilní. Jakou formu bude
daná sloučenina mít záleží na pH prostředí, ve kterém se nachází. Toho se využívá
například změnou pH moči k lepší eliminaci některých léčiv ledvinami.

Transport zprostředkovaný přenašeči může být pasivní, poté mluvíme o facilito-
vané difuzi, nebo aktivní. Facilitovaná difuze je také, jako pasivní difuze závislá na
rozdílu koncentrací, ale je zprostředkována membránovými proteiny, nevyžaduje
energii a umožňuje přestup hydrofilnějších látek. Aktivní transport také, podobně
jako facilitovaná difuze umožnuje přestup přes membrány hydrofilnějším látkám,
ale za cenu energie, která nejčastěji vzniká hydrolýzou ATP. Díky tomu však může
docházet k transportu i proti koncentračnímu gradientu. Základními vlastnostmi
transmembránových transportérů je jejich selektivita k různým typům léčiv, která
však může být různá, jejich saturabilita, která může být ovlivněna mírou jejich
exprese, a dále možnost je inhibovat. Hlavními dvěma skupinami, které se podílejí
na přenosu léčiv, včetně imatinibu jsou ABC a SLC transportéry.

Vezikulární transport je u člověka velmi vzácný. Jedná se zejména o endocytózu,
kdy se přenášená látka naváže na membránu, která se následně vchlípí do buňky.
Tohoto mechanismu se využívá zejména u monoklonálních protilátek (Thurber
G.M. et al., 2008).

Posledním mechanismem přenosu léčiv přes membrány je filtrace, kdy k přestupu
dochází póry a je tedy přísně limitována velikostí léčiva. Hlavním místem kde se
filtrace uplatňuje, jsou glomeruly v ledvinách.
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1.2 ABC a SLC transportéry

1.2.1 Obecná charakteristika

Jednou z obrovských genových rodin transportních proteinů zajištujících řízený
transport velké skupiny substrátů přes plazmatickou membránu nebo membrány
subplazmatických organel proti chemickému gradientu jsou ABC transportéry,
které potřebnou energii k přenosu substrátu získávají hydrolýzou ATP. ABC
transportéry jsou rozšířeny ve všech formách života. U prokaryotických organismů
zastávají funkci jak importní, tak exportní. U většiny eukaryotických organismů,
včetně člověka pak mají funkci exportní až na 4 výjimky, sítnicový importér
ABCA4, chloridový kanál CFTR (kódovaný genem ABCC7 ) a receptory sulfo-
nylurey SUR1 (kódovaný genem ABCC8 ) a SUR2 (kódovaný genem ABCC9 )
(Thomas C. et Tampé R., 2018). ABC transportéry přenášejí řadu endogenních
substrátů, od malých anorganických a organických molekul, jako jsou aminokyse-
liny, cukry, nukleosidy a vitamíny až po větší organické sloučeniny, včetně peptidů,
lipidů, oligonukleotidů a polysacharidů, tak i mnoho exogenních substrátů včetně
léčiv (Chen Z. et al., 2016).

Základní struktura lidských ABC transportérů je celkem konzervativní. Trans-
portéry sestávají z celkem 4 domén, ze dvou cytoplazmatických domén vázajících
nukleotidy (NBDs – nukcleotide-binding domains), které jsou odpovědné za vazbu
a hydrolýzu ATP, a dvou transmembránových domén (TMDs – trans-membrane
domains), které se podílejí na rozpoznávání substrátu a jeho přenosu přes lipido-
vou membránu. Některé ABC geny kódují tak zvané polotransportéry z anglického
half-transporters, to znamená, že mají pouze jednu NBD a jednu TMD doménu.
Polotransportéry pak pracují buď jako homodiméry nebo ve formě heterodiméru,
který vytváří s jiným polotransportérem (Thomas C. et Tampé R., 2020).

V lidském genomu je dosud známo 48 genů kódujících ABC transportní proteiny
a ty jsou na základě jejich struktury, která je evolučně konzervována, rozděleny
do 7 podrodin (A-G) (Dean M. et Annilo T., 2005). To, že jsou ABC transportéry
pro funkci organismu vysoce důležité, dokládají zárodečné mutace v minimálně
12 ABC genech, spojené se ztrátou funkce transportéru, která prokazatelně sou-
visí s vážným dědičným onemocněním. Jedná se například o cystickou fibrózu
(ABCC7, CFTR), pseudoxanthoma elasticum (ABCC6 ), Stargardtovu chorobu
(ABCA4 ), Tangierovu chorobu (ABCA1 ) nebo Harlequin ichthyosis (ABCA12 )
(Tarling E.J. et al., 2013).

Bylo prokázáno, že se ABC transportéry podílejí na transmembránovém pohybu
většiny léků a jejich metabolitů, včetně velkého počtu protinádorových léčiv. De-
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fekty v těchto genech pak mohou být důležité z hlediska lékových rezistencí, far-
makokinetiky a jiných farmakogenetických poruch (Lage H., 2008). V současné
době je známo již 20 ABC transportérů, které mají schopnost transportovat přes
membrány protirakovinná léčiva. Jedná se o transportéry spadajících do 4 ge-
nových podrodin - ABCA, ABCB, ABCC a ABCG (Thomas C. et Tampé R.,
2018)

Druhou velice rozsáhlou skupinou membránových transportérů, které mají roz-
hodující význam pro buněčný uptake, ale také eflux velkého množství endogen-
ních i exogenních substrátů, jsou SLC transportéry. Většina SLC transportérů,
se nachází na buněčné membráně, ale stejně jako ABC transportéry jsou i SLC
transportéry distribuovány také na subcelulárních membránách organel uvnitř
buňky. SLC transportéry zprostředkovávají pohyb molekul přes cytoplazmatické
i intracelulární membrány buď ve směru koncentračního gradientu, a to unipor-
tem či usnadněnou difuzí, nebo za využití koncentračního gradientu jiné látky,
symportem nebo antiportem. Ke své činnosti tedy nepotřebují energii získanou z
ATP jako předchozí skupina ABC transportérů.

V současné době je známo přes 450 členů superrodiny SLC transportérů, které
se odlišují svojí sekvencí, strukturou a funkcí (Pizzagalli M.D. et al., 2020). Jed-
notliví členové jsou právě na základě své struktury, zejména počtu alfa helixů,
procházejících přes membránu, tzv. transmembrane helices a hlavně sekvenční
homologie rozděleny do menších skupin (rodin), kterých rozeznáváme celkem 65
(označovaných SLC1 -SLC64, SLCO). Členové jedné rodiny musí mít shodnou
identitu sekvencí alespoň ve 20-25 % (Povey S. et al., 2001; Hediger M.A. et al.,
2013). Navzdory svému společnému evolučnímu původu mohou členové jedné ro-
diny vázat substráty s různými fyzikálně-chemickými vlastnostmi. V poslední
době se objevují i novější modely klasifikace založené na shlukování a fylogene-
tické analýze nebo na kombinaci funkční a fylogenetické analýzy (Perland E. et
Fredriksson R., 2017).

SLC proteiny transportují, jak už bylo zmíněno výše, širokou škálu molekul, a
vzhledem k tomu, že většinu léčiv bychom mohli strukturou zařadit do těchto
skupin, jsou tyto transportéry nezbytné pro transport řady léčiv přes plazma-
tické membrány. Je popsáno již více než 20 rodin s potvrzenou funkcí transportu
léčiv (César-Razquin A. et al., 2018) z nichž nejvíce druhů léčiv přenášejí trans-
portéry z podrodin SLC15, SLC22, SLC28, SLC 29, SLC47 a SLCO. To, jaké
substráty se na daný transportér budou vázat ovlivňují tvar a fyzikálně-chemické
vlastnosti vazebného místa. SLC transportéry hrají důležitou roli při zajištění
mnoha buněčných funkcí a podobně jako předchozí skupina transportérů mohou
stát za rezistencí buněk k chemoterapii a to tím, že mohou regulovat absorpci,
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distribuci, metabolismus a eliminaci daného léku. Pro řadu léčiv je typické, že
interagují hned s několika typy SLC transportérů. Typy SLC transportérů a je-
jich možné substráty je možné vyhledat v dostupných databázích, jako je např.
Bioparadigms (https://slc.bioparadigms.org/).

1.2.2 ABC a SLC transportéry a jejich role v transportu
imatinibu u pacientů s CML

Obrovským problémem v léčbě nádorů je rezistence na protinádorová léčiva.
Zejména pak mnohonásobná léková rezistence (MDR), která způsobuje odolnost
rakovinných buněk vůči širokému spektru strukturálně a mechanicky nepříbuz-
ných léčiv, snižuje odpověď na chemoterapii a vede k jejímu selhání. Nadměrná
exprese ABC transportérů je jedním z přispívajících faktorů vedoucím k MDR,
způsobené nadměrným efluxem léčiva z cílové buňky a jeho nízkou intracelu-
lární koncentrací (El-Awady R. et al., 2017). Naopak snížená exprese převážně
influxních SLC transportérů v nádorových buňkách může v konečném důsledku
také způsobit nízkou koncentraci léčiva uvnitř buňky a umožnit buňce rozvinout
lékovou rezistenci (Neul C. et al., 2016).

Bylo prokázáno, že některé transportéry léčiv z rodin ABC a SLC, mají důležitou
roli v intracelulárních hladinách IM a dalších TKI a mohou být zodpovědné za
rezistenci pacientů na IM.

Nejvíce studovanými efluxními transportéry jsou ABCB1 a ABCG2. Jejich důleži-
tost v aktivním transportu byla in vitro již několikrát prokázána. Důležitou práci,
která potvrdila vliv transportérů ABCB1 (P-gp; MDR1 (multidrug resistance
protein 1)) ale také influxního SLC22A1 (OCT1 (organic cation transporter 1)),
na intracelulární koncentraci IM, byla práce Bouchet et al. Experiment byl in
vitro proveden na buněčných linií K562 a liniích K562dox, které nadměrně expri-
mují ABCB1. Část buněk obou linií byla vystavena účinku IM a část buněk byla
také vystavena účinku specifických inhibitorů transportérů, PSC 833 (inhibitor
ABCB1) a prazosinu (inhibitor SLC22A1). In vitro měření ukázala vyšší intrace-
lulární koncentrace IM v buněčné linii K562 než v K562dox, tedy buněčné linie s
overeprimovaným efluxním transportérem ABCB1. Ovšem při inkubaci buněk v
PSC 833 byly intracelulární koncentrace IM v obou buněčných liniích totožné, což
ukazuje na vliv ABCB1 na transport IM. Měření intracelulární koncentrace IM v
buněčných linií K562 vystavených inkubaci s prazosinem, inhibitorem influxního
přenašeče SLC22A1, ukázalo přibližně o 50 % nižší intracelulární koncentraci IM
než u buněk bez inkubace v prazosinu. Byla tedy potvrzena účast transportéru
SLC22A1 na influxu IM do nitra buňky. Další částí práce pak bylo srovnání intra-
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celulární koncentrace IM u pacientů, kteří dosáhli MMR ve 12. měsíci od zahájení
terapie IM a pacientů, kteří ji nedosáhli. Výsledkem byly významně vyšší prů-
měrné intracelulární i plazmatické koncentrace u pacientů s dosažením MMR než
u pacientů bez dosažení MMR, což naznačuje, že intracelulární koncentrace IM je
důležitým faktorem dosažení MMR (Bouchet S. et al., 2013). Další práce, která
potvrdila, že vysoká exprese ABCB1 je spojena s nižší mírou dosažení MMR
je práce Eadie et al. V této práci se autoři zaměřili hlavně na klinický význam
včasné identifikace zvýšení exprese mRNA ABCB1 po zahájení léčby IM, která
by mohla předpovídat rezistenci na léčbu. U pacientů s vysokonásobným vze-
stupem exprese mRNA byla skutečně významně nižší pravděpodobnost dosažení
časné molekulární odpovědi (Eadie L.N. et al., 2016). Jiná skupina autorů se
pak věnovala expresi efluxového transportéru ABCB1 a influxového transportéru
SLC22A1. Výsledkem bylo, že pacienti s nízkou hladinou mRNA ABCB1 a vy-
sokou mRNA SLC22A1 byli spojeni s optimální molekulární odpovědí, zatímco
inverzní hladiny mRNA studovaných transportérů byly spojeny s pacienty, kteří
nereagovali optimálně (da Cunha Vasconcelos F. et al., 2016). Na základě kli-
nické korelace mezi expresí mRNA a odpovědí na léčbu IM se začala zkoumat
role polymorfismů, které by na expresi, případně aktivitu proteinu mohly mít
vliv.

Gurney et al. zkoumali souvislost mezi třemi nejběžnějšími variantami ABCB1,
1236T>C, 2677G>T/A a 3435C>T, a clearance IM u 8 pacientů s CML a 14
pacientů s gastrointestinálním stromálním tumorem (GIST). Uvedli, že míra sní-
žení clearance IM byla významně nižší u pacientů s genotypem TT ve všech třech
lokusech (Gurney H. et al., 2007). Následně Dulucq et al. hodnotili klinický dopad
variant ABCB1 na odpověď na IM v kohortě 90 pacientů s CML ve Francii. V této
studii pacienti s genotypem 1236TT nebo 2677TT/TA dosáhli významně vyšší
míry MMR (Dulucq S. et al., 2008). Nicméně v další studii Deenik et al. u 46 pa-
cientů s CML v Nizozemsku zjistili, že genotypy 1236CT/TT, 3435TT a 2677TT
byly ve skutečnosti spojeny se sníženým výskytem MMR (Deenik W. et al., 2010)
a to v souladu s původní zprávou naznačující nižší snížení clearance IM u paci-
entů s genotypy TT (Gurney H. et al., 2007). V reakci na to Dulucq et al. rozšířili
svou analýzu na větší kohortu celkem 557 pacientů a uvedli, že alela 2677G byla
skutečně spojena s vyšší mírou dosažení MMR (Dulucq S. et al., 2010). Různé
závěry učiněné v těchto studiích byly pravděpodobně ovlivněny velikostí kohort
pacientů.

To, že je IM substrátem dalšího efluxního transportéru ABCG2, známého též
jako BCRP (breast cancer resistance protein), který je často zvýšeně exprimován
v lidských nádorových buňkách a je tedy asociován se vznikem rezistence k léčbě
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onkologických onemocnění, bylo potvrzeno prací Burger et al. Pomocí panelu
dobře definovaných buněčných linií s různou mírou exprese ABCG2 a specifického
inhibitoru tohoto transportéru, fumitremorginu C prokázali, že linie s overexpri-
movaným ABCG2 mají nižší intracelulární koncentrace IM, která se po přidání
fumitremorginu C opět obnovuje (Burger H. et al., 2004). Vzhledem k tomu, že
ABCG2 je vysoce exprimován i v gastrointestinálním traktu, může hrát roli nejen
v buněčné rezistenci nádorových buněk, ale také ovlivňovat gastrointestinální ab-
sorpci IM. K podobným výsledkům došla i skupina kolem Nakanishiho et al.,
kteří zkoumali rezistenci na IM u buněčných linií K562 a upravených linií K562,
které nadměrně exprimovaly ABCG2 (K562/BCRP-MX10). Výsledkem bylo, že
buňky K562/BCRP-MX10 vykazovaly 2-3 násobné zvýšení rezistence oproti ne-
upraveným K562. Rezistence na IM byla zcela odstraněna fumitremorginem C
(Nakanishi T. et al., 2006). Na rozdíl od řady in vitro studií, které podporují roli
ABCG2 v rezistenci na terapii IM je jen málo klinických studií, které by hodnotily
roli exprese a polymorfismů ABCG2 u pacientů s CML. Jednou z nich je práce de
Lima et al., kteří zkoumali expresi mRNA a SNP ve vytipovaných transportérech
souvisejících s rezistencí na IM u celkem 118 pacientů s CML. Měření ukázala, že
exprese mRNA ABCG2 u pacientů, kteří neodpověděli na léčbu IM, byla vyšší, a
to jak před zahájením léčby IM, tak i při léčbě IM, navíc ABCG2 byl nadměrně
exprimován u pacientů, kteří nedosáhli MMR. Z toho vyplývá, že zvýšená exprese
ABCG2 by mohla mít vliv na rezistenci vůči IM (de Lima L.T. et al., 2015). Další
studie s celkem 215 pacienty s CML prováděná v Malajsii hodnotila dva SNP genu
ABCG2 34G>A a 421C>A. Výsledkem studie bylo, že diplotyp 34A_421A genu
ABCG2 významně koreluje s lepší odpovědí na IM. Kromě toho byla genoty-
pová varianta 421C>A v ABCG2 spojena s častějším dosažením MMR (Au A.
et al., 2014). Tomuto tématu se také věnovala metaanalýza zahrnující celkem 2577
zejména asijských pacientů, která ukazuje signifikantní korelaci mezi minimální
koncentrací IM a dosažením odpovědi na IM. Dále bylo zjištěno, že pravděpodob-
nost úspěchu léčby se zvyšuje s přítomností polymorfismu 421C>A genu ABCG2
(Jiang Z.P. et al., 2016), podobně jako ve studii Au et al. (Au A. et al., 2014).

Druhým neméně důležitým článkem k dostatečné intracelulární koncentraci léčiva
jsou influxní transportéry, zejména z rodiny SLC. Nejvíce studovaným transpor-
térem IM je bezesporu transportér SLC22A1 (OCT1). Thomas et al. byli první,
kteří navrhli, že SLC22A1 zprostředkovává transport IM do nitra buněk. Využili
k tomu experimenty na buněčných linií s řadou známých inhibitorů SLC22A1, po
jejichž použití došlo k významnému poklesu intracelulární koncentrace IM, ta se
ovšem nesnížila při použití specifických inhibitorů SLC22A2 (OCT2) a SLC22A3
(OCT3) což preferuje SLC22A1 jako hlavní přenašeč IM. Kromě toho bylo zjiš-
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těno, že SLC22A1 je exprimován jak v BCR::ABL1 pozitivních buněčných liniích
(KYO1, LAMA84 a KCL22), tak v primárních buňkách pacientů s CML (Tho-
mas J. et al., 2004). Další, kdo přinesl důkaz o roli SLC22A1 jako transportéru
IM byli Wang et al., kteří pro svou práci vykultivovali buněčnou linii KCL22
s overexpresí SLC22A1 a prokázali, že intracelulární koncentrace IM byla vyšší
právě u linie s overexprimovaným SLC22A1 (Wang L. et al., 2007). Na základě
zjištění, že SLC22A1 je důležitým transportérem IM, zkoumali Crossman et al.,
zda exprese mRNA SLC22A1 koreluje s citlivostí na IM, což prokázali zvýšenou
mRNA SLC22A1 u pacientů, kteří reagují na léčbu IM, ve srovnání s pacienty,
kteří na léčbu nereagují (Crossman L.C. et al., 2005). Významnou korelaci mezi
zvýšenou expresí mRNA SLC22A1 a odpovědí na léčbu IM u pacientů s CML
prokázali i další autoři (Gromicho M. et al., 2012; Marin D. et al., 2010), ně-
které z těchto studií však byly zpochybněny prací Giannoudis et al., kterým se
nepodařilo potvrdit vliv exprese SLC22A1 na odpověď pacientů s CML na IM a
upozornili na to, že primery navrhnuté jinými autory k měření exprese SLC22A1
mohou zahrnovat běžné genetické varianty, které mohou vést k neanalyzovatelné
směsi mRNA a způsobit tak experimentální artefakt (Giannoudis A. et al., 2013).
To se nakonec potvrdilo u práce Wang et al., kteří po změně primerové sekvence,
která již nezahrnovala známou genetickou abnormalitu M420del, již nepotvrdili
původní korelaci s vyšší hladinou exprese mRNA SLC22A1 u pacientů s dobrou
odpovědí na léčbu IM (Wang L. et al., 2007). Zajímavostí však je, že Kim et
al. sice nenalezli korelaci mezi expresí mRNA SLC22A1 u pacientů s CML a
jejich odpovědí na léčbu IM, ale pozorovali významně sníženou expresi mRNA
SLC22A1 u pacientů v době prokázané rezistence na IM ve srovnání s dobou
před zahájením terapie IM, což naznačuje možnou roli exprese SLC22A1 u roz-
voje rezistence k IM (Kim Y.K. et al., 2014). Další diskutovanou otázkou bylo,
zda je SLC22A1 exprimován a má vliv na vychytávání IM v nezralých CD34+
leukemických buňkách. Nies et al. dospěli k závěru, že protein SLC22A1 nebyl ex-
primován v primárních CD34+ CML buňkách, a to na základě dvou pozorování:
jednak změření velmi nízké exprese SLC22A1 mRNA a za druhé úplnému nedo-
statku SLC22A1 v plazmatické membráně. Tento závěr byl však založen pouze
na analýze 4 vzorků CD34+ buněk pacientů s CML (Nies A.T. et al., 2014). Da-
vies et al. také nedetekovali expresi mRNA SLC22A1 v buňkách CD34+, a to
ani v CD34+ buňkách od pacientů s CML, ale ani od zdravých dárců (Davies
A. et al., 2009). Ovšem Engler et al. pozorovali, že CD34+ buňky od pacientů s
CML mají sníženou expresi mRNA SLC22A1 i vychytávaní IM, než pozorovali v
kompartmentu CD34-, tedy více diferencovaných buněk (Engler J.R. et al., 2010).
Tato snížená exprese byla také pozorována u zdravých dárců, ale nepromítla se
do snížení funkční aktivity SLC22A1, což ukazuje, že exprese mRNA SLC22A1
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nemusí nutně předpovídat samotnou funkci transportéru v buňkách CD34+. Dů-
ležité je, že protein SLC22A1 je vysoce posttranskripčně regulován (Ciarimboli
G. et Schlatter E., 2004), není tedy zcela neočekávané, že exprese nemusí přímo
souviset s funkcí samotného proteinu. Navíc víme, že nediferencované CD34+
leukemické buňky nejsou zrovna IM příliš cílené (Corbin A.S. et al., 2011), což
trochu zpochybňuje relevantnost a důležitost SLC22A1 jako transportérů v tomto
kompartmentu buněk.

Naopak jsou již dobře známé důsledky genetických polymorfismů na funkci a ak-
tivitu přenašečů léčiv, jako je SLC22A1. Bylo popsáno více funkčně relevantních
nesynonymních genetických variant SLC22A1 (Giannoudis A. et al., 2013; Kerb
R. et al., 2002), které in vitro vedly k dramatickým účinkům na transport typic-
kých substrátů SLC22A1. Na základě toho se předpokládalo, že genetické varianty
budou mít vliv i na funkci SLC22A1, tedy na transport jeho substrátů, včetně
změněné farmakokinetiky IM, což by mohlo mít důsledek i pro pacienty s CML
léčených právě IM. Nejzajímavěji se jevily varianty C480G, A1222G a M420del,
ovšem závěry ohledně jejich prediktivní vypovídací hodnoty se u různých autorů
liší (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 výsledky mohou vyplývat z
řady faktorů, včetně velkého rozdílu ve velikosti kohort pacientů a jejich různým
etnickým složením u různých autorů, či v různosti studovaných variant.

Mezi další transportéry, které se zkoumaly ve smyslu ovlivnění transportu a ná-
sledně i efektu IM, patří influxní transportéry SLCO1B3, SLCO1A2, SLC22A4
a efluxní transportéry ABCA3 a ABCG2. Hlavní motivací proč začít zkoumat
další lékové přenašeče, než ty zmíněné výše, byla nejednoznačnost výsledků, zda
se jedná o hlavní transportéry IM. Jedna studie například uvedla, že IM selhal ve
vazbě na SLC22A1, jeho exprese korelovala s expresí jiných přenašečů, čímž po-
tenciálně působil jako zástupný biomarker pro tyto proteiny. A naopak je zmíněna
důležitost jiného transportéru a to SLCO1A2 (OATP1A2) (Hu S. et al., 2008).
Cílem čínské studie bylo zkoumat vztah mezi minimální koncentrací IM a vyti-
povanými polymorfismy v genech SLC22A4, SLC22A5, SLCO1A2, SLCO1B3 a
ABCG2 a dosažením MMR u celkem 171 pacientů s CML. Z výsledků studie vy-
plývá, že pacienti nesoucí alelu A v SLCO1A2 361G>A dosahují častěji MMR než
pacienti nesoucí alelu G (Wang Q. et al., 2020). Podobný cíl měla i práce brazilské
skupiny, ti zkoumali vztah mezi polymorfismy v genech SLCO1B3, SLCO1A2 a
ABCA3 s odpovědí na IM u 118 pacientů s CML. Z výsledků vyplývá, že stu-
dované polymorfismy v genech SLCO1A2 (včetně 361G>A) a ABCA3 se neliší
v četnosti u pacientů s dobrou odpovědí na IM od pacientů bez odpovědi, nao-
pak genotypy mají podobné frekvence mezi pacienty s odpovědí a bez ní. Ovšem
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genotypy SLCO1B3 699GG a 334TT byly častější ve skupině pacientů s odpo-
vědí (63,8 %) než ve skupině pacientů bez odpovědi na IM (44,7 %, P = 0,042)
(de Lima L.T. et al., 2014). Vliv polymorfismu 334TT genu SLCO1B3 na odpo-
věď pacientů s CML na IM potvrzuje i práce iránské skupiny Mohammadi et al. Ti
ve své práci na celkem 132 pacientů s CML ukázali, že pacienti, kteří nesou kom-
binaci polymorfismů SLC22A1 480CC a 1222AG a SLCO1B3 334TT/TG měli
vyšší frekvenci dosažení kompletní cytogenetické odpovědi (Mohammadi F. et al.,
2021). Naopak v práci egyptských výzkumníků je dominantní alela 334TT genu
SLCO1B3 spojena s nepříznivou odpovědí na rozdíl od genotypu 334GG/TG.
Práce byla provedena celkem na 102 pacientech s CML (Omran M.M. et al.,
2020). Dalším studovaným transportérem IM byl SLC22A4. Italská skupina ko-
lem Angeliny et al. popisuje ve své práci na celkem 189 pacientech v chronické fázi
CML signifikantní asociaci alely C v polymorfismu rs1050152 s častějším dosažení
MMR (Angelini S. et al., 2013). V jiné práci se tatáž skupina zaměřila na pacienty
s pokročilými GIST léčenými IM a potvrdili, že alela C v SNP rs1050152 v genu
SLC22A4 spolu s alelami G ve dvou SNP genu SLC22A5 (rs2631367 a rs2631372)
významně prodloužila dobu do progrese onemocnění (Angelini S. et al., 2013).

I když se zdá, že existuje mnoho důkazů, že exprese transportních přenašečů,
případně jejich polymorfismy, mohou být příčinou rezistence pacientů k IM, ne-
jednotné výsledky jednotlivých výzkumných skupin zatím brání zavedení postupů
monitorování exprese či skrínink polymorfismů jako prediktivních markerů odpo-
vědi na léčbu IM do běžné klinické praxe. Na rozporuplnosti dat se jistě můžou
podílet malé kohorty pacientů, různost jejich etnické příslušnosti, ale i variabilní
metodiky prací či samotné cíle výzkumu, např. dosažení cytogenetické vs. mole-
kulární odpovědi. Závěrem je nutné říci, že se domníváme, že tento směr výzkumu
není slepou uličkou a je nutné se mu dále věnovat.
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2. Výchozí hypotéza a cíl práce

Chronická myeloidní leukémie se stala díky znalosti její patofyziologické podstaty
velmi dobře léčitelným onemocněním, a to díky vysoce účinné terapii tyrozinki-
názovými inhibitory, cílícími právě na patofyziologickou podstatu onemocnění.
Doposud nejvíce užívaným lékem v první linii léčby CML je TKI 1. generace
IM. Přibližně u 10-20 % pacientů však léčba IM selhává. Úspěšnost léčby IM je
mimo jiné ovlivňována farmakokinetickými faktory, zejména jeho koncentrací v
cílových, tedy leukemických buňkách. IM je závislý na transportu zprostředkova-
ným membránovými přenašeči. Na jeho koncentraci uvnitř buňky má vliv míra
exprese a aktivita těchto membránových přenašečů. Dosavadní práce se zabývaly
vlivem jednobodových polymorfismů v kódujících oblastech genů z rodin ABC a
SLC lékových přenašečů s nejednoznačnými výsledky. Exprese transportérů může
být daleko významněji ovlivněna polymorfismy v jejich promotorových oblastech,
hlavních místech regulace exprese. To může v případě přenašečů IM hrát zásadní
roli v jeho distribuci a následně i v odpovědi na léčbu. Promotorové oblasti ABC
a SLC genů jsou známé svou vysokou variabilitou. Bylo publikováno více jak 500
polymorfismů v promotorech genů celkem 107 transportérů z rodin ABC a SLC
u zdravých lidí různých etnických skupin (Hesselson S.E. et al., 2009). Cílem
naší práce bylo studovat polymorfismy v promotorech vybraných ABC a SLC
genů u pacientů s CML, které dosud studovány nebyly. Domníváme se, že tyto
polymorfismy, které se přirozeně vyskytují u pacientů s CML, mohou ovlivňovat
dostupnost léku v cílových buňkách a sehrát významný podíl na rozvoji rezistence
u jednotlivých pacientů.

Cílem práce bylo u vytipovaných přenašečů z rodin ABC a SLC, které jsou anoto-
vanými přenašeči množství léčiv, nalézt polymorfismy v jejich proximálních pro-
motorech – známých variabilních místech hrající důležitou roli v regulaci exprese
genů, které by mohly predikovat odpověď pacientů s CML na léčbu IM.

Konkrétní cíle, jejichž naplnění je obsahem této disertační práce:

1. Sestavení panelu promotorových oblastí vybraných genů, jež mohou mít
souvislost s transportem IM ve všech kompartmentech a identifikovat poly-
morfismy, které se vyskytují ve studované kohortě pacientů.

2. Hodnocení korelace mezi jednotlivými nalezenými polymorfismy s odpovědí
pacientů v chronické fázi CML na léčbu IM ve 12 měsíci léčby.

3. Hodnocení vlivu nalezených polymorfismů na expresi konkrétních přena-
šečů.
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4. Ověření nalezených polymorfismů jako prediktivních markerů dosažení op-
timální odpovědi pacientů s CML na IM a zároveň i jako prediktivních
markerů udržení molekulární odpovědi po vysazení léčby IM.
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3. Materiál a metody

3.1 Soubor pacientů

Pro naše analýzy jsme retrospektivně sestavili soubor 83 pacientů s CML, kteří
byli diagnostikováni a léčeni na ÚHKT (Ústav hematologie a krevní transfuze)
v době mezi roky 2004 a 2013. Podmínkami pro zařazení pacienta do souboru,
které byla velmi přísné ze snahy vyvarovat se zkreslení výsledků při prvotních
analýzách, byly: 1) diagnóza v chronické fázi CML, 2) dostupnost vzorku poža-
dovaného materiálu před zahájením léčby IM, 3) léčba první linie IM dávkou 400
mg za den, 4) dobrá spolupráce pacienta, 5) minimální doba sledování odpovědi
pacienta na léčbu 48 měsíců. Na základě sledování odpovědi na léčbu ve 12. měsíci
byli pacienti rozděleni na 2 skupiny dle doporučení 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 zařazeni pacienti s výskytem mutací
v kinázové doméně BCR::ABL1, jako jednou z nejčastějších příčin rezistence na
IM (Gambacorti-Passerini C.B. et al., 2003).

V průběhu práce se nám i díky spolupráci s Fakultní nemocnicí Hradec Králové,
podařilo rozšířit kohortu pacientů s CML o dalších 46 pacientů, kteří splňovali
stejná kritéria jako první skupina. Jen doba sledování odpovědi byla alespoň 12
měsíců.

Třetí soubor pacientů, který byl použit i jako validační kohorta, bylo 301 pacientů
z center z Německa, České republiky, Švédska, Finska, Norska a Řecka zařazených
do studie EURO-SKI, kteří byli před zařazením do studie léčeni IM v první linii.
EURO-SKI byla otevřená multicentrická, nekontrolovaná studie, která vznikla
na předpokladu přetrvávání molekulární remise u pacientů s CML i po vysazení
léčby TKI. Jejím hlavním cílem bylo posouzení doby trvání alespoň MMR po
ukončení terapie TKI. Mezi sekundární cíle pak patřilo identifikace klinických a
biologických faktorů ovlivňujících přetrvávání kompletní molekulární remise po
ukončení terapie TKI (např. úroveň DMR, rizikové skóre, délka léčby TKI, typ
předléčení TKI), ale i hodnocení kvality života u pacientů po ukončení léčby
TKI, či hodnocení medicínsko-ekonomického dopadu při ukončení terapie TKI.
Do této studie se zapojilo celkem 10 zemí napříč Evropou, včetně 6 center z České
republiky. Hlavním požadavkem pro zařazení pacienta do studie byla délka léčby
TKI před zařazením minimálně 3 roky a dosažení molekulární remise onemocnění
alespoň na úrovni MR4, ověřené akreditovanou laboratoří (Saussele S. et al.,
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2018).

Poslední skupinou pacientů bylo 103 pacientů s CML léčených IM v Polsku, kteří
se po splnění výše uvedených kritérií rozhodli pro vysazení IM. Tito pacienti jsou
registrováni ve webové databázi „Polish Stop Imatinib“ na hematoonkologia.pl,
kterou koordinuje Polish Adult Leukemia Group (PALG). Tabulky 6 a 7 shrnují
základní údaje o souborech pacientů.

Materiálem pro níže použité metody byly celkové leukocyty izolované z periferní
krve.

Tato práce byla vedena v souladu se zásadami Helsinské deklarace a byla schvá-
lena jednotlivými etickými komisemi nemocnic, od jejichž pacientů byly vzorky
využity. Všichni pacienti poskytli písemný informovaný souhlas s použitím jejich
vzorků pro tuto výzkumnou práci.
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Tabulka 6: Charakteristika pacientů, pacienti pro vytipování
prognostického markeru.

Pacienti zařazeni do NGS
(n = 83)

Pacienti rozšiřující pů-
vodní kohortu (n =46)

Pohlaví

ženy, počet (procenta) 35 (42) 19 (41)
muži, počet (procenta) 48 (58) 27 (59)

Medián věku

roky (rozmezí) 54 (18-84) 56 (19-80)

EUTOS skóre, počet (procenta)

nízké 64 (77) 41 (89)
vysoké 17 (21) 5 (11)

nezjištěno 2 (2)

Sokal skóre, počet (procenta)

nízké 34 (41) 21 (46)
střední 23 (28) 18 (39)
vysoké 23 (28) 7 (15)

nezjištěno 3 (3)

Hasford skóre, počet (procenta)

nízké 27 (33) 14 (30)
střední 39 (47) 26 (57)
vysoké 14 (17) 6 (13)

nezjištěno 3 (3)

1. linie léčby

imatinib 400 mg/den imatinib 400 mg/den

Odpověď na léčbu ve 12 měsíci od zahájení užívání IM, počet (procenta)

optimální odpověď 40 (48) 32 (687)
varovaní 13 (16) 4 (10)

selhání léčby 30 (36) 10 (22)

Dosažení stabilní MMR

počet (procenta) 51 (61) 33 (72)
medián měsíců od

zahájení užívání IM
(rozmezí)

39,1 (3-51) 7,7 (4-21)
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Změna terapie na TKI 2. generace z důvodu selhání léčby IM, ztráty odpovědi
nebo progrese onemocnění

počet (procenta) 27 (33) 11 (24)
medián měsíců od

zahájení užívání IM
(rozmezí)

29,8 (12-113) 22,3 (12-62)

Umrtí během léčby IM, počet

v souvislosti s CML 3 2
bez souvislosti s CML 5 2
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Tabulka 7: Charakteristika pacientů, pacienti pro validaci
prognostického markeru.

Pacienti zařazeni do
studie EURO-SKI (n
= 176)

Pacienti z polské
ukončující studie (n
= 93)

pohlaví

ženy, počet (procenta) 86 (49) 52 (56)
muži, počet (procenta) 90 (51) 41 (44)

medián věku při ukončení TKI

roky (rozmezí) 60 (23-84) 61 (23-83)

Genotyp SNP rs460089, počet (procenta)

GC 62 (35) 39 (42)
GG 96 (55) 41 (44)
CC 18 (10) 13 (14)

Medián délky užívání TKI před jejich ukončení

roky (rozmezí) 6,8 (3,1-13,5) 9,7 (3,1-14,4)

Medián doby trvání DMR před ukončením TKI

roky (rozmezí) 4,1 (1,1-12,8) 6,8 (2,0-11,5)

Medián doby užívání TKI před dosažením DMR

roky (rozmezí) 1,7 (0,3-9,5) 1,7 (0,1-10,8)

Typ transkriptu BCR::ABL1, počet (procenta)

e13a2 39 (26) 24 (26)
e14a2 94 (62) 51 (55)

e13a2+e14a2 18 (12) 18 (19)

3.2 Buněčné linie

Buněčné linie použité v této práci nejsou uvedeny v databázi chybně identifi-
kovaných buněčných linií, byly získány z prověřených center buněčných zdrojů;
Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren GmbH, Braunschweig, Německo a ATCC-American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, USA. S buněčnými liniemi se zacházelo dle doporučení do-
davatele a byly kultivovány ve vhodném médiu. V experimentu byly použity do
2 měsíců po rozmrazení.

37



Jedná se o zavedené leukemické a lymfomové BCR::ABL1+ i BCR::ABL1 - bu-
něčné linie.

• CML-T1 – linie vytvořená v roce 1987 z BCR::ABL1+ (b2-a2) buněk peri-
ferní krve 36 leté pacientky s CML v blastické fázi nesoucí povrchové znaky
T-buněk (DSMZ č. ACC 7)

• JURKAT – linie vytvořená v roce 1976 z buněk periferní krve 14 letého
pacienta s T-ALL (DSMZ č. ACC 282)

• K562 - linie vytvořená v roce 1970 z BCR::ABL1+ (b3-a2) buněk pleu-
rálního výpotku 53 leté pacientky v blastické fázi CML (DSMZ č. ACC
10)

• KCL-22 – linie vytvořená v roce 1981 z BCR::ABL1+ (b2-a2) buněk ple-
urálního výpotku 32 leté pacientky v blastické fázi CML (DSMZ č. ACC
519)

• MAVER-1 – linie vytvořená v roce 2003 z buněk periferní krve 82 letého
pacienta s lymfomem z plášťových buněk (DSMZ č. ACC 717)

• MEG-01 – linie vytvořená v roce 1983 z BCR::ABL1+ (b2-a2) buněk kostní
dřeně 55 letého muže s CML v megakaryocytární blastické fázi (DSMZ č.
ACC 364)

• RAMOS – linie vytvořená v roce 1972 z buněk ascitické tekutiny 3 letého
pacienta s Burkittovým lymfomem (DSMZ č. ACC 603)

• SUP-B15 – linie vytvořena v roce 1984 z BCR::ABL1+ (e1-a2) buněk kostní
dřeně 9 letého pacienta s B-prekurzorovou ALL (DSMZ č. ACC 389)

• Z-138 – linie vytvořená z lidských lymfoblastů od pacienta s diagnózou
lymfomu z plášťových buněk (ATCC č. CRL-3001)

3.3 Výběr transportérů a návrh primerů

Na základě in silico analýz jsme vybrali celkem 19 transportérů ze superrodin
ABC a SLC (4 ABC a 15 SLC) s anotovanou funkcí lékových přenašečů. Jedná se
o transportéry exprimující se v jaterních buňkách, játra mají hlavní podíl na me-
tabolismu IM, v tenkém střevě, kde se IM vstřebává a samozřejmě v kostní dřeni
a leukocytech, jakožto cíl léčby IM (Tabulka 8.). S využitím databází 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 promotorových oblastí, které zahrnují i oblast
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Tabulka 8: Druhy tkání s expresí transportéru kódovaného vybraným
genem.

Gen Tkáňová exprese transportéru
ABCB1 ubikvitérní, zvláště pak v játrech, ledvinách, tenkém střevě,

mozku, kostní dřeni, krvi
ABCB11 zvláště v játrech, tenkém střevě, prsa, méně i v ostatních tkáních
ABCC5 játra, leukemické buňky, buňky melanomu
ABCG5 játra, méně v tenkém střevě, vaječnících, leukocytech
SLC22A1 ubikvitérní, silně v játrech
SLC22A2 ubikvitérní, silně v ledvinách
SLC22A3 placenta, kosterní svalstvo, prostata, játra, ledviny, mozek
SLC22A4 krev, kostní dřeň, průdušnice, fetální játra, méně v ledvinách,

kosterním svalstvu, prostatě, plicích, placentě
SLC22A5 zvláště v ledvinách, kosterním svalstvu, srdci, placentě, méně v

tenkém střevě, leukocytech, kromě CD20+ B-lymfocytů
SLC22A7 ledviny, játra
SLC22A8 ubikvitérní, zvláště v ledvinách, játrech
SLC28A1 ledviny, játra, mononukleární buňky
SLC28A2 zvláště v ledvinách, srdci, monocytech, méně v ostatních tkáních
SLC28A3 slinivka, kostní dřeň, průdušnice, prsní žláza, játra, prostata,

střevo, mozek, plíce, placenta, varlata, ledviny, srdce
SLC29A2 kosterní svalstvo, játra, plíce, placenta, mozek, srdce, ledviny, va-

ječníky
SLC29A3 placenta, děloha, ovaria, slezina, lymfatické uzliny, kostní dřeň
SLC47A1 nadledviny, ledviny, játra, děloha, kůže, méně v ostatních tkáních
SLC47A2 zvláště v ledvinách, méně v ostatních tkáních
SLCO1A2 ubikvitérní

proximálního promotoru, místa, kam se váží jak zesilující, tak i zeslabující tran-
skripční faktory. Jedná se o variantní oblasti lišící se například svou délkou či
vzdáleností od místa zahájení transkripce (TTS). Některé proximální promotory
svou délkou zasahují do prvního exonu, u jiných je vzdálenost ke start-kodonu
i přes 100 bp. Pro tyto oblasti jsme navrhli pomocí programů 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 páry
generující jednotlivé amplikony (Tabulka 9).
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3.4 Detekce polymorfismů v promotorech vy-
braných genů

Jako výchozí materiál pro detekci polymorfismů v promotorových oblastech byla
použita genomická DNA. Ta byla izolována z uložených lyzátů celkových leuko-
cytů periferní krve obsahujících 10 miliónů buněk na 1 ml lyzátu pomocí TRIzol®

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) nebo guanidiniumthiokyanátu
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Německo). K samotné detekci poly-
morfismu byly použity dvě metody. První metodou bylo masivní paralelní sekve-
nování nové generace (NGS), které bylo využito pro detekci polymorfismů u všech
19 vybraných promotorových oblastí u první skupiny pacientů (n = 83). Druhou
metodou bylo Sangerovo sekvenování, které bylo využito u přidané skupiny pa-
cientů (n = 46) již pouze k detekci SNP v promotorech dvou vytipovaných genů
SLC22A4 a SLC22A5

3.4.1 Příprava vzorků k sekvenování nové generace (NGS)

Prvním krokem pro NGS byla příprava amplikonové knihovny. Vstupním mate-
riálem pro přípravu knihoven byly pomocí PCR amplifikované cílové oblasti 19
vybraných genů genomické DNA. K amplifikaci byly použity 3 rozdílné proto-
koly (tabulka 10). V jednom protokolu byl použit kit FastStart™ High Fidelity
PCR System (Roche Applied Science, Basel, Švýcarsko) a pro dva protokoly kit
AccuPrimeSupermix I (Thermo Fisher Scientific). Produkty PCR jsme ověřili
elektroforézou na agarózovém gelu se zobrazením pod UV transluminátorem a
kvantifikovali s využitím přístroje 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA USA).

Promotorové oblasti od 38 pacientů byly sekvenovány metodou 454 GS Junior/GS
Junior+ (Roche Applied Science). Příprava knihovny byla provedena dle manuálu
Rapid Library Preparation Method Manual (Roche Applied Science). Při frag-
mentaci jednotlivých vzorků pomocí nebulizace musel být protokol poupraven a
zvýšen tlak nebulizace na 55 psi a délka na 2 min 30 s. Další kroky přípravy kniho-
ven: Fragment End Repair, AMPure bead preparation, Adaptor Ligation, Small
Fragment Removal, byly provedeny dle protokolu výrobce. Ke kontrole kvality při-
pravené knihovny byl opět použit 2100 Bioanalyzer s využitím 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, že během přípravy knihovny (Adaptor Ligation)
byla ke každému vzorku ligována specifická sekvence (Multiple Identifier´s MID),
díky které je možné od sebe jednotlivé vzorky oddělit, bylo 19 cílových oblasti
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Tabulka 10: Protokoly amplifikace promotorových oblastí vybraných
genů.

a. pro geny ABCB11 a SLC22A1

Reagencie Objem Amplifikační program

Celkový objem pro vzorek 20µl
1. krok 94°C po dobu 2min
2. krok 94°C pod dobu 15s
3. krok 63,5°C po dobu 30s
4. krok 68°C po dobu 1min 30s
krok 2-4 opakovat 35x

AccuPrime™SuperMix I 10µl

Forward primer (10µM/µl) 0,5µl

Reverse primer (10µM/µl) 0,5µl

H2O 8,0µl

DNA (50-100 ng) 1,0µl

b. pro geny ABCB1, SLC22A2, SLC22A8, SLCO1A2

Reagencie Objem Amplifikační program

Celkový objem pro vzorek 20µl
1. krok 94°C po dobu 2min
2. krok 94°C pod dobu 15s
3. krok 59,3°C po dobu 30s
4. krok 68°C po dobu 1min 30s
krok 2-4 opakovat 35x

AccuPrime™SuperMix I 10µl

Forward primer (10µM/µl) 0,5µl

Reverse primer (10µM/µl) 0,5µl

H2O 8,0µl

DNA (50-100 ng) 1,0µl

c. pro geny ABCC5, ABCG5, SLC22A3, SLC22A4, SLC22A5, SLC22A7,
SLC28A1, SLC28A2, SLC28A3, SLC29A2, SLC29A3, SLC47A1, SLC47A2

Reagencie Objem Amplifikační program

Celkový objem pro vzorek 25µl

1. krok 95°C po dobu 1min
2. krok 95°C pod dobu 30s
3. krok 62,2°C po dobu 30s
4. krok 72°C po dobu 1min 13s
krok 2-4 opakovat 35x
5. krok 72°C po dobu 5min

FastStart High Fidelity En-
zyme Blend

0,25µl

100% DMSO 1,5µl

10x Pufr s 18 mM MgCl2 2,5µl

dNTPs (10µM) 0,5µl

Forward primer (10µM/µl) 2µl

Reverse primer (10µM/µl) 2µl

H2O 15,25µl

DNA (50-100 ng) 1,0µl
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od 12 pacientů ekvimolárně, dle absolutní kvantifikace, poolováno do jediného
vzorku, který byl následně použit do emulzní PCR (emPCR), která předchází
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 čtení amplikonů byla u promotorových oblastí od 24 pacientů
při přípravě knihoven vynechána fragmentace. K emPCR a následné sekvenaci
pak byly použity kity pro dlouhá čtení GS Junior+ emPCR Kit (Lib-L), GS
Junior+ Sequencing Kit XL+ (Roche Applied Science). Maximální počet ampli-
konů, který byl použit v jedné sekvenační analýze metodou 454 GS Junior/ GS
Junior + (Roche Applied Science) byl 228. Knihovna z promotorových oblastí 55
pacientů byla připravena spolupracující laboratoří dr. Beneše; Gene Core Heildel-
berg a následně sekvenována přístrojem MiSeq (Illumina, San Diego, CA USA).
Pro ověření možnosti zaměňovat obě metody bez vlivu na nalezená SNP byly pro-
motorové oblasti od 10 pacientů sekvenovány oběma metodami. Všechny sekvence
byly hodnoceny a SNP vyhledávány pomoci softwaru NextGENe (Softgenetics,
State College, PA USA).

3.4.2 Příprava vzorků pro Sangerovo sekvenování

První krok pro přípravu vzorků k Sangerovu sekvenování je identický jako pro
sekvenování nové generace. Tedy amplifikace vybraného úseku genomické DNA.
Metodou Sangerova sekvenování jsme analyzovali SNP pouze v promotorech genů
SLC22A4 a SLC22A5 u přidané skupiny celkem 46 pacientů a 9 testovaných bu-
něčných linií. Dále bylo Sangerovo sekvenování k vyhledání SNP promotorové
oblasti genu SLC22A4 využito jako nástroj pro validaci genotypové eseje Taq-
Man SNP Genotyping Assays C___2390965_10 (Thermo Fisher Scientific) u
301 DNA vzorků získaných od pacientů zařazených do EURO-SKI studie. Am-
plifikaci DNA jsme uskutečnili pomocí PCR s užitím FastStart™ High Fidelity
PCR System (Roche Applied Science) ve shodě s protokolem uvedeným v tabulce
10 c. Produkty jsme purifikovali pomoci QIAquick PCR Purification Kit (Qia-
gen, Hilden, Německo) dle výrobního protokolu a kontrola produktu proběhlé
PCR byla opět provedena na 2 % agarózovém gelu. Následovala jednosměrná
sekvenační PCR s užitím ABI PRISM Big Dye terminator Version 3.1 (Thermo
Fisher Scientific) dle protokolu uvedeném v tabulce 11. Sekvenační produkty byly
poté přečištěny pomocí kitu DyeEx 2.0 Spin kit (Qiagen). Purifikované vzorky
byly vysušeny ve SpeedVac SPD 111V P1 (Thermo Fisher Scientific), rozpuš-
těny ve 25 µl formamidu (Thermo Fisher Scientific) a denaturovány. Oba řetězce
byly sekvenovány v genetickém analyzátoru AB 3500 (Thermo Fisher Scientific).
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Tabulka 11: Protokol pro sekvenační PCR.

Reagencie Objem Amplifikační program

Celkový objem pro vzorek 4,5µl
1. krok 96°C po dobu 10s
2. krok 55°C pod dobu 10s
3. krok 60°C po dobu 4min
krok 1-3 opakovat 25x

Big Dye 3.1 1,0µl

Primer forward/reverse (10
pmol/µl)

1,0µl

5x Sekvenační pufr 1,0µl

DNA (purifikovaná) 1,5µl

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

3.5 Měření relativní exprese genu SLC22A4 a
SLC22A5

Pro měření relativní exprese slouží jako vstupní materiál kódující DNA (cDNA),
kterou jsme připravili z izolované RNA z buněčných lyzátů uložených v TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific) či guanidiniumthiokyanátu (SERVA Electrophoresis
GmbH) metodou reverzní transkripce.

3.5.1 Měření exprese SLC22A4 a SLC22A5 u pacient-
ských vzorků

RNA byla izolována z buněčných lyzátů celkových leukocytů periférní krve ulože-
ných v TRIzol® (Thermo Fisher Scientific) či guanidiniumthiokyanátu (SERVA
Electrophoresis GmbH) v koncentraci 10 miliónů buněk/ml. Kvantifikace RNA
a její čistota byla stanovena na přístroji NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific). K přepisu do cDNA bylo použito 500 ng RNA s použi-
tím reverzní transkriptázy M-MLV (Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
USA) a náhodných hexamerů.

K měření hladiny exprese byla použita metoda qRT-PCR s použitím komerčně
dostupných esejí TaqMan® Gene Expression Assays Hs01548718_m1 pro gen
SLC22A4 a Hs00929869_m1 pro gen SLC22A5 (Thermo Fisher Scientific), s
použitím TaqMan™ Gene Expression Master Mixu (Thermo Fisher Scientific).
Jako způsob kvantifikace byla zvolena relativní kvantifikace ke kontrolnímu genu
GUSB (β-glucuronidáza). Měření probíhalo na přístroji StepOne™ Real-Time
PCR System (Aplied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA). Vyhodnocení
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probíhalo v programu StepOne™(Aplied Biosystems), kde pro GUSB byl ma-
nuálně nastaven treshold na hodnotu 20000, pro geny SLA22A4 a SLC22A5 na
hodnotu 0,05. Vzhledem k použitým esejím byl reportér nastaven na FAM a quen-
cher na NFQ-MGB. Relativní kvantifikace cílových genů (SLC22A4 a SLC22A5 )
byla vyhodnocena metodou delta Ct a metodou 2-delta delta Ct.

3.5.2 Analýza exprese SLC22A4 a SLC22A5 v buněč-
ných liniích

Buňky všech použitých buněčných linií byly jednotlivě kultivovány při teplotě
37 °C a atmosféře obsahující 5 % CO2 v médiu dle doporučení dodavatele. Před
vytvořením lyzátů byly kultury po odstranění kultivačního média promyty PBS
(solný roztok fosfátem pufrovaný) a spočítány pomocí trypanové modři (Sigma-
Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA) na přístroji TC20 Automat Cell counter
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA). Získané buňky byly lyzovány
v TRIzol® (Thermo Fisher Scientific) v koncentraci 1x106 buněk/ml.

Koncentrace a čistota celkové RNA byla stanovena na spektrofotometru Na-
noDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). K transkripci do cDNA pomocí
iScript cDNA Synthesis Kit (č. 170-8891; BioRad Laboratories, Hercules, CA,
USA) bylo použito 200 ng RNA. Postup byl proveden dle doporučení výrobce.
K relativní kvantifikaci exprese byl použit 7900HT Fast Real-time PCR Sys-
tém (Thermo Fisher Scientific) s použitím komerčních esejí TaqMan® Gene Ex-
pression Assays Hs01548718_m1 pro gen SLC22A4 a Hs00929869_m1 pro gen
SLC22A5 (Thermo Fisher Scientific). Jako kontrolní gen byl použit GAPDH
(Glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza). K vyhodnocení byl použit výpočet delta
Ct.

3.6 Měření halving time

Víme, že pacienti s dosažením rychlého poklesu transkriptu BCR::ABL1 při léčbě
IM ve třech měsících (BCR::ABL1 ≤ 10 % IS) mají lepší prognózu než pacienti s
pomalým poklesem (optimal x failure, dle ELN z roku 2013 (Baccarani M. et al.,
2013)). Není však jisté, jestli je s výhodou u pacientů s pomalejším poklesem
hned měnit léčbu. Je totiž možné, že pokles není dostatečný vzhledem k náloži
leukemických buněk v době diagnózy. Možným přesnějším nástrojem pro určení
prognózy může být halving time, doba (měřena ve dnech) za kterou poklesne
hladina transkriptu BCR::ABL1 z výchozí hodnoty na polovinu. Susan Branford
et al. (Branford S. et al., 2014) spočetli, že pacienti, kteří mají více než 10 % IS
transkriptu BCR::ABL1 ve třech měsících mají i tak dobrou prognózu pokud je
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jejich halving time kratší než 76 dní. My jsme v naší práci u pacientů počítali
halving time ve 3 a 6 měsících abychom zjistili, zda je rozdílný pokles transkriptu
závislý na přítomných polymorfismech.

3.6.1 Měření transkriptu BCR::ABL1

Ke kvantifikaci hladin transkriptu BCR::ABL1 u pacientů v období diagnózy, ve
3 měsících a v 6 měsících léčby IM jsme využili metodu qRT-PCR dle operačního
postupu 04, příloha 11 oddělení molekulární genetiky ÚHKT s využitím kont-
rolního genu GUSB, standardizovanou v rámci projektu EUTOS for CML ELN
(The European Treatment Outcome Study) (Müller M.C. et al., 2009). Výsledky
jsou uváděny v mezinárodním měřítku IS.

3.6.2 Výpočet halving time

Míra změny hladiny transkriptu BCR::ABL1 oproti době diagnózy byla u kaž-
dého pacienta měřena v době mediánu 3,1 měsíc (1,6-4,6 měsíce) a mediánu 6,2
měsíců (4,5-8,9 měsíce) od zahájení léčby IM. Výpočet halving time byl proveden
podle metody Susan Branford et al. (Branford S. et al., 2014) dle vzorce:

c = −ln(2)
k

c je halving time, k je změna hladiny transkriptu BCR::ABL1 od doby diagnózy
dělená počtem dnů od zahájení užívání IM v době měření halving time (3. nebo
6. měsíc), podle vzorce:

k = ln(b) − ln(a)
d

a je hodnota hladiny transkriptu BCR::ABL1 v době diagnózy a b je hodnota
hladiny transkriptu BCR::ABL1 v době, ke které vztahujeme halving time a d je
počet dnů mezi jednotlivými měřeními.

3.7 Genotypování SNP

Jako rychlý a spolehlivý přístup ke genotypování jednotlivých SNP byla použita
esej TaqMan SNP genotyping assay (ThermoFisher Scientific) s využitím RT-
PCR systému StepOnePlus™ (Sigma-Aldrich s.r.o.). K vyhodnocení detekova-
ných alel byl použit software dodávaný výrobcem přístroje StepOnePlus (Sigma-
Aldrich s.r.o.).
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Pro genotypování SNP rs1050152 (SLC22A4 ) byla použita komerčně dostupná
TaqMan SNP Genotyping Assays C___3170459_30 (ThermoFisher Scientific),
která pro další sledované SNP rs460089 (SLC22A4 ) dostupná nebyla. Pokus o
vytvoření námi navržené eseje pro rozlišení jednotlivých alel selhal, z důvodu čet-
ného obsahu nukleotidů G a C v sekvenci obklopující testované SNP. Proto byla
provedena analýza vazebné nerovnováhy (LD), viz. odstavec níže. Byly nalezeny
tři SNP, který dokonale predikují alely SNP rs460089. Na základě in silico analýzy
parametrů sekvence obklopující konkrétní SNP pro analýzu alelické diskriminace
byl vybrán SNP rs156322 (SLC22A4 ) a byla použita komerčně dostupná esej
TaqMan SNP Genotyping Assays C___2390965_10 (ThermoFisher Scientific).
Jako vstupní materiál do esejí byla použita genomická DNA izolovaná z celko-
vých leukocytů periferní krve jednotlivých pacientů v koncentraci 10-15 ng/µl
a jako pozitivní kontrola byly použity 3 buněčné linie nesoucí různé genotypy
SNP rs460089; MEG01 = CC, CML-T1 = GC a KCL-22 = GG. Reakční směs a
podmínky PCR byly provedeny dle doporučení výrobce.

3.8 Analýza vazebné nerovnováhy

Vazebná nerovnováha (LD; Linkage disequilibrium) je nenáhodná asociace mezi
alelami dvou a více lokusů, čehož se dá využít ve vazebných analýzách mezi marke-
rem a funkčními polymorfismy. My jsme použili analýzu LD námi genotypovaných
SNP k nalezení polymorfismů s významně vysokou LD, které jsou identifikovány v
nekódujících oblastech SLC22A4 a SLC22A5 pomocí webového nástroje LD link
od National Cancer Institute: https://analysistools.nci.nih.gov/LDlink/
(Machiela M.J. et Chanock S.J., 2015). SNP s vysokým skóre dle databáze Re-
gulomeDB (Boyle A.P. et al., 2012), která ukazuje pravděpodobnost jejich re-
gulačního účinku na expresi genu, byly zkoumány pomocí nástroje LDproxy. S
využitím funkce LDmatrix jsme vytvořily Heatmapu párových statistik LD. Frek-
vence haplotypů byly vyhodnoceny pomocí utility LDhap. Všechny analýzy byly
provedeny na evropské populaci.

3.9 Statistické analýzy

Fisherův exaktní test pravděpodobnosti (2x2 nebo 2x3) byl použit k analýze frek-
vence alel v jednotlivých kohortách pacientů. K hodnocení asociace mezi genotypy
a halving time BCR::ABL1 byl použit Kruskal-Wallisův test. Křivky kumula-
tivní incidence dosažení stabilní MMR během léčby IM byly vypočteny užitím
Mann-Whitneyho testu. Kaplan-Meierova metoda byla použita k odhadu přežití
bez události (EFS). EFS jsme definovali jako ztrátu MMR, nový výskyt mutace
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v kinázové doméně BCR::ABL1, progrese onemocnění, nebo úmrtí související s
CML během léčby IM. Mezi zařazenými pacienty byli i ti, u nichž byla převedena
léčba na TKI druhé generace. K ověření statisticky významných nezávislých fak-
torů pro dosažení stabilní MMR a EFS byly použity univariantní a multivariantní
analýzy. Pro výpočet analýz byl použit log-rank test a analýza Coxovou metodou.
Statistické analýzy byly provedeny pomocí MATLABu verze R2015b a webových
nástrojů: https://vassarstats.net. Grafy byly vytvořeny pomocí software
GraphPad Prism version 4.03 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

U souboru pacientů s přerušením terapie IM, který byl pro statistické analýzy roz-
dělen na pacienty zařazené do EURO-SKI a pacienty léčených v Polsku, jež nebyli
do EURO-SKI zařazeni, byly užity následující statistické metody: 95 % interval
spolehlivosti (CI) dle Wilsona byl použit k výpočtu stanovení podílu pacientů
držících MMR i šest měsíců po vysazení IM, tzv. MRFS (molecular-relapse-free
survival). Odds ratio (OR) bylo z důvodu srovnání univariantních a multivarint-
ních analýz vypočítáno pomocí logistické regrese. Podobně jako výše k odhadu
EFS, byla u pacientů po vysazení IM využita k odhadu MRFS Kaplan-Meierova
metoda. Pro výpočet univariantních a multivariantní analýz byla použita Coxova
metoda. Variantními daty do analýz byl jak genotyp SNP rs460089, tak pohlaví
pacienta, věk v době vysazení IM, trvání léčby TKI před jeho vysazením, doba
trvání DMR před vysazením TKI a doba léčby od zahájení TKI a dosažení DMR.
Statistické analýzy byly provedeny pomocí SAS 9.4.
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4. Výsledky

4.1 Identifikace kandidátních SNP v promoto-
rech vytipovaných ABC a SLC genů v závis-
losti na typu odpovědi při léčbě imatinibem

Na základě studované literatury již víme, že obě rodiny transportních proteinů
jsou velice různorodé a to jak funkcí jednotlivých proteinů, tak z toho vyplývající
rozdílnou expresí v různých typech tkání. Za pomoci využití softwarů a databazí
(NCBI, USCF, PMT a EPD) jsme identifikovali geny jednotlivých proteinů a
jejich lokalizaci v genomu. Promotorové oblasti jednotlivých ABC a SLC genů,
se liší např. počtem bází či vzdáleností od místa zahájení transkripce. Na základě
in silico analýz jsme k identifikaci SNP v promotorové oblasti vybrali celkem
19 genů, 4 patří do rodiny ABC a 15 do rodiny SLC. Proteiny kódované těmito
vybranými geny mají anotovanou funkci lékového přenašeče a hojně se exprimují
v tkaních významných pro farmakokinetiku IM. Jedná se o játra, důležitý orgán
z hlediska metabolismu léčiva, tenké střevo, ve kterém dochází k jeho absorbci,
kostní dřen a leukocyty, jako cílové buňky účinku IM, tedy inhibice BCR::ABL1
tyrosinkinázy. V tabulce 8 je souhrn tkání exprimující ABC a SLC proteiny.

Metodou NGS jsme vyšetřili celkem 1486 amplikonů, tedy amplifikovaých sek-
vencí promotorových oblastí vybraných 19 genů u skupiny 83 pacientů s CML
v chronické fázi v době diagnózy, kteří byli dále léčeni IM v první linii (tabulka
6). Celkem bylo identifikováno 95 SNP, z toho 7 SNP dosud nebylo popsáno v
databázi NCBI. Většina SNP se nacházela v promotorové oblasti, ale vzhledem
k designu našich amplikonů (tabulka 9), které obsahovaly i nejbližší okolí místa
zahájení transkripce, jsme identifikovali i 12 SNP mimo promotor. A to 9 SNP
v exonu 1 genů SLC22A1, SLC22A5, SLC22A8, SLCO1A2 a 3 SNP v intronu 1
genů SLC28A1, SLC28A3 a SLC47A2. Všechny nalezené SNP včetně jejich MAF
(minor alele frequency) pro evropskou populaci jsou shrnuty v tabulce 12.
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Pro jednodušší vizualizaci výsledků jsme na základě odpovědi pacientů na léčbu
IM ve 12. měsíci od zahájení léčby vytvořili color mapu, kde každý čtvereček
znázorňuje každý genotypovaný SNP pro každého pacienta (obrázek 3). Již tato
vizualizace naznačovala asociaci některých SNP k odpovědi na léčbu. Fishero-
vým exaktním testem pravděpodobnosti (FEPT) jsme nalezli 2 SNP (rs460089;
rs460271) v promotoru genu SLC22A4, které byly signifikantně asociovány s od-
povědí pacientů na léčbu IM ve 12. měsíci od zahájení léčby. Tyto 2 SNP jsou
navzájem ve vysoké vazebné nerovnováze, z čehož plyne, že typ alely jednoho SNP
přesně předvídá typ alely ve druhém SNP, proto jsme pro další měření využívali
jen SNP v tabulce 12 označené jako č. 29 rs460089 G/C. Na základě analýzy
FEPT jsme zjistili, že frekvence genotypu GG SNP rs460089 se signifikantně čas-
těji objevuje ve skupině pacientů s neoptimální odpovědí na IM, naopak genotyp
GC je signifikantně častější u pacientů s optimální odpovědí na IM (P = 0,003;
obrázek 4). Pro 5 dalších SNP (rs4646298; rs13180169; rs13180186; rs13180043;
rs13180295), v tabulce 12 označených jako č. 35-39, nacházejících se v promotoru
zahrnující i 5´ UTR oblast genu SLC22A5, které se zdály asociované s odpovědí
na léčbu IM, nebyl FEPT signifikantní. I těchto 5 SNP bylo ve vzájemné vysoké
vazebné nerovnováze a k analýze byl vybrán zástupce rs13180043. Pro validaci
asociace odpovědi na léčbu IM s SNP rs460089 jsme vytvořili kohortu dalších 46
pacientů. Výsledky FEPT pro jednotlivé frekvence alel rs460089 a typu odpo-
vědi na léčbu nebyly u této samostatné skupiny signifikantní, což pravděpodobně
souviselo s malým počtem pacientů (P = 0,061; obrázek 4). FEPT jsme tedy
provedli na sloučené kohortě celkem 129 pacientů a potvrdili jsme signifikantní
asociaci rs460089 s odpovědí na léčbu IM (P = 0,0001; obrázek 4). Frekvence
GG v rs460089 byla signifikantně četnější u skupiny pacientů neoptimálně odpo-
vídajících na léčbu IM, na rozdíl o genotypu GC, který byl signifikantně častější
u pacientů s optimální odpovědí. Výsledky pro genotyp CC nebylo možné re-
levantně hodnotit z důvodu velice nízké frekvence těchto alel v běžné evropské
populaci, zahrnující i pacienty s CML. Výsledky pro SNP rs13180043 v promo-
toru SLC22A5 nebyly signifikantní ani na společné skupině pacientů (P = 0,204;
obrázek 5a). Na základě publikace Angeliny et al. (Angelini S. et al., 2013) a
jejím výsledkům o roli SNP rs1050125 lokalizovaném v exonu 9 v genu SLC22A4,
který měl souvislost s odpovědí na léčbu IM u pacientů s CML, jsme genotypovali
i tento SNP. Bylo pozorováno větší zastoupení genotypu CT tohoto SNP u paci-
entů s optimální odpovědí na IM, ale FEPT pro jednotlivé frekvence alel nebyl
signifikantní (P = 0,119; obrázek 5b).
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Obrázek 3: Color mapa distribuce genotypů stanovených NGS u
nalezených SNP v 19 promotorových oblastí ABC a SLC genů u 83

pacientů s optimální a neoptimálně odpovědí na léčbu IM po 12
měsících.

Každý čtverec znázorňuje každý genotypovaný SNP pro každého pacienta. Červené čtverce =
homozygoti minoritních alel; růžové čtverce = heterozygoti; bílé čtverce = homozygoti

majoritních alel; šedé čtverce = neanalyzováno
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Obrázek 4: Frekvence genotypů rs460089 u pacientů s optimální a
neoptimální odpovědí na imatinib po 12 měsících; a) iniciální kohorta

pacientů; b) přidaná kohorta pacientů; c) sloučení obou kohort pacientů.

IM: imatinib; NOR: pacienti neodpovídající optimálně; OR: pacienti s optimální odpovědí;
FEPT: Fischer exact probability test
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Obrázek 5: Frekvence genotypů a) rs13180043 a b) rs1050152 u pacientů
s optimální a neoptimální odpovědí na IM po 12 měsících od zahájení

léčby. Výsledek pro sloučenou kohortu pacientů.

IM: imatinib; NOR: pacienti neodpovídající optimálně; OR: pacienti s optimální odpovědí;
FEPT: Fischer exact probability test

4.2 Analýzy vazebné nerovnováhy

S nalezenými SNP v promotorech genu SLC22A4 a SLC22A5 jsme provedli ana-
lýzu vazebné nerovnováhy. Vazebná nerovnováha je nenáhodná asociace mezi ale-
lami dvou a více lokusů, čehož se dá využít ve vazebných analýzách např. mezi
markerem a funkčními polymorfismy. Z analýzy jsme vyloučili SNP rs60978556,
rs369724970 a rs202088921 nacházející se v promotoru genu SLC22A5, z důvodu
velmi malé frekvence zastoupení minoritních alel, které byly nalezeny pouze u 4
pacientů ze 129. Naopak do analýzy byl přidán již dříve zmiňovaný SNP rs1050152
nacházející se v exonu 9 genu SLC22A4, který byl Angelini et al. (Angelini S.
et al., 2013) reportován jako SNP mající vliv na odpověď na léčbu IM. Pomocí
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nástroje LDmatrix jsme z analyzovaných SNP vytvořili interaktivní heatmapu,
ukazující studované SNP s jejich takzvanými proxy, tedy SNP ve významné va-
zebné nerovnováze (Obrázek 6). Objevili jsme dvě skupiny SNP, které se nacházejí
ve významné vazebné nerovnováze s SNP, které leží dle databáze RegulomeDB
(Boyle A.P. et al., 2012) v anotovaných regulačních oblastech obou genů (R2 =
0,98–1,0; P < 0,0001). Jedná se o skupinu genotypovaných SNP v promotoru genu
SLC22A4 rs460089, rs4602271 a SLC22A5 rs2631369 a rs2631368, které jsou ve
významné vazebné nerovnováze (R2 = 0,98–1,0; P < 0,0001) se 7 SNP ležícími
v regulačních lokusech obou genů. Jedná se o SNP rs270606, rs156322, rs272872
a rs272868 v genu SLC22A4 a rs2631362, rs274570 a rs183898 v genu SLC22A5.
Druhou skupinu tvoří SNP promotoru SLC22A5 rs2631365, který je ve významné
vazebné nerovnováze (R2 = 0,98–1,0; P < 0,0001) s 5 funkčními SNP ležících v in-
tronech obou genů. Jedná se o rs272842 a rs272889 v genu SLC22A4 a rs2631363,
rs274567 a rs274559 v genu SLC22A5. Dalšími zajímavými SNP byly analyzované
SNP rs13180043 a rs13180295 ležící v nekódující oblasti genu SLC22A5, které jsou
ve vzájemné významné vazebné nerovnováze (R2 = 1,0; P < 0,0001), pro které
nebyly nalezeny zajímavé proxies, ale dle databáze RegulomeDB jsou to pravdě-
podobná místa ovlivňující vazbu transkripčních faktorů. Podle Possition-Weight
Matrix (PWM) se na sekvenci v místě obou SNP, které byly nalezeny v genomu
buněčných linií K562, váže transkripční faktor (TF) HIC1, známý jako lidský
tumor supresorový gen. HIC1 funguje jako negativní modulátor signální dráhy
Wnt, která reguluje osud buněk během embryonálního vývoje a její nefyziolo-
gická aktivace způsobuje rakovinné bujení v dospělosti (Valenta T. et al., 2006).
Další velice důležitou skutečností, kterou nám databáze RegulomeDB ukázala je,
že námi vytipované SNP rs460089 nacházející se v promotoru genu SLC22A4 je
také místo ovlivňující vazbu TF. Jedná se o místo, na které se dle PWM v bu-
něčné linii K562 váže heterodimer MYC:MAX, který jako onkoprotein aktivuje
transkripci a stimuluje buněčnou proliferaci. Poslední zařazený SNP do analýzy
vazebné nerovnováhy a studovaný dle databáze RegulomeDB byl SNP rs1050152,
který se nejeví jako pravděpodobný pro vazbu TF, stejně SNP v promotoru genu
SLC22A5 rs2631367 se kterým je ve významné vazebné nerovnováze (R2 = 0,79;
P < 0,0001). Na základě těchto analýz jsme se dále věnovali SNP rs460089, a
rs2631365 a rs13180043.
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Obrázek 6: Ukázka interaktivní heatmapy vazebné nerovnováhy
genotypovaných SNP a jejich proxies. SNP v boxech byly genotypovány.

Skóre RegulomeDB u jednotlivých SNP, odráží míru pravděpodobnosti ovlivnění vazby
transkripčních regulačních proteinů, motivů DNA a struktury chromatinu. 1f - eQTL + TF
binding / DNase peak; 2a - TF binding + matched TF motif + matched DNase Footprint +

Dnase peak; 2b - TF binding + any motif + DNase Footprint + DNase peak; 3a - TF binding
+ any motif + DNase peak; 4 - TF binding + DNase peak; 6 – other

4.3 Genotyp SNP rs460089 promotoru SLC22A4
ovlivňuje odpověď na léčbu imatinibem

Testovali jsme, zda genotypy vytipovaných SNP rs460089, rs2631365 nebo rs13180043
jsou asociovány s dosažením časné molekulární odpovědi (EMR), která je defi-
nována jako hladina transkriptu BCR::ABL1 ≤ 10 % po 3 měsících léčby (Bac-
carani M. et al., 2013). Údaje pro zhodnocení EMR byly k dispozici pro 117
ze 129 pacientů. V tomto měření se nám nepodařilo najít významnou souvislost
mezi genotypy a dosažením EMR jak ukazuje tabulka 13. Musíme si však uvědo-
mit, že EMR je definováno na základě pouze jediného měření hladiny transkriptu
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BCR::ABL1/GUSB, přičemž variabilita v jediném měření může EMR ovlivnit.
Vypočetli jsme tedy BCR::ABL1 halving time (HT) v 6 měsících, kdy bylo možné
měřit hladiny transkriptu BCR::ABL1/GUSB hned ze tří po sobě jdoucích mě-
ření (v době zahájení léčby IM, ve 3 měsících a v 6 měsících léčby) u 119 pacientů
ze 129. Zjistili jsme, že genotyp rs460089-GC byl spojen s významně kratším HT6
hladiny BCR::ABL1 ve srovnání s genotypem rs460089-GG (P < 0,0001). Pro
další sledované SNP rs2631365 a rs13180043 nebyl nalezen signifikantní rozdíl
mezi genotypy a HT6 BCR::ABL1. Výsledky ukazuje tabulka 14.

Tabulka 13: Rozdíl ve frekvenci genotypů 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

CC 10 5

PFEPT = 0,671

Genotyp rs13180043

CC 77 25

CT 9 6

TT 0 0

PFEPT = 0,470
FEPT Fischer exact probability test
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Tabulka 14: Asociace mezi genotypy rs460089, rs2631365, rs13180043 a
HT BCR::ABL1 v 6 měsících

Genotyp rs460089a GG GC

HT6 medián ve dnech (počet) 33,1 (61) 21,25 (43)

Medián = 27,0 / PMMT < 0,00001

Genotyp rs2631365a TT TC

HT6 medián ve dnech (počet) 32,29 (44) 25,41 (54)

Medián = 27,4 / PMMT = 0,223

Genotyp rs13180043a CC CT

HT6 medián ve dnech (počet) 26,4 (100) 28,34 (17)

Medián = 27,0 / PMMT = 0,177

a homozygot pro minoritní alelu nebyl z důvodu nízkých
čísel zahrnut
MMT Mood’s median test

Dalším důležitým zjištěním bylo, že pacienti s genotypem rs460089-GC mají sig-
nifikantně významnější kumulativní dosažení MMR než pacienti s genotypem
rs460089-GG (Obrázek 7). Pacienti s genotypem rs460089-GC měli také vý-
znamně vyšší pravděpodobnost přežití bez události (EFS), čímž je myšleno: ztráta
odpovědi, rozvoj BCR::ABL1 mutací rezistentních k léčbě, progrese nebo úmrtí
v souvislosti s CML v průběhu léčby IM; než pacienti s genotypem rs460089-
GG (obrázek 8). Výsledky pro zbývající genotyp rs460089-CC nelze spolehlivě
interpretovat pro malou frekvenci výskytu.
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Obrázek 7: Kumulativní dosažení stabilní MMR během léčby IM ve
spojení s genotypy rs460089. Údaje v tabulce ukazují pravděpodobnost

dosažení MMR ve 12, 18 a 24 měsíci od zahájení užívání IM
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Obrázek 8: Pravděpodobnost přežití bez události během léčby IM ve
spojení s genotypy rs460089

4.3.1 Kombinace genotypů SNP promotorů SLC22A4 a
SLC22A5 ovlivňuje odpověď na léčbu imatinibem

Jak již bylo zmíněno výše, jako další zajímavý SNP, který by mohl mít souvislost
s odpovědí na léčbu IM u pacientů s CML je SNP rs2631365 (promotorová oblast
SLC22A5 ), který jsme genotypovali na celkové kohortě 129 pacientů. Jako samo-
statný predikční faktor tento SNP nebyl signifikantní, ale dle provedeného FEPT
hraje významnou roli v kombinaci s SNP rs460089. Podařilo se nám prokázat, že
genotyp SNP rs2631365-TC, který mělo 60 pacientů z celkem 129 vyšetřených,
souvisí s odpovědí na léčbu IM. Kombinovaný genotyp rs460089-GG_rs2631365-
TC byl signifikantně častější u pacientů s neoptimální odpovědí na léčbu IM,
zatímco genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC byl významně častější u pacientů
s optimální odpovědí (P = 0,00006; obrázek 9), významnost tohoto rozdílu byla
větší, než pokud se jednalo pouze o dříve zmiňovaný genotyp SNP rs460089. Po-
dobné výsledky jsou i spojené s významně delším HT v 6 měsících, kdy pacienti
s nepříznivým kombinovaným genotypem rs460089-GG_rs2631365-TC byli spo-
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jeni s významně delším BCR::ABL1 HT v 6 měsících ve srovnání s pacienty
nesoucí kombinovaný genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC (P = 0,004; tabulka
15). Obdobně je tomu u kumulativního dosažení stabilní MMR a pravděpodob-
nosti přežití bez události. Kombinovaný genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC byl
spojen s vyšší kumulativní pravděpodobností dosažení stabilní MMR během léčby
IM ve srovnání s kombinovaným genotypem rs460089-GG_rs2631365-TC (P <
0,0001; obrázek 10). Pacienti s genotypem rs460089-GC_rs2631365-TC měli vyšší
pravděpodobnost EFS ve srovnání s pacienty s rs460089-GG_rs2631365-TC (P
< 0,0001; obrázek 11).

Třetí zajímavý SNP, který je ve významné vazebné nerovnováze a může hrát
úlohu v regulaci exprese přenašečů IM je rs13180043. Dle provedeného FEPT jsme
zjistili, že frekvence kombinovaného genotypu SNP rs460089-GC_rs13180043-CC
je významně vyšší u pacientů s optimální odpovědí na léčbu IM ve 12 měsících
než u pacientů na léčbu odpovídajících neoptimálně (tabulka 16). Podobně HT
v 6 měsících byl u pacientů s příznivým kombinovaným genotypem rs460089-
GC_rs13180043-CC kratší než u pacientů s kombinovaným genotypem rs460089-
GG_rs13180043-CC (tabulka 17). Je nutné ale poznamenat, že 35 pacientů z
38, kteří měli příznivý kombinovaný genotyp rs460089-GC_rs13180043-CC, nesli
také genotyp rs2631365-TC, a pouze 10 pacientů z 56 s kombinovaným genotypem
rs460089-GG_rs13180043-CC mělo také genotyp rs2631365-TC.
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Obrázek 9: Frekvence genotypů rs460089_rs2631365 u pacientů s
optimální a neoptimální odpovědí na imatinib po 12 měsících.

Tabulka 15: Rozdíl v BCR::ABL1 halving time v 6. měsíci a kombinací
genotypu rs460089_rs2631365

Genotyp rs460089_rs2631365 GG_TC GC_TC
HT6 medián ve dnech (počet) 36,34 (18) 21,48 (34)

Medián = 25,41 / PMMT = 0,004
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Obrázek 10: Kumulativní dosažení stabilní MMR během léčby IM ve
spojení s kombinací genotypů rs460089_rs2631365

Obrázek 11: Pravděpodobnost přežití bez události během léčby IM ve
spojení s kombinací genotypů rs460089_rs2631365
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Tabulka 16: Rozdíl mezi frekvencí genotypu rs460089 u pacientů s
optimální a neoptimální odpovědí na IM ve 12. měsíci při nosičství

genotypu rs1318004-CC

Genotyp rs460089_rs13180043 GG_CC GC_CC CC_CC
Odpověď na IM ve 12 měsíci
optimální odpověď 26 30 9
neoptimální odpověď 33 8 6

PFEPT = 0,0023

Tabulka 17: Rozdíl v BCR::ABL1 halving time v 6. měsíci a kombinaci
genotypu rs460089_rs13180043

Genotyp rs460089_rs13180043 GG_CC GC_CC
HT6 medián ve dnech (počet) 33,15 (50) 21,25 (37)

Medián = 27,10 / PMMT = 0,002

4.4 SNP rs460089 je nezávislý prediktivní fak-
tor odpovědi na léčbu CML

Vzhledem k tomu, že SNP v promotoru genu SLC22A4 rs460089 ve výše prove-
dených analýzách vycházelo jako nejsilnější predikující faktor odpovědi na léčbu
CML imatinibem, chtěli jsme tyto výsledky potvrdit další analýzou. Provedli
jsme tedy univariantní a následně multivariantní analýzu parametrů předpovída-
jících odpověď na léčbu IM. Jako nezávislé faktory do těchto analýz byly zařa-
zeny riziková skóre CML dle Sokala, Hasforda a EUTOS skóre, dále denní dávka
IM a tři SNP v promotorech genů SLC22A4 a SLC22A5 rs460089, rs2631365 a
rs13180043. Nezávislé faktory z univariantní analýzy, které měly P < 0,05 byly
zařazeny do analýzy multivariantní. Pro obě analýzy bylo vypočítáno jak odds
ratio (OR) tak hazard ratio (HR), jak ukazuje tabulka 18. Jako cílový bod multi-
variantní analýzy bylo zvoleno dosažení MMR, které bylo hodnoceno logistickou
regresí a EFS, které bylo analyzováno Coxovým modelem proporcionálních rizik.
Z výsledků multivariantní analýzy vyšel genotyp SNP rs460089-GC jako predik-
tivní faktor pro dosažení MMR ve všech časových bodech ve srovnání s genotypem
rs460089-GG (OR pro rs460089-GC bylo 0,28; 95 % CI = 0,06–0,42; P = 0,0003).
Podobně, genotyp rs460089-GC predikoval lepší EFS než genotyp rs460089-GG
(pro rs460089-GC bylo HR 0,28; 95 % CI = 0,14–0,59; P = 0,0008). Pro zbývající
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genotyp rs460089-CC výsledky nelze spolehlivě interpretovat pro nízké zastou-
pení počtu pacientů s touto variantou. Můžeme tedy shrnout, že i multivariantní
analýza určuje rs460089 jako nezávislý predikující faktor dosažení MMR a přežití
bez události u pacientů s CML léčených IM (tabulka 18).
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4.5 Měření exprese SLC22A4 a SLC22A5 u pa-
cientů s CML a v buněčných linií

Na základě výsledků předešlých měření, jsme se rozhodli provést měření exprese
transkriptů genů SLC22A4 a SLC22A5 a zhodnotit rozdíl jejich exprese na zá-
kladě genotypů SNP rs460089. Celkem byla měřena exprese u 70 pacientů ne-
soucí genotyp rs460089-GG a 44 pacientů nesoucí genotyp rs460089-GC. Rozdíl
ve změřené expresi nebyl signifikantní. Vzhledem k tomu, že jako výchozí mate-
riál pro měření exprese byla dostupná pouze RNA z lyzátu celkových leukocytů
periferní krve, tedy směs různých typů zralých buněk bílé krevní řady, mohla
být analýza ovlivněná rozdílnou expresí těchto genů v rámci buněčných subpo-
pulací. Rozhodli jsme se tedy využít pro experiment buněčné linie odvozené z
blastů pacientů v blastické fázi CML. Celkem bylo použito 8 buněčných linií, u
kterých jsme genotypovali SNP rs460089 a rs2631365. 4 buněčně linie, konkrétně
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 linií, KCL22, SUB-B15, JURKAT, MAVER-1 a RAMOS pak nesly i zkou-
maný genotyp rs2631365-TC. Dále jsme měřili hodnoty exprese transkriptů obou
genů. U všech testovaných buněčných linií jsme změřili významně nižší expresi
genu SLC22A4 než genu SLC22A5 (P = 0,02). Všechny 4 linie nesoucí genotyp
rs460089-GG a 2 linie nesoucí genotyp rs460089-GC exprimovaly významně méně
SLC22A5 než zbylé 2 linie nesoucí genotyp rs460089-GC JURKAT a RAMOS
(obrázek 12) Kombinovaný genotyp rs460089-GG_ rs2631365-TC měly pouze 2
linie KCL22 a SUB-B15, které měly relativní expresi SLC22A5 nižší než zbylé
3 linie nesoucí genotyp rs2631365-TC a to v kombinaci s genotypem rs460089-
GC (obrázek 13). Tento výsledek nám naznačuje, že heterozygotní genotyp může
mít vliv na regulaci transkripce genu SLC22A5, který jako transportér IM může
ovlivňovat jeho intracelulární koncentraci.

4.6 Validace TaqMan genotypovací eseje

Aby mohl být SNP rs460089 využit jako marker predikce odpovědi na léčbu CML,
je nutné, aby jeho vyšetření bylo rychlé a levné, což obecně nabízejí komerčně
dostupné TaqMan genotypovací eseje. Na neštěstí, obecně promotory genů jsou
oblasti bohaté na sekvence nukleotidů G a C, které mohou bránit navrhnutí
dobře fungujících primerů. Ne jinak je tomu v oblasti obklopující SNP rs460089.
Komerční esej pro genotypování tohoto SNP nebyla dostupná a pokus o návrh
vlastní eseje selhal právě z důvodu bohatosti okolní sekvence na nukleotidy G a
C. Na základě znalostí o vazebné nerovnováze, jsme se rozhodli genotypovat SNP,
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Obrázek 12: Relativní hladiny mRNA SLC22A4 a SLC22A5 ve všech 8
testovaných liniích.

Obrázek 13: Relativní hladiny mRNA u buněčných linií nesoucích
genotypy rs460089-GG_rs2631365-TC nebo

rs460089-GC_rs2631365-TC

který se nachází ve významné vazebné nerovnováze s rs460089, a to SNP rs156322
a využít komerčně vyráběnou TaqMan esej pro tento SNP, pro určení genotypu
SNP rs460089. Abychom si byli jisti, že lze tuto metodu aplikovat, byla validována
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na celkem 301 vzorcích pacientů zařazených do studie EURO-SKI. U všech 301
vzorků byla Sangerovou metodou provedena sekvenace amplikonu zahrnujícího
promotorovou oblast genu SLC22A4 a určen genotyp SNP rs460089. Následně
pro stejné vzorky byla použita TaqMan gentypovací esej pro SNP rs156322, při-
čemž dle výsledků LD (R2 = 0,981) alela C SNP rs156322 predikuje alelu C SNP
rs460089 a alela T rs156322 predikuje alelu G SNP rs460089. Výsledky sekvenace
se u celkem 297 vzorků z 301 shodovaly s výsledky genotypovací eseje jak bylo
predikováno analýzou LD. Pouze u 4 vzorků z 301 bylo dle genotypovací eseje
využívající jako marker SNP rs156322 identifikováno SNP rs460089 jako GG ge-
notyp, přímé sekvenování však ukázalo, že se jedná o genotyp GC. Tyto 4 vzorky
byly identifikovány jako homozygoti TT v rs156322, ale jedna alela T nesegredo-
vala s alelou G, ale s alelou C rs460089. Podrobnější analýzou dat bylo zjištěno,
že 2 pacienti jsou asiaté, jeden pacient pochází z Řecka a jeden z Německa, ale o
jejich rase nemáme přesnější informaci. Za použití LDlink bylo zjištěno, že kore-
lace alel těchto dvou SNP je nižší u asijské populace s R2 = 0,969 než u evropské s
R2 = 0,981. Tuto validovanou esej jsme dále použili k určení genotypu rs460089 u
dalších 103 vzorků, pocházejících od pacientů z Polska, majících evropský původ.

Frekvence genotypů rs460089 u 301 pacientů zařazených do EURO-SKI studie
byla 48 % pro GG genotyp, 42 % pro GC genotyp a 11 % pro genotyp CC.
Téměř totožné výsledky jsme pozorovali i u druhé skupiny pacientů pocházejících
z Polska. GG genotyp byl pozorován u 45 % pacientů, GC u 43 % pacientů a
CC pouze u 13 % pacientů. Celková frekvence alely G v SNP rs460089 se v naší
analýze rovná 68 % a alely C 32 %. Toto rozložení frekvence alel v našem vzorku
zahrnujícím 404 pacientů přesně odpovídá udávané frekvenci v evropské populaci
(tabulka 12).

4.7 Genotypy rs460089 ovlivňují udržení mole-
kulární remise u pacientů po vysazení ima-
tinibu

Jak už bylo zmíněno výše, novým cílem léčby CML je udržení molekulární odpo-
vědi i po vysazení léčby TKI. K tomu aby vysazení léčby bylo bezpečné, je nutné
definovat jak vhodné pacienty, kterým lze léčbu vysadit, tak nastavit přesný pro-
tokol léčebného managmentu těchto pacientů (za jakých okolností léčbu vysadit,
pravidelné monitorování stavu choroby a v případě relapsu rychle reagovat a
znovu zahájit terapii). K tomu slouží množství proběhlých i stále probíhajících
studií. My jsme si chtěli ověřit, zda SNP rs460089, tedy jeho genotyp může hrát
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vliv na udržení molekulární odpovědi po vysazení IM. Pro analýzu jsme použili
vzorky od pacientů zařazených do vysazujících studií EURO-SKI (tzv. learning
kohorta) a polské vysazující studie, která sloužila pro validaci. Dle dostupnosti
dat potřebných pro analýzu bylo finálně analyzováno 176 pacientů v learning
kohortě a 93 pacientů ve validační kohortě (tabulka 7).

4.7.1 Vliv genotypu rs460089 na udržení MMR po ukon-
čení terapie TKI

Z celkem 176 vzorků byl genotyp rs460089-GG identifikován u 96 pacientů (55
%), genotyp GC u 62 (35 %) a CC genotyp u 18 (10 %) pacientů. Velkou mole-
kulární odpověď si 6 měsíců po vysazení TKI udrželo 105 pacientů (60 %, 95 %
CI: 52–67 %). Největší pravděpodobnost udržení MMR měli pacienti, kteří nesli
genotyp rs460089-GC (73 %, 95 % CI: 60–82 %), následovali pacienti s genoty-
pem CC (61 %, 95 % CI: 39–80 %) a nejmenší pravděpodobnost udržení MMR
měli pacienti s genotypem GG (51 %, 95 % CI: 41–61 %). Celkově ve statistické
analýze vyšlo SNP rs460089 jako signifikantně významný prediktivní marker pro
udržení MMR po vysazení TKI (P = 0,0286) s výrazně vyšší pravděpodobností u
genotypu GC ve srovnání s genotypem GG (OR = 2,539, 95 % CI: 1,278–5,045,
P = 0,0078). P hodnota není signifikantní pro srovnání genotypu CC proti GG
(OR = 1,507, 95 % CI: 0,539–4,216, P = 0,4343) a ani při srovnání genotypu CC
proti GC (OR = 1,684, 95 % CI: 0,539–4,216, P = 0,3527). Vzhledem k tomu,
že pacienti zařazení do této analýzy nebyli léčeni pouze IM, ale i dalšími TKI,
zaměřili jsme se i na to, zda mohl mít vliv na udržení odpovědi právě typ TKI,
které bylo vysazeno. Z celkového počtu 176 pacientů jich 150 bylo léčeno před
vysazením imatinibem, 14 dasatinibem a 12 nilotinibem. Ke změně z imatinibu
na TKI 2. generace nedošlo kvůli selhání terapie, ale z důvodů špatné tolerance
IM pacienty. Mnohočetnou analýzou logistické regrese jsme neprokázali vliv typu
vysazeného TKI v kombinaci s genotypem rs460089 na udržení MMR 6 měsíců
po ukončení léčby, ale musíme podotknout, že se jedná o malý podíl pacientů,
kteří byli léčeni TKI 2. generace. V této analýze jsme však pozorovali vliv délky
užívání TKI před jeho vysazením ve spojení s genotypem SNP rs460089 (OR =
1,185, 95 % CI: 1,034–1,357, P = 0,0144). Delší trvání léčby TKI sice zvýšilo
pravděpodobnost udržení MMR 6 měsíců po jeho vysazení, přesto predikce jejího
udržení pomocí genotypu SNP rs460089 zůstává signifikantní (P = 0,0442). Vyšší
pravděpodobnost udržení MMR 6 měsíců po vysazení mají pacienti s genotypem
rs460089-GC než pacienti s genotypem GG (OR = 2,430, 95 % CI: 1,209–4,884,
P = 0,0127). Křivky pravděpodobnosti udržení MMR 6 měsíců po vysazení TKI
v závislosti na délce léčby a genotypu shrnuje obrázek 14. Výsledek prokázaného
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vlivu délky užívání TKI před jeho vysazením na udržení MMR je ve shodě s vý-
sledky vysazovacích studií. Ve studii EURO-SKI vypočetli, že čas užívání TKI
před jeho vysazením asociovaný s vyšší pravděpodobností udržení MMR 6 mě-
síců po vysazení je 5,8 let (Saussele S. et al., 2018). Na naší kohortě pacientů se
ukázala pravděpodobnost udržení MMR alespoň 6 měsíců od vysazení TKI při 6
letém trvání léčby 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 %) (obrázek 14).

Obrázek 14: Křivky pravděpodobnosti pro 6 měsíční udržení MMR po
vysazení léčby TKI pro kombinaci jednotlivých genotypů SNP rs460089

a délky trvání léčby TKI před jejím vysazením

Dalším studovaným parametrem bylo přežití bez molekulárního relapsu (MRFS)
po vysazení TKI. Medián délky pozorování byl 36 měsíců. Nejkratší doba sledo-
vání u pacienta, který neztratil MMR, byla 10 měsíců. Z celkem 105 pacientů,
kteří udrželi MMR 6 měsíců po vysazení TKI, bylo pouze deset pacientů, u kte-
rých došlo k pozdější ztrátě MMR. Celkově jsme na naší kohortě pacientů změřili
pravděpodobnost bez molekulárního relapsu po dobu 18 měsíců na 55 % (95 %
CI: 47–62 %). I tady jsme zkoumali, zda může SNP rs460089 predikovat prav-
děpodobnost MRFS a vyšlo nám, že jeho asociace s MRFS je signifikantní P =
0,0147 (obrázek 15). Pacienti s genotypem GC, měli signifikantně vyšší pravděpo-
dobnost MRFS než pacienti s genotypem GG (HR: 0,474, 95 % CI: 0,280–0,802, P
= 0,0054). Pravděpodobnost MRFS už nebyla signifikantní ve srovnání genotypů
GC a CC (HR: 0,484, 95 % CI: 0,225–1,042, P = 0,0635). Při využití Coxova mo-
delu proporcionálních rizik přežití u MRFS vychází genotyp SNP rs460089-GC
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mnohem prognosticky příznivější než genotyp GG. Logistická část modelu, která
vyjadřuje poměr rizika ztráty MMR mezi genotypy GC a GG, byla signifikantní
ve prospěch genotypu GC. Ukazuje, že podíl ztráty MMR u pacientů s genotypem
GC je menší než u pacientů s genotypem GG (OR = 0,373; 95 % CI: 0,190–0,731,
P = 0,0041). V analýze přežití se model zabývá tím, zda u pacientů, kteří ztratili
MMR, měl genotyp SNP rs460089 vliv na délku trvání MMR od ukončení léčby
TKI. V tomto případě jsme významnost mezi genotypy GC a GG SNP rs460089
nepozorovali (HR: 0,922, 95 % CI: 0,542–1,567, P = 0.7632). Tato pozorování
jsou v souladu s průběhem Kaplan-Meierových křivek, jak ukazuje obrázek 15.
Při použití vícenásobného Coxova modelu proporcionálních rizik přežití u MRFS
s přidáním dalšího parametru do logistické části a to důležitého faktoru doby
trvání léčby TKI, před jejím vysazením a do analýzy přežití, parametru věku v
době vysazení TKI, se obraz výsledků nezměnil. Šance ztráty MMR byla menší
u pacientů s genotypem GC než u pacientů s genotypem GG (OR = 0,373, 95
% CI: 0,185–0,752, P = 0,0058), kdežto typ genotypu rs460089 na dobu, kdy ke
ztrátě MMR došlo, vliv neměl (HR = 0,911, 95 % CI: 0,536–1,559, P = 0,7307).

Obrázek 15: Pravděpodobnost přežití bez molekulárního relapsu po
vysazení TKI v závislosti na typu genotypu SNP rs460089 u celkem 176

pacientů zařazených v learning kohortě
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4.7.2 Validace SNP rs460089 jako markeru udržení MMR
po ukončení terapie TKI

K tomu, abychom výše popsané výsledky potvrdili, jsme využili skupinu paci-
entů zařazených do databáze z polských vyřazovacích studií. Celkem se jednalo o
103 pacientů, u kterých byl vysazen IM a byly dostupné vzorky ke genotypování.
Nakonec jsme museli 8 pacientů vyřadit pro předléčení INF-a a 2 pacienty pro
chybějící klinická data. Celkem tedy bylo využito k validování výsledků vlivu ge-
notypu SNP rs460089 na udržení MMR 6 měsíců po ukončení terapie IM a MRFS
93 pacientů, kteří splňovali vstupní kritéria. Základní data o validační skupině pa-
cientů jsou v tabulce 7. Z 93 pacientů jich 61 (66 %, 95 % CI: 55–74 %) udrželo
MMR 6 měsíců po vysazení IM. Pacienti, kteří nesli genotyp rs460089-GC měli
pravděpodobnost udržení MMR 82 % (95 % CI: 67–91 %), pacienti s genotypem
CC 85 % (95 % CI: 58–96 %) a nejmenší pravděpodobnost udržení MMR měli
pacienti s genotypem GG 44 % (95 % CI: 41–61 %). Opět nám vyšla signifikantně
významná asociace genotypu SNP rs460089 a udržení MMR 6 měsíců po ukončení
terapie IM (P = 0,0009). S významně vyšší pravděpodobností pro genotyp GC ve
srovnání s genotypem GG (OR = 5,841, 95 % CI: 2,097–16,269, P = 0,0007). Ve
validační kohortě na rozdíl od pacientů zařazených do learning kohorty vyšla sig-
nifikantně významná pravděpodobnost udržení MMR 6 měsíců po ukončení léčby
i ve srovnání genotypu CC s genotypem GG (OR = 7,027, 95 % CI: 1,380-35,794,
P = 0,0189). Tyto rozdílné výsledky u obou kohort pacientů u genotypu CC si
vysvětlujeme značně menším podílem zastoupení tohoto genotypu v populaci.
Pokud srovnáme genotyp CC s genotypem GC, významnost není signifikantní
(OR = 0,831, 95 % CI: 0,150–4,615, P = 0,8326). Po provedení vícečetné ana-
lýzy logistické regrese vyšla opět délka léčby IM před jeho vysazením spolu s
genotypem SNP rs460089 jako signifikantní pro pravděpodobnost udržení MMR
6 měsíců po ukončení terapie (OR = 1,274, 95 % CI: 1,021–1,588, P = 0,0319).
Delší trvání léčby TKI výrazně zvýšilo pravděpodobnost udržení MMR 6 měsíců
po vysazení, přesto predikce jejího udržení pomocí genotypu SNP rs460089 zů-
stává signifikantní (P = 0,0011). Vyšší pravděpodobnost udržení MMR 6 měsíců
po vysazení mají pacienti s genotypem rs460089-GC než pacienti s genotypem
GG (OR = 5,998, 95 % CI: 2,075–17,339, P = 0,009). Pokud srovnáme genotypy
CC a GG vyjde nám na rozdíl od learning kohorty i tady významně vyšší pravdě-
podobnost udržení MMR u genotypu CC (OR = 7,767, 95 % CI: 1,473–40,939, P
= 0,0157). I u validační skupiny pacientů jsme hodnotili vliv genotypu rs460089
na MRFS. Medián sledování pacientů byl 25 měsíců. Minimální doba sledování
pacientů bez molekulárního relapsu byla 6 měsíců. Pouze 3 pacienti ztratili mole-
kulární odpověď po uplynutí 6 měsíců od vysazení IM. Pravděpodobnost MRFS

78



v 18 měsících od ukončení léčby IM byla 62 % (95 % CI: 51–71 %). A opět, stejně
jak v předchozí skupině, jak ukazuje obrázek 16, byl SNP rs460089 signifikantně
asociován s udržením MRFS po vysazení IM (P = 0,0011). Pacienti s genotypem
GC měli významně větší pravděpodobnost MRFS než pacienti s genotypem GG
(HR: 0,252, 95 % CI: 0,113–0,561, P = 0,0007), ne už ale ve srovnání s pacienty
s genotypem CC (HR: 0,900, 95% CI: 0,239–3,395, P = 0,8769). Ve validačním
modelu s využitím dat od polských pacientů nám na rozdíl od výsledků paci-
entů v learning kohortě vyšla i významně signifikantní pravděpodobnost MRFS
u pacientů s genotypem CC ve srovnání s pacienty s genotypem GG HR = 0,279
(95 % CI: 0,084–0,929, P = 0,0376). Při využití Coxova modelu proporcionálních
rizik přežití u MRFS se nám ukázalo, že pacienti s genotypem GC i CC mají nižší
pravděpodobnost ztráty MMR než 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). Podobně jako u pacientů
zařazených do learning kohorty, u pacientů se ztrátou MMR neměl genotyp GC
ani CC vliv na dobu trvání MMR po vysazení léčby. 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).

Obrázek 16: Pravděpodobnost přežití bez molekulárního relapsu po
vysazení TKI v závislosti na typu genotypu SNP rs460089 u celkem 93

pacientů zařazených do polské ukončující studie
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5. Diskuze

Na přelomu tisíciletí se do běžné klinické praxe léčby CML dostal první tyrozin-
kinázový inhibitor imatinib, čímž se stala CML velmi dobře léčitelnou chorobou s
dlouhodobým přežitím. Prognóza pacientů se ještě zlepšila při nástupu TKI druhé
a třetí generace, které dokázaly s velkou četností překonat významný mechanis-
mus rezistence pacientů k imatinibu, a to vznik mutací v tyrozinkinázové doméně
BCR::ABL1. Pacienti, kteří neoptimálně odpovídají na prvoliniovou léčbu, a vy-
vinuli mutaci v tyrozinkinázové doméně BCR::ABL1, jejichž monitorace se stala
u pacientů s neoptimální odpovědí běžnou rutinní praxí, by měli být převedeni
na jiné TKI, který je na danou mutaci účinný (Soverini S. et al., 2011). Klinické
studie s druhogeneračním TKI dasatinibem a nilotinibem v první linii léčby na-
víc ukázaly, že ve srovnání s dosud nejhojněji využívaným imatinibem, pacienti
dosahují častěji a dříve molekulární odpovědi (Jain P. et al., 2013). Dle regis-
trační studie dasatinibu (DASISION) bylo dosažení MMR u pacientů v první
linii signifikantně vyšší, ale vliv na celkové přežití již byl bez statistické signifi-
kance (Cortes J.E. et al., 2016), podobné výsledky byly i v registrační studii s
nilotinibem (ENESTnd) (Hochhaus A. et al., 2016).

Užívání preparátů 2. a 3. generace v první linii u všech pacientů by bylo finančně
velice náročné a navíc je spojené s vyšším toxickým zatížením pacientů. Proto je
imatinib a nyní i jeho generika, stále nejužívanějším lékem v první linii u pacientů
v chronické fázi CML. Přesto jistě existuje významná část pacientů, kteří by mohli
z volby TKI 2. generace (případně i 3. generace) v první linii profitovat (Hochhaus
A. et al., 2020).

V dnešní době zatím nemáme jednoduchý spolehlivý marker, který by již v době
diagnózy u pacientů v chronické fázi CML mohl předvídat průběh léčby a usnad-
nil výběr vhodného prvoliniového TKI. Mutace v kinázové doméně BCR::ABL1
se v době diagnózy chronické fáze CML nevyskytují (Soverini S. et al., 2011;
Machova Polakova K. et al., 2014). Mutace v dalších genech asociovaných s ná-
dorovým onemocněním se dle recentních dat vyskytují především v genu ASXL1,
ale na vyhodnocení jejich dopadu na prognózu onemocnění si budeme muset ještě
počkat (Schönfeld L. et al., 2022; Bidikian A. et al., 2022). Potenciální zdroj vhod-
ných markerů nabízí farmakogenetika. Pacienti s různými variacemi DNA v kódu-
jících nebo regulačních úsecích genů, jejichž produkty jsou klíčové pro transport
léčiv, mohou mít vrozené predispozice k neoptimální odpovědi na léčbu u far-
mak závislých na přenosu pomocí těchto transportérů. V důsledku nízké exprese,
chybné lokalizace nebo snížení aktivity transportérů může docházet k subletální
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koncentraci léčiva uvnitř buňky a vznikat prostor pro rozvoj rezistence. Jedním z
takových léků je právě i imatinib, který je závislý na transportu pomocí přenašečů
z rodin ABC a SLC (Thomas J. et al., 2004).

Na téma nalezení farmakogenetického markeru, který by předvídal odpověď na
léčbu TKI u pacientů s CML bylo publikováno již několik prací, které ovšem
přinášejí velice rozdílné výsledky (Polillo M. et al., 2015). Hlavním důvodem roz-
poruplných výsledků pro nalezené markery predikce odpovědi je zejména nekohe-
rentnost jednotlivých studií. Byly prováděny na různě velkých a také geograficky
rozdílných kohortách pacientů (například kavkazská vs. asijská populace) (Petain
A. et al., 2008; Di Paolo A. et al., 2014; Singh O. et al., 2012), byly využívané
různé metodiky prováděných vyšetření a v neposlední řadě se analýzy omezily na
předem vybraný počet polymorfismů nacházejících se pouze v exonech zkouma-
ných genů, které hrají roli v distribuci a metabolismu léčiva (Kim D.H.D. et al.,
2009; Angelini S. et al., 2013).

V naší práci jsme se vyhnuli skríninku polymorfismů v exonech genů, jako před-
chozí práce, ale pomocí ultra širokého NGS jsme provedli skrínink polymorfismů v
promotorových oblastech celkem 19 ABC a SLC genů. Na základě výsledků jsme
sestavili genotypy pro jednotlivé polymorfismy a s využitím asociační analýzy
se nám podařilo identifikovat genotypy, které se s různou frekvencí vyskytovaly
u pacientů s optimální a neoptimální odpovědí na léčbu imatinibem. Genotyp
rs460089-GC (SNP nacházející se v promotorové oblasti genu SLC22A4, kódu-
jící přenašeč imatinibu) se častěji objevoval u pacientů s optimální odpovědí na
léčbu imatinibem a byl spojen se signifikantně vyšší pravděpodobností dosažení
MMR než dosahovali pacienti s genotypem rs460089-GG. Výsledky pacientů s
genotypem rs460089-CC také naznačují dosahovaní lepší odpovědi na léčbu ima-
tinibem, ale vzhledem k velmi malému množství pacientů s tímto genotypem,
nelze data spolehlivě interpretovat. Dalším zajímavým genotypem, který se čas-
těji vyskytoval u pacientů s optimální odpovědí na imatinib, byl rs2631365-TC
v promotorové oblasti genu SLC22A5 (kódující transportér jehož substrátem je
také imatitinib). Měření však nebyla signifikantní. Významně signifikantní se však
ukázala pravděpodobnost dosažení MMR a EFS u pacientů, kteří nesli tento geno-
typ právě v kombinaci s již dříve zmiňovaným genotypem rs460089-GC. Provedli
jsme analýzu vazebné nerovnováhy, která nám ukázala, že SNP rs460089, je ve
významné vazebné nerovnováze se třemi regulačními lokusy umístěnými v intro-
nech genu SLC22A4, jedním regulačním lokusem v downstream umístění a třemi
regulačními lokusy v intronech genu SLC22A5. Z databáze RegulomeDB vyplývá,
že 4 lokusy byly potvrzeny jako takzvané lokusy exprese kvantitativního znaku
(eQTL), neboli genomové lokusy, které vysvětlují variace v hladinách exprese
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mRNA v monocytech, které regulují expresi genů SLC22A4 a SLC22A5. Dva
lokusy a samotný lokus rs460089 jsou dokonce konzervovanými místy pro vazbu
samotných transkripčních faktorů. Vzhledem k tomu, že rs460089 je ve vysoce
signifikantní vazebné nerovnováze s těmito 7 regulačními lokusy, alely rs460089
přesně předpovídají i alely těchto sedmi regulačních lokusů.

Druhý již výše zmíněný SNP rs2631365 byl ve významné vazebné nerovnováze s 5
regulačními lokusy. Dvě regulační místa se nacházejí v intronech genu SLC22A4
a tři v intronech genu SLC22A5. Když jsme tedy srovnávali kumulativní dosažení
MMR, byl kombinovaný genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC signifikantně příz-
nivější než genotyp rs460089-GG_rs2631365-TC. Podobně tomu bylo i u přežití
bez události. Na základě analýz vazebné nerovnováhy víme, že genotyp rs460089-
GC_rs2631365-TC odráží heterozygotní genotyp celkem 13 regulačních lokusů
pro geny SLC22A4 a SLC22A5, který je dle našich výsledků významně příznivý
pro dosažení MMR a EFS (obrázky 10 a 11). U takto heterozygotního genotypu
může alela na jednom chromozomu a odpovídající alela na homologním chromo-
zomu obsahujícím dvě různé kopie vzájemně interagovat a způsobovat transvekci,
což může vest k aktivaci nebo naopak k represi genové transkripce (Lee A.M. et
Wu C.t., 2006; Ou S.A. et al., 2009).

Výsledky z analýz genové exprese v testovaných buněčných liniích ukázaly velmi
silnou expresi genu SLC22A5 a nízkou expresi genu SLC22A4 nezávisle na typu
genotypu. Přesto byla transkripce SLC22A5 pozorována u buněčných linií, které
nesou kombinovaný genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC vyšší ve srovnání s lini-
emi s genotypem rs460089-GG_rs2631365-TC. To nastiňuje právě i vliv genotypu
na regulaci exprese genu SLC22A5, což následně může mít vliv na koncentraci
imatinibu uvnitř buněk. K odhalení celkového principu schopnosti vzájemné re-
gulace různých alel obsazujících regulační lokusy na regulaci exprese obou genu
je nutné provedení vysoce rozsáhlých funkčních analýz.

Dalšími směry studování vztahu k expresi genů SLC22A4 a SLC22A5 a distri-
buci imatinibu by mohly být analýzy vazby nebo naopak deplece transkripčních
faktorů ve vztahu k určité kombinaci genotypů, případně analýza modifikací his-
tonů a úrovně metylace DNA CpG ostrůvku v promotorech těchto genů, které
ovlivňují genovou expresi.

SNP v genu SLC22A4 a jejich případný vliv na dosažení MMR u pacientů s
CML zkoumala již ve své práci skupina vědců kolem Angeliny et al. (Angelini
S. et al., 2013). Ti ve své práci uvedli, že SNP rs1050152 nacházející se v exonu
SLC22A4, má vliv na dosažení MMR. Pacienti nesoucí alelu rs1050152-CT měli
během léčby imatinibem vyšší frekvenci dosažení MMR než pacienti s genotypem
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rs1050152-TT. Pro srovnání jsme provedli sledování frekvence výskytu genotypu
rs1050152-CT u pacientů s optimální odpovědí. Trend jsme pozorovali podobný
jako kolektiv autorů Angelini S. et al, ale výsledek nebyl statisticky signifikantní.
Podle databáze regulomeDB není SNP rs1050152 regulační pro expresi, ale na-
chází se ve vazebné nerovnováze s alelami regulačních lokusů. Tato vazebná nerov-
nováha však není tak vysoká, aby dokonale předvídala alely regulačních lokusů,
což se domníváme, může být důvodem, proč se na našem souboru pacientů ne-
podařilo častější výskyt rs1050152-TC u pacientu s dosažením MMR statisticky
prokázat. Nicméně, ve velkém souboru pacientu lze předpokládat, že zazname-
nanou významně vyšší míru dosažení MMR při léčbě imatinibem u pacientu s
rs1050152-CT by bylo možné nalézt.

Na základě našich dosažených výsledků o možném prognostickém významu SNP
rs460089 v dosažení MMR u pacientů v chronické fázi CML léčených imatinibem
a na základě nového cíle léčby, dle nejnovějšího doporučení ELN (Hochhaus A.
et al., 2020) tedy udržení MMR bez léčby TKI, jsme zkoumali rs460089 také jako
možný prognostický faktor pro udržení remise po vysazení imatinibu u pacientů s
CML. První studie, která se zabývala bezpečným vysazením TKI byla francouzská
studie STIM1 (Etienne G. et al., 2017), kde výsledkem bylo, že 38 % pacientů
udrží MMR i po vysazení TKI. Později bylo provedeno mnoho studií, na toto
téma, které shrnuje mataanalýza 15 studií s více než 500 pacienty, která prokázala,
že průměrně ztratí molekulární odpověď 51 % pacientů po vysazení imatinibu,
což ukazuje vysokou reprodukovatelnost výsledků (Campiotti L. et al., 2017).

Bylo také potvrzeno, že pokud se dodržují stanovená doporučení, včetně důsledné
monitorace pacientů a měření hladiny transkriptu BCR::ABL1, je vysazení TKI
zcela bezpečné. Přibližně 95 % pacientů, u kterých dojde ke ztrátě MMR a je u
nich promptně znovu zahájena terapie TKI, opět dosáhnou molekulární odpovědi
(Hochhaus A. et al., 2020). Zatím jsou publikovány pouze jednotky případů, u
kterých došlo k progresi onemocnění i po znovuzahájení terapie TKI a museli být
léčení chemoterapií následovanou transplantací krvetvorných buněk (Dulucq S.
et al., 2022).

Hlavním predikčním faktorem pro udržení remise bez léčby, na kterém se jednot-
livé studie shodovaly, je doba užívání TKI. Čím delší je doba užívání TKI, tím je
větší pravděpodobnost udržení remise bez léčby. Například pro studii EURO-SKI
byla hraniční délka léčby imatinibem 5,8 roku. Pacienti s délkou léčby kratší než
5,8 let měli pravděpodobnost udržení TFR 41 %, pacienti s délkou léčby imati-
nibem více než 5,8 let pak 63 % (Saussele S. et al., 2018). Dalším prognostickým
markerem udržení TFR, na kterém se studie shodovaly, byla hloubka a doba
trvání molekulární odpovědi (Takahashi N. et al., 2011; Mahon F.X. et al., 2024).
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Z dalších studií vyplývá, že významným mechanismem rozhodujícím o udržení
MMR je imunoprofil pacientů. Například pacienti, kteří byli v minulosti léčeni
INF-a, měli dle japonské retrospektivní studie větší pravděpodobnost udržet
MMR po ukončení léčby TKI než pacienti, kteří nebyli nikdy INF-a léčeni. Při-
čemž míra TFR byla 76 % u pacientů s předchozí léčbou IFN-a ve srovnání s
pouze 23 % u pacientů bez IFN-a. Kromě toho byla terapie IFN-a vyhodnocena
v této studii jako nezávislý prediktor molekulárního relapsu během 12 měsíců
(OR 0,0419 (95 % CI 0,0044–0,4035) P = 0,0060) (Takahashi N. et al., 2011).
Ve studii TWISTER pak měli pacienti ve skupině IFN-a + imatinib také lepší
pravděpodobnost TFR (52 %) než pacienti ve skupině pouze s imatinibem (34
%) (Ross D.M. et al., 2013).

Přestože přesný mechanismus účinku IFN-a není jasný, jednou z navrhovaných
možností je jeho účinek na aktivaci imunitních efektorových buněk (Talpaz M.
et al., 2012). To podporují i výsledky dílčí studie ke studii EURO-SKI, provede-
nou Nordic CML study group (NCMLSG), ve které bylo ukázáno, že pacienti s
vyšším zastoupením zralých (CD57+) a cytotoxických (CD16+ a CD57+) NK
buněk v době přerušení TKI, měli vyšší pravděpodobnost udržení remise bez
léčby (Ilander M. et al., 2016). Má se za to, že vyšší hladiny NK buněk mohou
být schopny, jak přímo zabíjet leukemické kmenové buňky, tak potencovat adap-
tivní imunitní reakce, a tím udržovat remisi po přerušení léčby. Že je udržení TFR
imunitně podmíněné naznačuje i práce Schütz et al., ve které uvádějí, že snížené
množství CD86+ plazmatických dendridických buněk (buněk prezentujících anti-
gen a stimulujících T lymfocyty k jejich cytotoxické aktivitě) podporuje udržení
TFR (Schütz C. et al., 2017).

Velmi slibnou navrhovanou možností jak predikovat udržení TFR by mohlo být
měření BCR::ABL1 na podkladě DNA (Machova Polakova K. et al., 2020). Pa-
cienti s nedetekovatelným BCR::ABL1 v DNA i transkriptem BCR::ABL1 v
mRNA udrželi TFR téměř ve všech případech, zatímco u pacientů s pozitivitou v
obou cílech bylo udržení TFR pouze 20 %. Zajímavou skupinou pak byli pacienti
s negativním transkriptem BCR::ABL1 v mRNA, ale pozitivní s BCR::ABL1 v
DNA, u nich byla šance na udržení TFR a ztrátu odpovědi vyrovnaná. Analýza
je ovšem náročná, vyžadující přesnou identifikaci BCR::ABL1 fúze a navržení
sady primerů a sond pro každého jednotlivého pacienta.

Jak jsem již zmiňovala výše, naší další snahou v předkládané práci bylo zjistit,
zda i SNP rs460089 má prediktivní hodnotu pro udržení remise bez léčby u pa-
cientů s CML. Do práce jsme zahrnuli celkem 176 pacientů, kteří byli zařazeni
do studie EURO-SKI, a zkoumali jsme, zda má u těchto pacientů genotyp SNP
rs460089 vliv na udržení remise po ukončení léčby imatinibem. Pro všechny paci-
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enty byla léčba TKI první linií, nikdo nebyl předléčen INF-a, aby nebyl výsledek
zkreslen tímto faktorem, který může vést k větší pravděpodobnosti udržení TFR.
Pacienti s genotypem rs460089-GC měli větší pravděpodobnost udržení MMR než
pacienti s genotypem rs460089-GG. Tento výsledek byl signifikantně významný.
Pacientů s genotypem rs460089-GC, kteří udrželi MMR po dobu 6 měsíců od
vysazení imatinibu, bylo 73 % (95 % Cl: 60-82 %), kdežto pacientů s genotypem
rs460089-GG bylo pouze 51 % (95 % Cl: 41-61 %). Procento pacientů, s genoty-
pem rs460089-GG, kteří udrželi MMR po vysazení léčby, se velice blíží celkovému
procentu pacientů, kteří udrželi TFR i v závěrech vysazovacích studií, kde při-
bližně 40-50 % pacientů udrželo MMR po vysazení TKI. Kdežto druhá skupina,
s příznivým genotypem rs460089-GC dosáhla o celých 20 % lepších výsledků.
Jako další nezávislý prediktivní faktor udržení MMR se ukázala celková délka
léčby TKI před jejich vysazením. Čím delší byla celková doba léčby TKI, tím
byla větší pravděpodobnost udržení MMR po jejím vysazení. Tento prediktivní
faktor se opakoval již v předchozích studiích. Převaha genotypu rs460089-GC nad
genotypem rs460089-GG ohledně udržení MMR po vysazení TKI byla potvrzena
i v druhé, validační, kohortě pacientů. Tam bylo zařazeno celkem 93 pacientů
z polské vysazovací skupiny. Vyšlo nám, že pacienti s genotypem rs460089-GC
mají pravděpodobnost udržení TFR dokonce 82 % (95 % Cl: 67-91 %), kdežto
pacienti s nepříznivým genotypem rs460089-GG pouhých 44 % (95 % Cl: 30-59
%). Tento rozdíl 38 procentních bodů je jistě klinicky relevantní. Jako další ne-
závislý faktor, který ve validační skupině pacientů ovlivňoval udržení MMR po
vysazení TKI, se ukázal být doba trvání hluboké molekulární odpovědi u jed-
notlivých pacientů. I zde byla patrná přímá úměrnost. Pacienti s delším trvání
DMR měli větší pravděpodobnost udržet TRF než pacienti, kteří měli dobu trvání
DMR kratší. I doba trvání DMR byla v řadě vysazovacích studií hodnocena jako
prognostický faktor. Vliv genotypu na pravděpodobnost udržení remise bez léčby
můžeme přisuzovat tomu, že heterozygotní forma genotypu je spojena s dosta-
tečnou koncentrací imatinibu umožňující účinnější cílení na buňky CML během
léčby ve srovnání s homozygotní formou genotypu rs460089-GG. Vliv genotypu
rs460089-CC na pravděpodobnost přežití bez relapsu po vysazení léčby nemů-
žeme na základě této práce posoudit. V první kohortě pacientů měli pacienti 6
měsíční pravděpodobnost přežití bez relapsu 61 % (95 % CI: 39–80 %), kdežto v
druhé skupině zahrnující pacienty z polské vysazovací skupiny dosahovala 6 mě-
síční pravděpodobnost přežití bez relapsu u pacientů s genotypem rs460089-CC
dokonce 85 % (95 % CI: 58–96 %). Tato nekoherentnost ve výsledku v obou sku-
pinách může být dána chybou malých čísel při nízké frekvenci zastoupení tohoto
genotypu v jednotlivých kohortách pacientů i v celkové populaci.
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Na základě našich výsledků, které jsme potvrdili i v nezávislé validační kohortě, se
domníváme, že bychom mohli genotypizaci SNP rs460089 zařadit do schématu tes-
tování u pacientů s CML, kteří budou léčeni imatinibem. Genotypizaci je možné
provést již v době diagnózy nebo kdykoliv během léčby imatinibem, a to pomocí
poměrně rychlého a levného genotypizačního testu TaqMan rs156322, které je
dobře použitelným markerem pro rs460089 u evropské populace, což jsme také v
naší práci potvrdili. Pro pacienty jiného etnika je vhodné zvolit metodu přímého
sekvenování. Na základě znalosti genotypu rs460089 bychom se pak mohli u hra-
ničních výsledků hladiny transkriptu BCR::ABL1 v 6., potažmo ve 12. měsíci
po zahájení léčby IM snadněji rozhodovat o změně léčby na TKI 2. generace u
pacientů s nepříznivým genotypem rs460089-GG.

Po dosažení hluboké molekulární odpovědi, která trvá minimálně 2 roky a délce
léčby TKI alespoň 5 let je možné zvážit vysazení imatinibu (nezávisle na typu
genotypu rs460089), jak je doporučeno v ELN 2020 (Hochhaus A. et al., 2020).
Přestože víme, že celková doba léčby TKI je nezávislým prognostickým fakto-
rem pro udržení TFR, provedli jsme multivariantní analýzu na sledování vlivu
délky léčby imatinibem na udržení TFR v závislosti na genotypu rs460089. Zjis-
tili jsme, že dlouhá doba trvání léčby imatinibem zvyšuje pravděpodobnost přežití
bez molekulárního relapsu po vysazení léčby u všech genotypů. Přičemž nejvý-
raznější vliv jsme pozorovali u pacientů s nepříznivým genotypem rs460089-GG.
A i přes vliv délky léčby imatinibem na pravděpodobnost přežití bez molekulár-
ního relapsu po vysazení léčby jsme pozorovali signifikantní rozdíl mezi pacienty
nesoucími genotypy rs460089-GC a rs460089-GG. Z toho plynoucí závěr, že pa-
cienti s rizikovým genotypem potřebují delší dobu léčby imatinibem před jeho
vysazením, aby si zvýšili šance na udržení remise bez léčby, může podpořit indi-
viduální rozhodnutí pacientů i jejich lékařů při zvažování pokračování v terapii s
případnou toxicitou, či dřívějším vysazením léčby a vystavení se vyššímu riziku
ztráty molekulární odpovědi.

Domníváme se, že farmakogenetický marker rs460089 prokázal prognostický vliv
na udržení remise po vysazení léčby u pacientů s CML léčených imatinibem v
první linii. Důležité je, že výsledek byl ověřen na nezávislém vzorku pacientů.
Jeho prognostický význam byl nezávislý na již zavedených prognostických fakto-
rech celkové délce léčby imatinibem a doby trvání hluboké molekulární odpovědi
před ukončením léčby, a naopak je doplňoval. Při dalším rozšiřováním souboru
pacientů a pravidelném vyhodnocováním důsledku genotypu by rs460089 mohl
být kandidátním parametrem pro tvorbu prediktivného TFR skóre, na jehož de-
finování se v celosvětovém kontextu pracuje.
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6. Závěry

V rámci plnění prvního cíle se nám podařilo sestavit panel celkem 19 genů kódu-
jících transportéry s anotovanou nebo potenciální funkcí transportu imatinibu.
A to jak na úrovni střevního, jaterního, renálního kompartmentu, tak i kompart-
mentu kostní dřeně. Pomocí sekvenování nové generace jsme sekvenovali celkem
1420 amplikonů zahrnujících promotorové oblasti těchto 19 vybraných genů. Cel-
kem jsme nalezli 95 různých jednobodových polymorfismů, z toho sedm nebylo
do té doby popsáno v databázi NCBI. Tím jsme potvrdili, že promotory ABC a
SLC genů jsou vysoce variabilní oblasti s MAF pohybující se od jednotek případů
až téměř k 50 % zastoupení.

Po provedení Fisherova exaktního testu pravděpodobnosti se nám podařilo vyti-
povat SNP rs460089 v promotoru genu SLC22A4, který signifikantně asocioval
s odpovědí pacientů s CML na léčbu IM ve 12. měsíci od zahájení léčby. Zjis-
tili jsme, že frekvence genotypu rs460089-GG je ve skupině pacientů, kteří na
léčbu neodpovídají optimálně, signifikantně vyšší než ve skupině optimálně od-
povídajících pacientů, zatímco genotyp GC je zastoupen signifikantně častěji u
pacientů s optimální odpovědí. Dále jsme pomocí Mann-Whitneyho testu pro-
kázali, že genotyp rs460089-GC je spojen s vyšší kumulativní incidencí dosažení
MMR ve 12. měsíci léčby IM. Pacienti s genotypem GC dosahovali MMR v 66
%, kdežto pacienti s genotypem GG pouze ve 37 %. Podobné výsledky přinesla
analýza Kaplan-Meierovou metodou, která byla použita k odhadu EFS. Pacienti
s genotypem GC měli signifikantně větší pravděpodobnost EFS než pacienti s ge-
notypem GG. Po provedení univariantní i multivariantní analýzy nám rs460089
vyšel jako nezávislý prediktivní faktor dosažení MMR.

Dalším cílem bylo měření mRNA vytipovaných transportérů u pacientů s opti-
mální a neoptimální odpovědí. Exprese, kterou jsme měřili z lyzátu směsi jader-
ných buněk periferní krve oproti kontrolními genu GUSB nebyla signifikantně
asociována s odpovědí pacientů léčených IM ve 12. měsíci. Nenalezli jsme ani vý-
znamný rozdíl v expresi transportéru u pacientů nesoucí genotyp GG a genotyp
GC. Toto mohlo být způsobeno i použitím RNA ze směsi různě zralých leuko-
cytů, kde může být různá exprese genu v závislosti na jejich subpopulaci. Proto
jsme provedli měření exprese u definovaných buněčných linií odvozených z blas-
tických buněk CML a agresivních lymfomů, kde 4 linie nesly genotyp GG a 4 linie
genotyp GC. Všechny linie měly nižší expresi mRNA SLC22A4 než SLC22A5,
linie s GC genotypem měly v průměru vyšší expresi SLC22A5 než linie s GG
genotypem, rozdíl v expresi SLC22A4 nebyl v závislosti na genotypu nalezen.
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Nepodařilo se nám tedy prokázat, že genotyp SNP rs460089 způsoboval zvýšení
relativní exprese genu SLC22A4 na úrovni mRNA.

Posledním cílem této práce bylo validovat marker SNP rs460089 nejen jako možný
prognostický marker dosažení MMR, ale také jako prognostický marker udržení
molekulární odpovědi po vysazení IM. Celkem jsme provedli analýzu na 269 pa-
cientech zařazených do studií s vysazením TKI. Na dvou nezávislých skupinách,
jedné čítající 176 pacientů a druhé čítající 93 pacientů jsme potvrdili, že rs460089
je nezávislý prognostický marker předvídající udržení molekulární odpovědi po
vysazení IM. Pacienti s genotypem GC měli 73 % (respektive 82 % ve validační
kohortě) pravděpodobnost udržení molekulární remise po vysazení IM oproti pa-
cientům s genotypem GG, kteří měli pravděpodobnost udržení molekulární remise
po vysazení IM pouze 51 % respektive 44 %.

Na základě výsledků předložených v této práci se domníváme, že genotypizaci
SNP rs460089 bychom mohli zařadit do schématu testování u pacientů s CML,
kteří budou léčeni IM. Na základě znalosti genotypu bychom pak mohli u hra-
ničních výsledků hladiny transkriptu BCR::ABL1 v 6., potažmo 12. měsíci po
zahájení léčby IM snadněji rozhodovat o změně léčby na TKI 2. generace. Dále
by znalost genotypu mohla rozhodovat i o vhodnosti pacienta k vysazení terapie
IM. Případně po jak dlouhé době od zahájení TKI či dosažení hluboké moleku-
lární odpovědi léčbu přerušit. Mohl by být jednou ze součástí prediktivního TFR
skóre, které se nyní definuje. Nutno ovšem podotknout, že molekulární mechanis-
mus vlivu rs460089 na výsledek léčby IM u pacientů s CML a na pravděpodobnost
udržení molekulární remise po ukončení léčby není zatím experimentálně vysvět-
len a je jistě třeba ho ještě prostudovat.
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