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Abstrakt:

Chronick4d myeloidni leukemie (CML) je diky cilené 1éc¢beé tyrozinkindzovymi
inhibitory (TKI) dobfe 1éCitelnym onemocnénim, které u vétSiny pacientli neni diivodem
zkraceni délky zivota. Pacienti jsou ale zatiZeni celoZivotni nutnosti uzivani 1écby, kterd je
v rizné mife toxicka. I to mohl byt diivod pro zafazeni nového cile 1é¢by do nejnovéjsich
doporuceni Evropské leukemické sit¢ (ELN) pro CML, udrzeni molekularni remise bez
1é¢by (TFR). Aby pacientim mohla byt 1é¢ba vysazena, je mimo jiné nutné, aby dosahli
dlouhodobé stabilni hluboké molekularni odpovédi (DMR). Pfiblizn€ 10-20 % pacientd je k
1écbe TKI rezistentnich a DMR nedosahne. Jednim z diivodd rezistence na stale
nejuzivangj$i TKI imatinib (IM) je jeho nedostate¢na biologickd dostupnost v cilovych
bunkach, ktera je zptisobena zménou exprese a aktivity membranovych pfenaseci z rodiny
ATP Binding Cassette (ABC) a Solute Carrier (SLC).

Cilem prace bylo nalezeni vhodného prognostického markeru dosazeni optimalni
odpovédi na lécbu IM, ktery by byl dostupny v dobé diagnézy a pomohl k casnému
vytipovani pacienti vhodnych ke zméné terapie na TKI 2. generace a zlepSeni jejich $ance
na dosazeni DMR.

Pomoci NGS jsme skrinovali SNP promotorovych oblasti 19 genti z rodin ABC a
SLC a pomoci Fisherova testu pravdépodobnosti jsme identifikovali SNP souvisejici s
odpovédi na 1é¢bu. Ty byly analyzovany u 129 pacienti v souvislosti s kumulativnim
dosazenim velké molekularni odpovédi (MMR) a pravdépodobnosti pteziti bez udalosti.
Nasledné byly vysledky zkoumany na nezavislé kohorté 269 pacientd zatazenych do studii
ukoncujicich 1é¢bu TKI a byla u nich analyzovana pravdépodobnost TFR.

Byl identifikovan SNP rs460089 (promotoru SLC2244), ktery je spjat s odpovedi
pacienti s CML 1é¢enych IM v prvni linii. Pacienti s genotypem rs460089-GC méli vyssi
pravdépodobnost dosazeni MMR ve 12. mésici od zahéjeni 1é€by nez pacienti s genotypem
rs460089-GG (P = 0,0001). Pacienti s genotypem rs460089-GC méli také vyssi
pravdépodobnost preziti bez udalosti nez pacienti s genotypem rs460089-GG (P = 0,00022).
Dale jsme prokazali, Ze genotyp rs460089 ovliviiuje TFR u pacientli zatazenych do studii
vysazujicich TKI. V kohort¢ celkem 176 pacienti zatazenych do studie EURO-SKI jsme
prokazali vyssi 6 mé&siéni pravdépodobnost pieziti bez molekularniho relapsu u pacientt s
genotypem 1s460089-GC (73 %, 95 % CI: 60-82 %) ve srovnani s pacienty s rs460089-GG
(51 %, 95 % CI: 41-61 %). Tento vysledek jsme potvrdili analyzou 93 pacientil z polské
vysazujici studie.

Domnivame se, Ze skrinink genotypu rs460089 umozni identifikovat pacienty,
kteti s vysokou pravdépodobnosti nedosahnou optimalni odpovéd’ na 1écbu IM a mohl by
tak pomoci pti rozhodovanim o v€asné zméné¢ terapie, ptipadné o vhodnosti vysazeni 1é¢by
pfi dosazeni DMR.

Klicova slova: chronickd myeloidni leukemie, imatinib, rezistence, SLC transportéry, SNP,
TFR



Abstract:

Chronic myeloid leukemia (CML) is a well-treatable disease thanks to targeted
therapy with tyrosine kinase inhibitors (TKIs), which in most patients does not result in a
shortened lifespan. However, patients are burdened with the lifelong necessity of taking
treatment, which is variably toxic. This could be a reason for the inclusion of a new treatment
goal in the latest European LeukemiaNet (ELN) recommendations for CML: maintaining
treatment-free remission (TFR). To discontinue the treatment, patients must achieve a long-
term stable deep molecular response (DMR). Approximately 10-20% of patients are resistant
to TKI treatment and do not achieve DMR. One reason for resistance to the most commonly
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 TKISs,
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 cumulative 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 (promoter of SLC2244) 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
15460089-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.

We believe that the screening for the rs460089 genotype will allow identification
of patients at high risk of IM treatment failure and could help in deciding on early change of
therapy or the suitability of treatment discontinuation upon achieving DMR.

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



1. Teoreticky uvod:

Chronickéd myeloidni leukemie (CML) je klonalni nadorové onemocnéni vznikajici
neoplastickou transformaci pluripotentni krvetvorné kmenové bunky. CML predstavuje asi
15 % vsech leukemii. Celkova incidence je 1-1,5 novych onemocnéni na 100 000 obyvatel
za rok s mirnou pievahou u muzi (1,4:1). Incidence stoupa s vékem, median veéku pii
stanoveni diagnézy je 65 let. Patofyziologickym podkladem tohoto onemocnéni je
Filadelfsky chromozom (Ph), ktery vznika reciprokou translokaci chromozémii 9 a 22.
Touto translokaci vznikd patologicky fuzni gen BCR::ABLI, coZ je gen ktery koduje
onkoprotein BCR::ABL1, tyrozinkindzu s deregulovanou aktivitou. Tato aktivita vede mimo
jiné k unikani postizenych bunék apoptotickym procestim, k jejich zrychlené proliferaci, ale
nebrani bunécné diferenciaci. To vede k typickému obrazu onemocnéni v periferni krvi,
leukocytoze s vyplavovanim nezralych forem granulocytd. Diky znalosti patofyziologické
podstaty onemocnéni mohl byt na zacatku 21. stoleti uveden do klinické praxe 1. cileny 1€k
CML imatinib (IM), tyrozin kinazovy inhibitor (TKI), ktery navazanim do mista pro vazbu
ATP brani fosforylaci a tim i aktivaci tyrozin kinazy. I ptes ptichod TKI 2. a 3. generace,
zustava IM stale nejéastéji uzivanym lékem prvni linie u pacientii v chronické fazi CML.
Ackoliv se CML stala s ptichodem TKI velmi dobfe 1éitelnym onemocnénim s dobrou
prognoézou, pfiblizné u 10-20 % pacientd 1é¢enych IM se rozvine rezistence, kterd mize
zpusobit pfechod do blastické fize onemocnéni, svym obrazem piipominajici akutni
leukemii se vS§emi dasledky (Jabbour E. et al., 2016; Hochhaus A. et al., 2020). Mezi znamé
mechanismy rezistence k TKI patii nadmérna exprese BCR::ABL1I, ptidatné cytogenetické
abnormality nebo vznik mutaci v kindzové doméné BCR::ABL1, které brani, nebo snizuji
silu vazby v cilovém misté TKI (Gorre M. E. et al. 2001; Gambacorti-Passerini C. B. et al.,
2003; Soverini S. et al. 2014). Dalsim diilezitym mechanismem rezistence je nedostatecna
koncentrace TKI uvniti leukemické bunky, ktera zptisobi jeji preziti a nasledné adaptaci na
1é¢bu. IM je 1é¢ivo, jehoz dostupnost v cilové buinice je zavisla na transportu pomoci
transmembranovych proteinu z rodin ATP Binding Cassette (ABC) a Solute Carrier (SLC).

Geneticka variabilita efluxnich (ATB) a influxnich (SLC) transportérti ovlivituje
expresi a aktivitu jednotlivych prenasecl, ¢imz miZze ovlivnit dostupnost 1é¢iva na vSech
arovnich, absorpci v travicim traktu, metabolismu v jatrech, distribuci i intracelularni
koncentraci v leukemické buiice. Lidsky genom obsahuje 48 gend kodujicich ABC
transportéry, z nichz 10 bylo spojeno s mnohocetnou 1ékovou rezistenci nadorovych bunék
(Vasiliou V. et al., 2009). Rodina SLC pak kdduje pies 450 gent sdruzenych do celkem 65
podrodin, z nichZ jiz 20 ma popsanou funkci 1ékového prenasece (César-Razquin A. et al.,
2018).

Nékolik studii zkoumalo transportéry ve vztahu k terapeutické odpovédi pacienti
s CML. Ngjlépe prozkoumanym transportérem pro eflux IM u pacientii s CML je ABCBI
(MDRI1, P-glykoprotein), u kterého byla prokazadna nadmérna exprese pii blastické fazi a
prispéni ke snizené uc¢innosti chemoterapie v pokrocilé fazi onemocnéni (Singh O. et al.,
2012, Burger H. et al., 2004). Dal$im studovanym efluxnim transportérem, jehoz substratem
je IM je ABCG2 (Burger H. et al., 2004).

Nejvice studovanym transportérem z rodiny SLC ve vztahu k vysledku 1écby CML
je SLC22A1 (OCT1). Ukazalo se, ze dosazeni velké molekularni odpovédi (MMR, tj. <0,1
% BCR::ABLI 1S; IS — International Scale) bylo ¢astéji pozorovano béhem lécby IM u
pacientl se zvysenou aktivitou SLC22A1 bez ohledu na denni davku IM, kdezto pacienti s
normalni ¢i snizenou aktivitou tohoto transportéru profitovali ze zvySeni davky IM a doséhli
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Castéji MMR nez pacienti se standardni davkou (White D. L. et al., 2007; Gromicho M. et
al., 2013). Naproti tomu Hu et al. pfisuzuji SLC22A1 mensi vyznam v transportu IM. A
popisuje signifikantné vyssi afinitu IM k SLC transportérim SLCO1A2, SLCOI1B3 a
SLC22AS5 ve srovnani s transportéry SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, SLC22A4,
SLC22A6, SLC22A7 a SLC22A8 (Hu S. et al., 2008).

V souvislosti s odpovédi na 1écbu CML IM byly studovany jednonukleotidové
polymorfismy (SNP) v kodujicich oblastech genti pro nékteré pfenaSece IM. Napiiklad SNP
rs683369 v exonu 2 SLC22A41 byl spojen se Spatnou odpovédi na IM u pacientd s CML
asijského ptivodu (Kim D. H. et al., 2009). V italské studii zase uvedli, Ze alela rs1050152-
C genu SLC2244 byla vyznamné spojena s MMR (Angelini S. et al., 2013). Byly také
popsany souvislosti genotypti rs2032582, rs1128503 a rs60023214 genu ABCBI s odpovédi
na IM, i kdyz vysledky zde byly pomérné rozporuplné (Dulucq S. et al., 2008; Ni L. N. et
al., 2011; Maffioli M. et al., 2011).

2. Vychozi hypotéza a cil prace:

CML se stala s ptichodem TKI dobte 1éCitelnym onemocnénim, ptesto 10-20 %
pacientt je k 1é¢bé IM rezistentnich. Jednim z divodu muze byt nedostatecna koncentrace
IM v leukemickych buiikach. Transport IM je zavisly na transportnich pfenaSecich z rodin
ABC a SLC. Jejich zménéna exprese a aktivita mize mit vliv na intracelularni koncentraci
IM a tim i na odpovéd’ na 1é¢bu. Dosud byly studovany SNP v kédujicich oblastech téchto
transportérii. Z prace Hesselson SE et al. vime, Ze oblasti promotori ABC a SLC
transportért jsou velice polymorfni. Ve své praci publikovali vice nez 500 polymorfismt v
promotorové oblasti u 107 ABC a SLC gent zdravych osob (Hesselson S. E. et al., 2009).
Domnivame se, ze tyto polymorfismy, které se pfirozené vyskytuji i u pacientd s CML,
mohou ovliviiovat dostupnost 1éku v cilovych burikdch a sehrat vyznamny podil na rozvoji
rezistence u jednotlivych pacienti.

Cilem prace bylo u vytipovanych pfenaSecti z rodin ABC a SLC, které jsou
anotovanymi ptenase¢i mnozstvi 1&Civ, nalézt polymorfismy v jejich proximalnich
promotorech — znamych variabilnich mistech hrajici dlezitou roli v regulaci exprese gend,
které by mohly predikovat odpovéd’ pacientd s CML na 1é¢bu IM.

Konkrétni cile, jejichZ naplnéni je obsahem této disertacni prace:

1. Sestaveni panelu promotorovych oblasti vybranych gentl, jeZz mohou mit
souvislost s transportem IM ve vSech kompartmentech a identifikovat polymorfismy, které
se vyskytuji ve studované kohorté pacienta.

2. Hodnoceni korelace mezi jednotlivymi nalezenymi polymorfismy s odpovédi
pacientd v chronické fazi CML na 1é¢bu IM ve 12 mésici 1écby.

3. Hodnoceni vlivu nalezenych polymorfismil na expresi konkrétnich pfenasect.

4. Ovéfeni nalezenych polymorfismi jako prediktivnich markert dosazeni
optimalni odpovédi pacientti s CML na IM a zéroven i jako prediktivnich markerti udrzeni
molekularni odpovédi po vysazeni 1écby IM.



3. Material a metodika:
3.1. Soubor vySetiFovanych pacientii:

Skrininkovou kohortu pro vyhledavani SNP v 19 promotorovych oblastech gent
ABC a SLC tvorilo celkem 83 pacientd. Podminkami pro zafazeni byly: 1) diagndza v
chronické fazi CML, 2) dostupnost vzorku pied zahdjenim 1écby IM, 3) 1é¢ba prvni linie IM
davkou 400 mg za den, 4) dobré spoluprace pacienta, 5) minimalni doba sledovani odpovédi
pacienta na 1écbu 48 mésicl. Na zaklad¢ sledovani odpovédi na 1écbu ve 12. mésici byli
pacienti rozdé€leni na 2 skupiny dle doporuceni ELN z roku 2013 (Baccarani M. et al., 2013).
Na skupinu Responders (BCR::ABLI < 0,1 % IS; n =40; optimal) a skupinu Non-responders
(BCR::ABL1>0,1 % IS; n=43; warning a failure). Do studie nebyli zafazeni pacienti s
vyskytem mutaci v kindzové doméné BCR::ABLI. V pribéhu prace se podafilo rozsifit
kohortu pacientd s CML o dalSich 46 pacienttli, ktefi spliiovali stejnd kritéria jako prvni
skupina. Jen doba sledovani odpovédi byla alespon 12 mésicti. Na této kohorté byl proveden
skrinink SNP v promotorovych oblastech 2 genil, SLC2244 a SLC2245.

Validaéni kohortu pro posouzeni prognostického faktoru dosazeni MMR rs460089
v promotoru SLC2244 a zaroveinl jako skrininkovou kohortu pro analyzovani TFR a 6
mésiéniho MRFS tvofilo 301 pacienti zafazenych do mezinarodni studie za pfisnych
podminek ukoncujici 1é¢bu TKI, EUROPEan Stop Kinase Inhibitor (EURO-SKI). Pro
validaci vysledki pravdépodobnosti udrzeni TFR a dosazeni 6 mési¢éniho MRFS byla
sestavena kohorta 103 pacienti s CML 1écenych v Polsku, ktefi pod koordinaci Polish Adult
Leukemia Group (PALG) vysadili TKI.

3.2. Navrh primerta a PCR promotorovych oblasti:

Sekvence promotorovych oblasti 19 gent byly analyzovany s vyuzitim databazi
The National Center for Biotechnology Information (NCBI), Pharmacogenetics of
Membrane Transporters Database (UCSF PMT) a The Eukaryotic Promoter Database
(EPD). Pomoci nastojii Primer3 plus, Primer-BLAST a OligoAnalyzer 3.1 byly navrzény
primery pro generovani amplikonii o délce 1000-1500 bp zahrnujicich celou oblast
promotoru, piilezitostné presahujicich do prvnich exont a intrond. Genomova DNA byla
izolovana pomoci TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) nebo
guanidiniumthiokyanatu (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko) z
ulozenych bunéénych lyzati o koncentraci 10 x 106 bunék/ml. Knihovna amplikonil pro
NGS analyzu byla vytvofena PCR s vyuzitim navrzenych primerovych parti a systému
FastStart™ High Fidelity PCR (Roche Applied Science, Basel, Svycarsko) nebo AccuPrime
Supermix I (Thermo Fisher Scientific). Produkty PCR byly ovéfeny elektroforézou na
agardzovém gelu se zobrazenim pod UV transluminatorem a kvantifikovany s vyuzitim
ptistroje 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA USA).

3.3. Cilené sekvenovani vybranych promotorovych oblasti:

Promotorové oblasti od 38 pacientl byly sekvenovany pomoci systému NGS GS
Junior (technologie 454; Roche Applied Science). Knihovny amplikonti byly pfipraveny
podle navodu vyrobce pomoci soupravy Rapid Library Preparation kit (Roche Applied
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Science). Nebulizace produktll PCR na pozadované délky 400—600 bp byla provedena pod
tlakem 55 psi po dobu 2,5 minuty. Dalsi kroky pfipravy knihoven: Fragment End Repair,
AMPure bead preparation, Adaptor Ligation, Small Fragment Removal, byly provedeny dle
protokolu vyrobce. Kvalita ptipravenych amplikonovych knihoven byla stanovena pomoci
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) s pouzitim High Sensitivity DNA ¢ipu (Agilent
Technologies). Pro kvantifikaci nebulizované knihovny amplikont byla pouzita sada KAPA
Library Quantification Kit pro platformu Roche 454 GS Titanium (Kapa Biosystems,
Wilmington, MA USA). V kazdém béhu NGS bylo analyzovano 19 amplikonti od 12
pacientli, diky moznosti vyuziti vicenasobnych identifikatori (MID; Roche Applied
Science) ligujicich se na konce amplikonti. Spojené vzorky byly zpracovany emulzni PCR
podle emPCR Amplification Manual Lig-L (Roche Applied Science). Sekvenace byla
provedena podle protokolu Sequencing Manual (Roche Applied Science). Vzhledem k
dostupnosti nové sady (GS Junior + Sequencing Kit XL+; Roche Applied Science) pro
dlouhé sekvenovani amplikont byl v analyzach amplikond u 24/38 pacienti vynechan krok
fragmentace amplikonu. Knihovna z promotorovych oblasti 55 pacientli byla pfipravena
spolupracujici laboratofi dr. BeneSe; Gene Core Heildelberg a nasledné sekvenovana
pristrojem MiSeq (Illumina, San Diego, CA USA). Sekven¢ni analyza a identifikace SNP
byly provedeny pomoci softwaru NextGENe (Softgenetics, State College, PA USA).
Metodou Sangerova sekvenovani jsme analyzovali SNP v promotorech gentt SLC2244 a
SLC22A5 u pridané skupiny celkem 46 pacientl a 9 testovanych bunécnych linii. Dale bylo
Sangerovo sekvenovani vyuzito jako nastroj pro validaci genotypové eseje TagMan SNP
Genotyping Assays C__ 2390965 10 (Thermo Fisher Scientific) u 301 DNA vzorkd
pacienti zatazenych do EURO-SKI studie.

3.4. Genotypizacni analyza:

Jako rychly a spolehlivy pfistup ke genotypovani jednotlivych SNP byla pouzita
esej TagMan SNP genotyping assay (ThermoFisher Scientific) s vyuzitim RT-PCR systému
StepOnePlusTM. K vyhodnoceni detekovanych alel byl pouzit software dodavany
vyrobcem pfistroje StepOnePlus.

Pro genotypovani SNP rs1050152 (SLC2244) byla pouzita komeréné dostupna
TagMan SNP Genotyping Assays C__ 3170459 30 (ThermoFisher Scientific). Pro SNP
rs460089 (SLC22A44) neni komer¢ni esej dostupna a pokus o navrzeni vlastni eseje selhal
pro bohaty vyskyt GC nukleotidli obklopujici sekvenci testovaného SNP. Na zékladé
analyzy vazebné nerovnovahy (LD) byl vybran SNP rs156322 (SLC2244) s komercné
dostupnou eseji TagMan SNP Genotyping Assays C 2390965 10 (ThermoFisher
Scientific), ktery dokonale predikuje alely SNP rs460089. Jako vstupni material do
experimentl byla pouzita genomicka DNA izolovana z celkovych leukocytt periferni krve
jednotlivych pacientti v koncentraci 10-15 ng/pl a jako pozitivni kontrola byly pouzity 3
bunééné linie nesouci rizné genotypy SNP rs460089; MEGO1 = CC, CML-T1 = GC a KCL-
22 = GG. Reakéni smes a podminky PCR byly provedeny dle doporuceni vyrobee.

3.5. Analyza vazebné nerovnovahy:

Vazebna nerovnovéaha (LD; Linkage disequilibrium) je nendhodné asociace mezi
alelami dvou a vice lokusi, ¢ehoz se da vyuzit ve vazebnych analyzach mezi markerem a
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funkénimi polymorfismy. Analyza LD genotypovanych SNP k identifikaci polymorfismii v
nekodujicich oblastech SLC2244 a SLC22A5 byla provedena pomoci nastroje LDlink 1.1
http://analysistools.nci.nih.gov/LDlink/ (Machiela M. J. et al., 2015). SNP s vysokym skore
dle databaze RegulomeDB (Boyle A. P. et al., 2012), ktera ukazuje pravdépodobnost jejich
regulacniho Uc¢inku na expresi genu, byly zkoumany pomoci nastroje LDproxy. S vyuzitim
funkce LDmatrix byla vytvofena Heatmapa parovych statistik LD. Frekvence haplotypii
byly vyhodnoceny pomoci utility LDhap. VSechny analyzy byly provedeny na Evropské
populaci.

3.6. Méfeni relativni exprese genu SLC2244 a SLC22AS5:

Celkova RNA byla izolovana z bunécnych lyzati ulozenych v TRIzol® (Thermo
Fisher Scientific) v koncentraci 1 x 106 bunék/ml. Mnozstvi RNA bylo stanoveno na
spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). 200 ng RNA bylo
transkribovano do c¢cDNA pomoci iScript cDNA Synthesis Kit (¢. 170-8891; BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). K relativni kvantifikaci exprese byl pouzit 7900HT Fast
Real-time PCR Systém (Thermo Fisher Scientific) s pouzitim TagMan® Gene Expression
Assays Hs01548718 ml pro gen SLC22A44 a Hs00929869 m1 pro gen SLC22A5 (Thermo
Fisher Scientific). Jako kontrolni gen byl pouzit GUSB (B-glucuroniddza) u pacientskych
vzorkl a GAPDH (Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza) u bunéénych linii. K
vyhodnoceni byl pouzit vypocet delta Ct.

3.7. Vypocet halving time BCR::ABLI:

Pacienti s dosazenim rychlého poklesu transkriptu BCR::ABLI pii 1é¢bé IM ve
ttech mésicich (BCR::ABLI1<10 % IS) maji lep§i prognézu nez pacienti s pomalym
poklesem (optimal x failure, dle ELN z roku 2013 (Baccarani M. et al., 2013)). Neni jisté,
jestli je s vyhodou u pacientli s pomalejsim poklesem transkriptu hned meénit 1écbu. Je
mozné, ze pokles neni dostate¢ny vzhledem k nalozi leukemickych bunék v dobé diagnézy.
Moznym piesnéj$im nastrojem pro urceni progndzy muze byt halving time, doba (méfena
ve dnech) za kterou poklesne hladina transkriptu BCR::ABLI z vychozi hodnoty na
polovinu. Susan Branford et al. (Branford S. et al., 2014) spocetli, Ze pacienti, ktefi maji vice
nez 10 % IS transkriptu BCR::ABLI ve tfech mésicich maji i tak dobrou prognézu pokud
jejich halving time je krat$i nez 76 dni. Ke kvantifikaci hladin transkriptu BCR::ABLI u
pacientd v obdobi diagnozy, ve 3 mésicich a v 6 mésicich 1&¢by IM jsme vyuzili metodu
qRT-PCR dle s vyuzitim kontrolniho genu GUSB, standardizovanou v ramci projektu
EUTOS for CML ELN (The EUropean Treatment Outcome Study) (Miiller M. C. et al.,
2009). Vysledky jsou uvadény v mezinarodnim méfitku IS. Mira zmény hladiny transkriptu
BCR::ABLI oproti dob¢ diagndzy byla u kazdého pacienta méfena v dobé medianu 3,1 mésic
(1,6-4,6 mésice) a medidnu 6,2 mésict (4,5-8,9 mésice) od zahajeni 1é¢by IM. Vypocet
halving time byl proveden podle metody Susan Branford et al. (Branford S. et al., 2014).



3.8. Statistické analyzy:

Fishertiv exaktni test pravdépodobnosti (FEPT) byl pouzit k analyze frekvence alel
v jednotlivych kohortach pacientd. K hodnoceni asociace mezi genotypy a halving time
BCR::ABLI byl pouzit Kruskal-Wallisiv test. Kfivky kumulativni incidence dosaZeni
stabilni MMR b¢hem 1écby IM byly vypocteny uzitim Mann-Whitneyho testu. Kaplan-
Meierova metoda byla pouzita k odhadu EFS. K ovéfenti statisticky vyznamnych nezavislych
faktorli pro dosaZeni stabilni MMR a EFS byly pouzity univariantni a multivariantni
analyzy. Pro vypocet analyz byl pouzit log-rank test a analyza Coxovou metodou. Statistické
analyzy byly provedeny pomoci MATLABu verze R2015b a webovych néstroji:
http://vassarstats.net. Grafy byly vytvofeny pomoci software GraphPad Prism version 4.03
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). U souboru pacientli s pferuSenim terapie IM, ktery
byl pro statistické analyzy rozdélen na pacienty zatazené do EURO-SKI a pacienty 1é¢enych
v Polsku, byly uZity nasledujici statistické metody: 95 % interval spolehlivosti (CI) dle
Wilsona byl pouzit k vypoctu stanoveni podilu pacienti drzicich MMR i Sest mé&sicti po
vysazeni IM. Odds ratio (OR) bylo z divodu srovnani univariantnich a multivarintnich
analyz vypoc¢itano pomoci logistické regrese. K odhadu MRFS, byla u pacienti po vysazeni
IM vyuzita Kaplan-Meierova metoda. Pro vypocet univariantnich a multivariantni analyz
byla pouzita Coxova metoda. Variantnimi daty do analyz byl genotyp SNP rs460089,
pohlavi pacienta, vék v dob¢ vysazeni IM, trvani 1écby TKI pfed jeho vysazenim, doba trvani
DMR pied vysazenim TKI a doba 1é¢by od zahajeni TKI a dosazeni DMR. Statistické
analyzy byly provedeny pomoci SAS 9.4.

4. Vysledky:

4.1. Identifikace SNP v promotorech geni ABC a SLC asociovanych s odpovédi
pacienti s CML:

Pocatecni skrinink SNP 19 promotorovych oblasti byl proveden u 83 pacientil
s CML. V celkem 1486 analyzovanych amplikonti jsme detekovali 95 SNP, z toho 7 SNP
dosud nebylo popséano v databazi NCBI. Navrh primeru umoznil identifikaci 12 SNP mimo
promotorové oblasti; celkem 9 SNP v exonu 1 gent SLC2241, SLC2245, SLC2248,
SLCO0I1A2 a3 SNP v intronu 1 genlt SLC28A41, SLC28A43, SLC47A2).

Na zékladé FEPT byly v promotoru SLC22A44 identifikovany 2 SNP ve vysoké LD
(rs460089 G/C; rs460271 G/C), které byly signifikantné asociovany s odpovédi pacientli na
1é¢bu IM ve 12. mésici od zahajeni 1é¢by. Frekvence genotypi GG obou SNP byla vyznamné
vys§i u pacientll s neoptimalni odpovédi na IM, zatimco genotypy GC byly spojeny s
optimalni odpovédi (P = 0,003; obrazek 1a). Pro validaci asociace odpovédi na 1écbu IM se
SNP rs460089 byla pouzita kohorta Citajici 46 pacientl. Vysledky FEPT pro jednotlivé
frekvence alel rs460089 a typu odpovédi na lé¢bu nebyly u této samostatné skupiny
signifikantni, coz pravdépodobné souviselo s malym poctem pacientil (P = 0,061; obrazek
1b). FEPT jsme tedy provedli na sloucené kohorté celkem 129 pacientli a potvrdili jsme
signifikantni asociaci rs460089 s odpovédi na 1écbu IM (P = 0,0001; obrazek 1c¢).
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FEPT odhalil dal$i potencialné zajimavé SNP v LD lokalizované v promotoru
zahrnujici i 5" UTR oblast SLC2245 (rs4646298 C/T; rs13180169 G/T; rs13180186 G/T;
rs13180043 C/T; rs13180295 G/A) vykazujici Castéjsi heterozygotni genotyp u pacientd
s neoptimalni odpovédi ve srovnani s pacienty s optimalni odpovédi. Rozdily ve frekvencich
genotypu téchto 5 SNP v rozsitené kohorté pacienti s CML (n = 129) vSak nebyly statisticky
signifikantni (P = 0,204; obrazek 2a).

Na zaklad¢ publikace Angeliny et al. (Angelini S. et al., 2013) o roli SNP
rs1050125 lokalizovaném v exonu 9 v genu SLC2244, ktery mél souvislost s odpovédi na
1é¢bu IM u pacienti s CML, jsme genotypovali i tento SNP. Bylo pozorovano vétsi
zastoupeni genotypu CT u pacientil s optimalni odpovédi na IM, ale FEPT pro jednotlivé
frekvence alel nebyl signifikantni (P = 0,119; obrazek 2b).
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100 100 ,
obrazek 2) Frekvence
" © genotypu a) rsl318904§ a
b) rs1050152 u pacientti s
_— ® & 0pt1mavln,1 a neoptimalni
g g odpovédi na IM po 12
: ., 2w mésicich od zahajeni
£ = 1é¢by. Vysledek pro
5 - i ‘ slou¢enou kohortu
‘ 2 pacientd.
' i . L

NOR OR NOR OR

IM: imatinib; NOR: idajici optimélné; OR: paci imalni &di; *¥7: Fischer exact pi ility



4.2. Analyzy vazebné nerovnovahy:

S identifikovanymi SNP v promotorech genti SLC2244 a SLC22A5 byla provedena
analyza LD. LD je nendhodnd asociace mezi alelami dvou a vice lokust, ¢ehoZ se da vyuzit
ve vazebnych analyzach napf. mezi markerem a funkénimi polymorfismy. Z analyzy byly
vylou¢eny SNP rs60978556, 1s369724970 a 1s202088921 (SLC2245), z divodu velmi malé
frekvence zastoupeni minoritnich alel, které byly nalezeny pouze u 4 pacientt ze 129. Do
analyzy byl pfiddn SNP rs1050152 nachézejici se v exonu 9 SLC22A44, ktery byl Angelini et
al. (Angelini S. et al., 2013) reportovan jako SNP majici vliv na odpovéd’ na 1é¢bu IM.

Pomoci néastroje LDmatrix byla vytvofena interaktivni heatmapa, ukazujici
studované SNP s jejich takzvanymi proxy, tedy SNP ve vyznamné LD (Obrazek 3). Objevili
jsme dvé skupiny SNP, které byly ve vyznamné LD s SNP, které lezi dle databaze
RegulomeDB (Boyle A. P. et al., 2012) v anotovanych regulacnich oblastech obou genil
(R2=0,98-1,0; P<0,0001). Jedna se o skupinu SNP v promotoru SLC2244 rs460089,
rs4602271 a SLC22A45 rs2631369 a rs2631368, které jsou ve vyznamné LD (R2 =0,98-1,0;
P <0,0001) se 7 SNP lezicimi v regulacnich lokusech obou genti. Jedna se o SNP rs270606,
15156322, 1s272872 a rs272868 v genu SLC2244 a 152631362, rs274570 ars183898 v genu
SLC22A5. Druhou skupinu tvoii SNP promotoru SLC22A45 rs2631365, ktery je ve vyznamné
LD (R2=0,98-1,0; P<0,0001) s 5 funkénimi SNP lezicimi v intronech obou gent. Jedna
se 0 15272842 a rs272889 v genu SLC22A44 a 1s2631363, 1s274567 a 15274559 v genu
SLC2245. Dals$imi zajimavymi SNP byly analyzované SNP rs13180043 a rs13180295 lezici
v nekddujici oblasti genu SLC22A45, které jsou ve vzajemné vyznamné LD (R2=1,0;
P <0,0001), nebyly pro n¢ nalezeny zajimavé proxies, ale dle databaze RegulomeDB jsou
to pravdépodobna mista ovliviiujici vazbu transkripénich faktorti. Podle Possition-Weight
Matrix (PWM) se na sekvenci v misté obou SNP, které byly nalezenya v genomu bunécnych
linii K562, vaze transkripéni faktor (TF) HIC1, znamy jako lidsky tumor supresorovy gen.
HIC1 funguje jako negativni modulator signalni drahy Wnt, kterd reguluje osud bun¢k
béhem embryonalniho vyvoje a jeji nefyziologicka aktivace zptuisobuje rakovinné bujeni v
dospélosti (Valenta T. et al., 2006). Dalsi velice dilezitou skute¢nosti, kterou nam databaze
RegulomeDB ukazala, je, Ze nami vytipovany SNP rs460089 nachazejici se v promotoru
genu SLC22A44 je také misto ovliviiujici vazbu TF. Jedna se o misto, na které se dle PWM v
bunééné linii K562 vaze heterodimer MYC:MAX, ktery jako onkoprotein aktivuje
transkripci a stimuluje bunécnou proliferaci. Posledni zafazeny SNP do analyzy LD a
studovany dle databaze RegulomeDB byl SNP rs1050152, ktery se nejevi jako
pravdépodobny pro vazbu TF, stejné jako SNP v promotoru genu SLC2245 rs2631367 se
kterym je ve vyznamné LD (R2 =0,79; P <0,0001).
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4.3. Genotyp SNP rs460089 ovliviiuje odpovéd’ na 1é¢bu imatinibem:

Testovali jsme, zda genotypy SNP rs460089, rs2631365 nebo rs13180043 jsou
asociovany s dosazenim Casné molekularni odpovédi (EMR), ktera je definovana jako
hladina transkriptu BCR::ABLI < 10 % po 3 mésicich 1é¢by (Baccarani M. et al., 2013).
Udaje pro zhodnoceni EMR byly k dispozici pro 117 ze 129 pacientd. V tomto méfeni se
nam nepodafilo najit vyznamnou souvislost mezi genotypy a dosazenim EMR. Je nutné si
ale uvédomit, ze EMR je definovana na zaklad¢ jediného méfeni hladiny transkriptu
BCR::ABL1/GUSB, pfiCemz variabilita v jediném méteni mize EMR ovlivnit. Vypocetli
jsme tedy BCR::ABLI halving time (HT) v 6 mésicich, kdy bylo mozné m¢fit hladiny
transkriptu BCR::ABL1/GUSB hned ze tii po sob¢ jdoucich méfeni (v dobé zahajeni 1é¢by
IM, ve 3 mésicich a v 6 mésicich 1é¢by) a to u 119 pacientl ze 129. Zjistili jsme, ze genotyp
rs460089-GC byl spojen s vyznamné kratsim HT6 hladiny BCR::ABLI ve srovnani s
1s460089-GG (P < 0,0001). Pro dalsi sledované SNP rs2631365 a rs13180043 nebyl nalezen
signifikantni rozdil mezi genotypy a HT6 BCR::ABLI.

Dalsim dulezitym zjisténim bylo, Ze pacienti s genotypem rs460089-GC maji
signifikantné vyznamnéjsi kumulativni dosazeni MMR nez pacienti s genotypem rs460089-
GG (Obrazek 4a). Pacienti s genotypem rs460089-GC méli také vyznamné vyssi
pravdépodobnost EFS, ¢imz je mysleno: ztrata odpovédi, rozvoj BCR::ABLI mutaci
rezistentnich k 1é¢be, progrese nebo umrti v souvislosti s CML v pribéhu 1écby IM; nez
pacienti s genotypem rs460089-GG (obrazek 4b). Vysledky pro zbyvajici genotyp rs460089-
CC nelze spolehlivé interpretovat pro malou frekvenci vyskytu.
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obréazek 4) a) Kumulativni dosaZeni stabilni MMR b&hem 1¢cby IM ve spojeni s genotypy
rs460089. Udaje v tabulce ukazuji pravdépodobnost dosazeni MMR ve 12, 18 a 24 mésici
od zahajeni uzivani IM. b) Pravdépodobnost EFS béhem 1é¢by IM ve spojeni s genotypy
rs460089.

4.4. Kombinace genotypi SNP promotori SLC22A44 a SLC22A5 ovliviiuje odpovéd’
na lé¢bu imatinbem:

Dalsi zajimavy SNP, ktery by mohl mit souvislost s odpovédi na 1écbu IM u
pacienti s CML je SNP rs2631365 (SLC2245), ktery jsme genotypovali na celkové kohorté
129 pacientd. Jako samostatny predikcni faktor tento SNP nebyl signifikantni, ale dle
provedeného FEPT hraje vyznamnou roli v kombinaci s SNP rs460089. Podafilo se nam
prokazat, ze genotyp SNP rs2631365-TC, ktery mélo 60 pacientl z celkem 129 vySettenych,
souvisi s odpovédi na 1é¢bu IM. Kombinovany genotyp rs460089-GG_rs2631365-TC byl
signifikantné Cast¢jsi u pacientli s neoptimalni odpovédi na 1écbu IM, zatimco genotyp
rs460089-GC rs2631365-TC byl vyznamné castéj§i u pacient s optimalni odpovédi
(P =10,00006; obrazek 5), vyznamnost tohoto rozdilu byla vétsi, nez pokud se jednalo pouze
o diive zminovany genotyp SNP rs460089. Podobné vysledky jsou i spojené s vyznamné
delsim HT v 6 mésicich, kdy pacienti s nepfiznivym kombinovanym genotypem rs460089-
GG _1s2631365-TC byli spojeni s vyznamné delsim BCR::ABLI HT v 6 mésicich ve
srovnani s pacienty nesouci kombinovany genotyp 1s460089-GC rs2631365-TC
(P=0,004).

Obdobné je tomu u kumulativniho dosazeni stabilni MMR a pravdépodobnosti
EFS. Kombinovany genotyp rs460089-GC _rs2631365-TC byl spojen s vyssi kumulativni
pravdépodobnosti dosazeni stabilni MMR bé&hem 1é¢by IM ve srovnani s kombinovanym
genotypem rs460089-GG_rs2631365-TC (P <0,0001; obrazek 6a). Pacienti s genotypem
rs460089-GC rs2631365-TC méli vyssi pravdépodobnost EFS ve srovnani s pacienty s
rs460089-GG_rs2631365-TC (P <0,0001; obrazek 6b).
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obrazek 6) a) Kumulativni dosaZeni stabilni MMR bé&hem 1é¢by IM ve spojeni s kombinaci
genotypt rs460089 rs2631365. b) Pravdépodobnost EFS béhem 1é¢by IM ve spojeni
s kombinaci genotypti rs460089_rs2631365.

Tteti zajimavé SNP, ktery je ve vyznamné LD a miize hrat ulohu v regulaci exprese
prenasect IM je rs13180043. Dle provedeného FEPT jsme gzjistili, ze frekvence
kombinovaného genotypu SNP rs460089-GC rs13180043-CC je vyznamné vysSi u
pacienti s optimalni odpoveédi na 1écbu IM ve 12 mésicich nez u pacientd na lécbu
odpovidajicich neoptimalné. Podobné¢ HT v 6 meésicich byl u pacientli s pfiznivym
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kombinovanym genotypem rs460089-GC rs13180043-CC kratsi nez u pacientl s
kombinovanym genotypem rs460089-GG_rs13180043-CC. Je nutné ale poznamenat, ze 35
pacientl z 38, ktefi méli pfiznivy kombinovany genotyp rs460089-GC_rs13180043-CC,
nesli také genotyp 1s2631365-TC, a pouze 10 pacientd z 56 s kombinovanym genotypem
15460089-GG_rs13180043-CC mélo také genotyp rs2631365-TC.

4.5. SNP rs460089 je nezavisly prediktivni faktor odpovédi na 1é¢bu CML:

Vzhledem k tomu, ze SNP v promotoru SLC2244 rs460089 ve vyse provedenych
analyzach vychdazelo jako nejsilngjsi predikujici faktor odpovédi na 1écbu CML IM, chtéli
jsme tyto vysledky potvrdit dalsi analyzou. Provedli jsme tedy univariantni a nasledné
multivariantni analyzu parametrli pfedpovidajicich odpovéd na 1é¢bu IM. Jako nezévislé
faktory do téchto analyz byly zatazeny rizikova skére CML dle Sokala, Hasforda a EUTOS
skore, dale denni davka IM a tfi SNP v promotorech SLC2244 a SLC22A45 rs460089,
rs2631365 ars13180043. Vyznamné nezavislé faktory z univariantni analyzy, byly zatazeny
do analyzy multivariantni. Pro ob¢ analyzy bylo vypocitano jak odds ratio (OR) tak hazard
ratio (HR). Jako cilovy bod multivariantni analyzy bylo zvoleno dosazeni MMR, které bylo
hodnoceno logistickou regresi a EFS, které bylo analyzoviano Coxovym modelem
proporcionalnich rizik. Z vysledk multivariantni analyzy vysel genotyp SNP rs460089-GC
jako prediktivni faktor pro dosazeni MMR ve vSech casovych bodech ve srovnani s
genotypem r1s460089-GG (OR pro rs460089-GC bylo 0,28; 95 % CI=0,06-0,42;
P=0,0003). Podobné¢, genotyp rs460089-GC predikoval lepsi EFS nez genotyp rs460089-
GG (pro rs460089-GC bylo HR 0,28; 95 % CI=0,14-0,59; P =0,0008). Pro zbyvajici
genotyp rs460089-CC vysledky nelze spolehlivé interpretovat pro nizké zastoupeni poctu
pacienti s touto variantou. MiZeme tedy shrnout, Ze i multivariantni analyza urcuje
15460089 jako nezavisly predikujici faktor dosazeni MMR a pieziti bez udélosti u pacientli
s CML lécenych IM.

4.6. Méreni exprese SLC2244 a SLC22AS5 u pacientii s CML a v bunécnych linii:

Na zéklad¢ vysledkt predeslych méfeni, jsme se rozhodli provést méfeni exprese
transkriptd SLC22A44 a SLC22A5 a zhodnotit rozdil jejich exprese na zakladé genotypti SNP
rs460089. Celkem byla métena exprese u 70 pacientit nesouci genotyp rs460089-GG a 44
pacientl nesouci genotyp rs460089-GC. Rozdil ve zméfené expresi nebyl signifikantni. Jako
vychozi materidl pro méfeni exprese byla dostupna pouze RNA z lyzati celkovych
leukocytt periferni krve, analyza tak mohla byt ovlivnéna rozdilnou expresi téchto genli v
ramci bunécnych subpopulaci. Nasledné jsme pro experiment vyuzili bunécné linie
odvozené z blastil pacientl v blastické fazi CML. Celkem bylo pouZito 8 bunéénych linii, u
kterych jsme genotypovali SNP rs460089 a rs2631365. 4 bunécné linie, konkrétné KCL22,
K562, SUP-BI15, Z-138 byly nositelkami genotypu rs460089-GG a 4 linie, CML-TI,
JURKAT, MAVER-1 a RAMOS pak nositelkami genotypu rs460089-GC. 5 linii, KCL22,
SUB-B15, JURKAT, MAVER-1 a RAMOS pak nesly i zkoumany genotyp rs2631365-TC.
Dale jsme méfili hodnoty exprese transkripti obou gend. U vSech testovanych bunéénych
linii jsme zméfili vyznamné nizsi expresi SLC2244 nez SLC2245 (P = 0,02). VSechny 4
linie nesouci genotyp rs460089-GG a 2 linie nesouci genotyp rs460089-GC exprimovaly
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vyznamné mén€ SLC2245 nez zbylé 2 linie nesouci genotyp rs460089-GC JURKAT a
RAMOS (obrazek 7). Kombinovany genotyp rs460089-GG_ rs2631365-TC mély pouze 2
linie KCL22 a SUB-BI1S5, které mély relativni expresi SLC2245 niz8i neZ zbylé 3 linie
nesouci genotyp rs2631365-TC a to v kombinaci s genotypem rs460089-GC (obrazek 8).
Tento vysledek ndm naznacuje, Ze heterozygotni genotyp miize mit vliv na regulaci
transkripce SLC22A45, ktery jako transportér IM muze ovliviiovat jeho intraceluldrni
koncentraci.

15468009-66G r468009-GC 15468009-G6_rs2631365-TC rs468009-GC_rs2631365-TC

1 | - I | |

R-1 RAMOS

Relativni exprese
.
Relativni exprese

obrazek 7) Relativni hladiny obrazek 8) Relativni hladiny mRNA u bunéénych
mRNA SLC22A4 a SLC22A5 ve linii nesoucich genotypy rs460089-GG_rs2631365-
vSech 8 testovanych liniich. TC nebo rs460089-GC rs2631365-TC.

4.7. Validace TagMan genotypovaci eseje:

K vyuziti SNP rs460089 jako markeru predikce odpovédi na 1é¢bu CML, je nutné,
aby jeho vysetfeni bylo rychlé a levné, to obecné nabizeji komeréné dostupné TagMan
genotypovaci eseje. Komer¢ni esej pro tento SNP nebyla dostupna a pokus o navrh vlastni
eseje selhal z diivodu bohatosti okolni sekvence na GC. Na zéklad€ znalosti o LD, jsme
genotypovali komeréné vyrabénou TagMan eseji SNP pro SNP rs156322, které se nachazi
ve vyznamné LD s rs460089. Abychom si byli jisti, Ze 1ze tuto metodu aplikovat, byla
validovana celkem na 301 vzorcich pacientl zatazenych do studie EURO-SKI. U vsech 301
vzorkii byla Sangerovou metodou provedena sekvenace amplikonu zahrnujiciho
promotorovou oblast SLC22A44 a ur¢en genotyp SNP rs460089. Nasledné pro stejné vzorky
byla pouzita TagMan gentypovaci esej pro SNP rs156322, pticemz dle vysledkd LD (R2 =
0,981) alela C SNP rs156322 predikuje alelu C SNP rs460089 a alela T rs156322 predikuje
alelu G SNP rs460089. Vysledky sekvenace se u celkem 297 vzorkd z 301 shodovaly s
vysledky genotypovaci eseje jak bylo predikovano analyzou LD. Pouze u 4 vzorki z 301
bylo dle genotypovaci eseje vyuzivajici jako marker SNP rs156322 identifikovano SNP
rs460089 jako GG genotyp, piimé sekvenovani vsak ukazalo, ze se jedna o genotyp GC.
Tyto 4 vzorky byly identifikovany jako homozygoti TT v rs156322, ale jedna alela T
nesegregovala s alelou G, ale s alelou C rs460089. Podrobngjsi analyzou dat bylo zjisténo,
ze 2 pacienti jsou asiaté dal§1’ pacient pochézi z Recka a jeden z Némecka, ale o j ejich rase

T4

SNP je nizsi u asijské populace s R2=0,969 nez u evropské s R2 0,981. Tuto validovanou
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esej jsme dale pouzili k uréeni genotypu rs460089 u dalsich 103 vzorkl, pochazejicich od
pacientl z Polska, majicich evropsky ptivod.

4.8. Genotypy ovliviiuji udrZeni molekularni remise u pacienti po vysazeni IM:

Novym cilem lécby CML je udrzeni TRF. K tomu aby vysazeni 1écby bylo
bezpecné, je nutné definovat jak vhodné pacienty, kterym lze 1é¢bu vysadit, tak nastavit
pfesny protokol 1é¢ebného managmentu téchto pacientl. K tomu slouzi mnoZstvi
probéhlych i stale probihajicich studii. My jsme ovétovali, zda genotyp SNP rs460089 mtize
hrat vliv na udrZeni molekularni odpovédi po vysazeni IM. Pro analyzu jsme pouzili vzorky
od pacientil zatazenych do vysazujicich studii EURO-SKI (tzv. learning kohorta) a polské
vysazujici studie, ktera slouzila pro validaci. Dle dostupnosti dat potfebnych pro analyzu
bylo finalné analyzovano 176 pacientd v learning kohorté a 93 pacientd ve valida¢ni kohorté.

Z celkem 176 vzorkl byl genotyp rs460089-GG identifikovan u 96 pacientd (55
%), genotyp GC u 62 (35 %) a CC genotyp u 18 (10 %) pacientd. Velkou molekularni
odpoveéd si 6 mésict po vysazeni TKI udrzelo 105 pacientti (60 %, 95 % CI: 52—-67 %).
Nejveétsi pravdépodobnost udrzeni MMR méli pacienti, ktefi nesli genotyp SNP rs460089-
GC (73 %, 95 % CI: 60-82 %), nasledovali pacienti s genotypem CC (61 %, 95 % CI: 39—
80 %) a nejmensi pravdépodobnost udrzeni MMR méli pacienti s genotypem GG (51 %, 95
% CI: 41-61 %). Celkové ve statistické analyze vySlo SNP rs460089 jako signifikantné
vyznamny prediktivni marker pro udrzeni MMR po vysazeni TKI (P = 0,0286) s vyrazné
vys$i pravdépodobnosti u genotypu GC ve srovnani s genotypem GG (OR = 2,539, 95 %
CI: 1,278-5,045, P = 0,0078). Dale jsme pozorovali vliv délky uzivani TKI pted jeho
vysazenim ve spojeni s genotypem SNP rs460089 (OR = 1,185, 95 % CI: 1,034-1,357, P =
0,0144). Delsi trvani 1é¢by TKI sice zvysilo pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésict po
jeho vysazeni, ptresto predikce jejiho udrzeni pomoci genotypu SNP rs460089 ziistava
signifikantni (P = 0,0442). Vyssi pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésict po vysazeni maji
pacienti s genotypem rs460089-GC neZ pacienti s genotypem GG (OR = 2,430, 95 % CI:
1,209-4,884, P = 0,0127). Ktivky pravdépodobnosti udrzeni MMR 6 mésict po vysazeni
TKI v zavislosti na délce 1é¢by a genotypu shrnuje obrazek 9.
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Pravdépodobnost MRFS v 6M
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Délka uzivaniTKI (roky)

Dal$im studovanym parametrem bylo MRFS po vysazeni TKI. Median délky
pozorovani byl 36 mésici. Nejkratsi doba sledovani u pacienta, ktery neztratil MMR, byla
10 mésicti. Z celkem 105 pacientd, kteti udrzeli MMR 6 mésicti po vysazeni TKI, bylo pouze
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deset pacientl, u kterych doSlo k pozd&jsi ztrat¢ MMR. Celkové jsme zméfili
pravdépodobnost bez molekularniho relapsu po dobu 18 mésicti na 55 % (95 % CI: 47-62
%). I tady jsme zkoumali, zda mze SNP rs460089 predikovat pravdépodobnost MRFS a
vyslo nam, ze jeho asociace s MRFS je signifikantni P = 0,0147 (obrazek 10). Pacienti s
genotypem GC, méli signifikantné vyssi pravdépodobnost MRFS nez pacienti s genotypem
GG (HR: 0,474, 95 % CI: 0,280-0,802, P = 0,0054). Pravdépodobnost MRFS uz nebyla
signifikantni ve srovnani genotypti GC a CC (HR: 0,484, 95 % CI: 0,225-1,042, P =0,0635).
Pti vyuziti Coxova modelu proporcionalnich rizik preziti u MRFS vychazi genotyp SNP
1s460089-GC mnohem prognosticky piiznivejsi nez genotyp GG. Logisticka ¢ast modelu,
ktera vyjadiuje pomér rizika ztraty MMR mezi genotypy GC a GG, byla signifikantni ve
prospéch genotypu GC. Ukazuje, ze podil ztraty MMR u pacientl s genotypem GC je mensi
nez u pacientti s genotypem GG (OR =0,373; 95 % CI: 0,190-0,731, P = 0,0041). V analyze
pfeziti se model zabyva tim, zda u pacientt, ktefi ztratili MMR, mél genotyp SNP rs460089
vliv na délku trvani MMR od ukonceni 1é¢by TKI. V tomto ptipadé jsme vyznamnost mezi
genotypy GC a GG SNP rs460089 nepozorovali (HR: 0,922, 95 % CI: 0,542-1,567, P =
0.7632). Tato pozorovani jsou v souladu s pribéhem Kaplan-Meierovych kiivek, jak ukazuje
obrazek 10. Pti pouziti vicenasobného Coxova modelu proporcionalnich rizik pteziti u
MREFS s pfidanim dal§iho parametru do logistické Casti a to dulezitého faktoru doby trvani
1é¢by TKI, pied jejim vysazenim a do analyzy preziti, parametr véku v dob¢ vysazeni TKI,
se obraz vysledkil nezménil. Sance ztraty MMR byla mensi u pacientdi s genotypem GC nez
u pacientii s genotypem GG (OR = 0,373, 95 % CI: 0,185-0,752, P = 0,0058), kdezto typ
genotypu rs460089 na dobu, kdy ke ztrat¢ MMR doslo, vliv nemél (HR = 0,911, 95 % CIL:
0,536-1,559, P =0,7307).

w0
‘ obrazek 10) Pravdépodobnost
preziti bez molekularniho relapsu
po vysazeni TKI v zavislosti na
typu genotypu SNP rs460089 u
celkem 176 pacientd zafazenych
do EURO-SKI.
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Doba od pferuieni TKI (mésice)

K validaci vyse popsanych vysledkd bylo vyuzito celkem 93 pacient zatazenych
do polskych ukoncujicich studii. Z 93 pacienti jich 61 (66 %, 95 % CI: 5574 %) udrzelo
MMR 6 mésici po vysazeni IM. Pacienti, ktefi nesli genotyp rs460089-GC méli
pravdépodobnost udrzeni MMR 82 % (95 % CI: 67-91 %), pacienti s genotypem CC 85 %
(95 % CI: 58-96 %) a nejmensi pravdépodobnost udrzeni MMR méli pacienti s genotypem
GG 44 % (95 % CI: 41-61 %). Opét nam vysla signifikantné vyznamna asociace genotypu
SNP 15460089 a udrzeni MMR 6 mésicti po ukonceni terapie IM (P = 0,0009). S vyznamné
vys$i pravdépodobnosti pro genotyp GC ve srovnani s genotypem GG (OR = 5,841, 95 %
CI: 2,097-16,269, P=0,0007). Ve valida¢ni kohorté na rozdil od pacientli v learning kohorté
vysla signifikantné vyznamna pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésicti po ukonceni 1écby
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i ve srovndni genotypu CC s genotypem GG (OR = 7,027, 95 % CI: 1,380-35,794, P =
0,0189). Tyto rozdilné vysledky u obou kohort pacientl u genotypu CC si vysvétlujeme
znacn€ mensim podilem zastoupeni tohoto genotypu v populaci. Po provedeni vicecetné
analyzy logistické regrese vysla opét délka 1é¢by IM pred jeho vysazenim spolu s genotypem
SNP rs460089 jako signifikantni pro pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésicti po ukonceni
terapie (OR = 1,274, 95 % CI: 1,021-1,588, P = 0,0319). Delsi trvani 1écby TKI vyrazné
zvysilo pravdépodobnost udrzeni MMR 6 mésicii po vysazeni, presto predikce jejiho udrzeni
pomoci genotypu SNP rs460089 zistava signifikantni (P = 0,0011). Vyssi pravdépodobnost
udrzeni MMR 6 mésicli po vysazeni maji pacienti s genotypem rs460089-GC neZ pacienti s
genotypem GG (OR = 5,998, 95 % CI: 2,075-17,339, P = 0,009). Pokud srovnadme genotypy
CC a GG vyjde ndm na rozdil od learning kohorty i tady vyznamné vyssi pravdépodobnost
udrzeni MMR u genotypu CC (OR = 7,767, 95 % CI: 1,473-40,939, P = 0,0157).

I u validaéni skupiny pacientil jsme hodnotili vliv genotypu rs460089 na MRFS.
Median sledovani pacienti byl 25 mésici. Minimalni doba sledovani pacienti bez
molekularniho relapsu byla 6 mésict. Pouze 3 pacienti ztratili molekularni odpoveéd’ po
uplynuti 6 mésicti od vysazeni IM. Pravdépodobnost MRFS v 18 mésicich od ukonceni 1é¢by
IM byla 62 % (95 % CIL: 51-71 %). A opét, stejné jak v pfedchozi skuping, jak ukazuje
obrazek 11, bylo SNP rs460089 signifikantné asociovano s udrzenim MRFS po vysazeni IM
(P =0,0011). Pacienti s genotypem GC méli vyznamné vétsi pravdépodobnost MRFS nez
pacienti s genotypem GG (HR: 0,252, 95 % CI: 0,113-0,561, P = 0,0007), ne uz ale ve
srovnani s pacienty s genotypem CC (HR: 0,900, 95% CI: 0,239-3,395, P = 0,8769). Ve
valida¢ni kohorté s vyuzitim dat od polskych pacientli ndm na rozdil od vysledkt pacient
v learning kohorté vysla i vyznamné signifikantni pravdépodobnost MRFS u pacientt s
genotypem CC ve srovnani s pacienty s genotypem GG HR = 0,279 (95 % CI: 0,084-0,929,
P = 0,0376). Pii vyuziti Coxova modelu proporcionalnich rizik pteziti u MRFS se nam
ukazalo, ze pacienti s genotypem GC i CC maji nizsi pravdépodobnost ztraty MMR nez
pacienti s genotypem GG. OR pro pacienty s genotypem GC je 0,186 (95 % CI: 0,069—
0,502, P = 0,0009) a u genotypu CC se OR = 0,213 (95 % CI: 0,051-0,890, P = 0,0340).
Podobné jako u pacientl zafazenych do EURO-SKI, u pacienti se ztraitou MMR nemél
genotyp GC ani CC vliv na dobu trvani MMR po vysazeni 1écby. 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).

T T obrazek 11) Pravdépodobnost
E preZiti bez molekularniho relapsu
or| L po vysazeni TKI v zavislosti na
o8| | I I typu genotypu SNP rs460089 u
e ' - celkem 93 pacientl zatazenych
S do polské ukoncujici studie.
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5. Diskuze:

Vstupem TKI do terapie CML se stalo toto onemocnéni velmi dobie 1éCitelné.
S vyvojem TKI 2. a 3. generace mize byt 1écba jesté vice personalizovana. Naptiklad
pacienti, ktefi vyvinuli mutaci v tyrozin kindzové domén€ BCR::ABLI, jejichZ monitorace
se stala u pacientl s neoptimalni odpovédi béznou rutinni praxi, by se méli prevést na jiné
TKI, které je na danou mutaci G¢inny (Soverini S. et al., 2011). Klinické studie s
druhogenera¢nim TKI dasatinibem (DASA) a nilotinibem (NILO) v prvni linii 1é¢by navic
ukdzaly, Ze ve srovnéni s dosud nejhojnéji vyuZivanym IM, pacienti dosahuji ¢ast&ji a dfive
molekularni odpovédi (Jain P. et al., 2013). Dle registracni studie DASA (DASISION) bylo
dosazeni MMR u pacientl v prvni linii signifikantné€ vyssi, ale vliv na celkové preZiti jiZ byl
bez statistické signifikance (Cortes J. E. et al., 2016), podobné vysledky byly i v registracni
studii s NILO (ENESTnd) (Hochhaus A. et al., 2016).

Uzivani preparatl 2. a 3. generace v prvni linii u v§ech pacientd by bylo finan¢né
jeho generika, stale nejuzivangj$im Iékem v prvni linii u pacientll v chronické fazi CML.
Presto jist¢ existuje vyznamna ¢ast pacientd, ktefi by mohli z volby TKI 2. generace
(pfipadné i 3. generace) v prvni linii profitovat (Hochhaus A. et al., 2020).

V dnesni dobé zatim nemame jednoduchy spolehlivy marker, ktery by jiz v dobé
diagnodzy u pacientli v chronické fazi CML mohl ptedvidat priibéh 1é¢by a usnadnil vybér
vhodného prvoliniového TKI. Mutace v kinazové doméné BCR::ABLI1 se v dobé diagndzy
chronické faze CML nevyskytuji (Soverini S. et al., 2011; Machova Polakova K. et al.,
2015). Mutace v dalsich genech asociovanych s nadorovym onemocnénim se dle recentnich
dat vyskytuji, pfedev§im v genu ASXL1, ale na vyhodnoceni jejich dopadu na prognézu
onemocnéni si budeme muset jesté pockat (Schonfeld L. et al., 2022; Bidikian A. et al.,
2022). Potenciélni zdroj vhodnych marker nabizi farmakogenetika. Pacienti s riznymi
variacemi DNA v kodujicich nebo regula¢nich usecich geni, jejichz produkty jsou kli¢ové
pro transport 1é¢iv, mohou mit vrozené predispozice k neoptimalni odpovédi na 1é¢bu u
farmak zavislych na transportu pomoci téchto transportérd. V dusledku nizké exprese,
chybné lokalizace nebo snizZeni aktivity transportérti mize dochazet k subletalni koncentraci
1é¢iva uvnitt buniky a vznikat prostor pro rozvoj rezistence. Jednim z takovych 1éka je praveé
1 IM, ktery je zavisly na transportu pomoci pfenaSecli z rodin ABC a SLC (Thomas J. et al.,
2004).

Na téma nalezeni farmakogenetického markeru, ktery by pfedvidal odpovéd’ na
1é¢bu TKI u pacientd s CML, bylo publikovano jiz nékolik praci, které ovSem pfinaseji
velice rozdilné vysledky (Polillo M. et al., 2015). Hlavnim divodem rozporuplnych
vysledkt pro nalezené markery predikce odpovédi je zejména nekoherentnost jednotlivych
studii (Petain A. et al., 2008; Di Paolo A. et al., 2014; Singh O. et al., 2012), byly vyuzivané
rizné metodiky provadénych vySetfeni a v neposledni fadé se analyzy omezily na pfedem
vybrany pocet polymorfismti nachazejicich se pouze v exonech zkoumanych genti (Kim D.
H. et al., 2009; Angelini S. et al., 2013).

V nasi préci jsme se vyhnuli skrininku polymorfismti v exonech genii, ale pomoci
ultra Sirokého NGS jsme provedli skrinink polymorfismii v promotorovych oblastech
celkem 19 ABC a SLC genl. Na zakladé vysledkl jsme sestavili genotypy pro jednotlivé
polymorfismy a s vyuzitim asociacni analyzy se nam podatilo identifikovat genotypy, které
se s riznou frekvenci vyskytovaly u pacientil s optimalni a neoptimalni odpovédi na 1é¢bu
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IM. Genotyp rs460089-GC (SNP nachazejici se v promotorové oblasti genu SLC2244,
kodujici prenase¢ IM) se Castéji objevoval u pacientl s optimalni odpovédi a byl spojen se
signifikantn€ vyssi pravdépodobnosti dosazeni MMR neZ dosahovali pacienti s genotypem
rs460089-GG. Vysledky pacientl s genotypem rs460089-CC také naznacuji dosahovani
lepsi odpovédi na 1écbu IM, ale vzhledem k velmi malému mnozstvi pacientd s timto
genotypem, nelze data spolehlivé interpretovat. Dals§im zajimavym genotypem, ktery se
Castéji vyskytoval u pacientli s optiméalni odpovédi na IM, byl rs2631365-TC v promotorové
oblasti SLC2245 (kodujici transportér, jehoz substratem je také IM). Méfeni vSak nebyla
signifikantni. Vyznamné signifikantni se vSak ukézala pravdépodobnost dosazeni MMR a
EFS u pacientt, ktefi nesli tento genotyp pravé v kombinaci s genotypem rs460089-GC
(SLC2244). Provedli jsme analyzu LD, ktera nam ukézala, ze SNP rs460089, je ve
vyznamné vazebné nerovnovaze se tfemi regulacnimi lokusy umisténymi v intronech genu
SLC2244, jednim regula¢nim lokusem v downstream umisténi a tfemi regula¢nimi lokusy v
intronech genu SLC2245. Z databaze RegulomeDB vyplyva, Ze 4 lokusy byly potvrzeny
jako takzvané lokusy exprese kvantitativniho znaku (eQTL), neboli genomové lokusy, které
vysvétluji variace v hladinach exprese mRNA v monocytech, které reguluji expresi gent
SLC22A44 a SLC22A5. Dva lokusy a samotny lokus rs460089 jsou dokonce konzervovanymi
misty pro vazbu transkripcnich faktorti. Vzhledem k tomu, Ze rs460089 je ve vysoce
signifikantni LD s témito 7 regulacnimi lokusy, alely rs460089 piesné piedpovidaji i alely
téchto sedmi regulacnich lokust.

Druhy SNP rs2631365 byl ve vyznamné LD s 5 regulacnimi lokusy. Dvé regulacni
mista se nachéazeji v intronech SLC2244 a tii v intronech SLC2245. Kdyz jsme tedy
srovnavali kumulativni dosazeni MMR, byl kombinovany genotyp 1rs460089-
GC _152631365-TC signifikantné piiznivéjsi nez genotyp rs460089-GG_rs2631365-TC.
Podobné tomu bylo i u EFS. Na zéklad¢ analyz LD vime, Zze genotyp rs460089-
GC _152631365-TC odrazi heterozygotni genotyp celkem 13 regulacnich lokust pro
SLC22A44 a SLC22A435, ktery je dle nasich vysledkli vyznamné piiznivy pro dosazeni MMR
a EFS. U takto heterozygotniho genotypu mize alela na jednom chromozomu a odpovidajici
alela na homolognim chromozomu obsahujicim dvé rizné kopie vzajemné interagovat a
zpusobovat transvekci, coz muze vest k aktivaci nebo naopak k represi genové transkripce
(Lee A. M. et al., 2006; Ou S. A. et al., 2009).

Vysledky z analyz genové exprese v testovanych bunécnych liniich ukazaly velmi
silnou expresi SLC2245 a nizkou expresi SLC22A44 nezavisle na typu genotypu. Presto byla
transkripce SLC2245 pozorovana u bunécnych linii, které nesou kombinovany genotyp
rs460089-GC rs2631365-TC vys§i ve srovnani s liniemi s genotypem 1s460089-
GG _rs2631365-TC. To nastifiuje pravé i vliv genotypu na regulaci exprese genu SLC2245,
coz nasledné mtize mit vliv na koncentraci IM uvnitf bunék. K odhaleni celkového principu
schopnosti vzajemné regulace rtznych alel obsazujicich regulacni lokusy na regulaci
exprese obou genu je nutné provedeni vysoce rozsahlych funkénich analyz.

Dalsimi sméry studovani vztahu k expresi SLC2244 a SLC22A45 a distribuci IM by
mohly byt analyzy vazby nebo naopak deplece transkripénich faktorti ve vztahu k ur¢ité
kombinaci genotypt, pfipadné analyza modifikaci histond a urovné metylace DNA CpG
ostrivku v promotorech téchto gend, které ovlivituji genovou expresi.

SNP v SLC2244 a jejich pripadny vliv na dosazeni MMR u pacienti s CML
zkoumala jiz ve své praci skupina védcl kolem Angeliny S. (Angelini S. et al., 2013). Ti ve
své praci uvedli, ze SNP rs1050152 nachazejici se v exonu SLC2244, ma vliv na dosazeni
MMR. Pacienti nesouci alelu rs1050152-CT méli béhem 1écby IM vyssi frekvenci dosazeni
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MMR nez pacienti s genotypem rs1050152-TT. Pro srovnani jsme provedli sledovéni
frekvence vyskytu genotypu rs1050152-CT u pacientl s optimalni odpovédi. Trend jsme
pozorovali podobny jako kolektiv autorti Angelini S. et al, ale vysledek nebyl statisticky
signifikantni. Podle databaze regulomeDB neni SNP rs1050152 regulacni pro expresi, ale
nachazi se ve vazebné nerovnovaze s alelami regulacnich lokusi. Tato vazebna nerovnovéha
vSak neni tak vysoka, aby dokonale pfedvidala alely regula¢nich lokusti, coz se domnivame,
miize byt diivodem, pro¢ se na naSem souboru pacientll nepodafilo Cast&jSi vyskyt
rs1050152-TC u pacientu s dosazenim MMR statisticky prokazat. Nicménég, ve velkém
souboru pacientu lze pfedpokladat, Ze zaznamenanou vyznamné vyssi miru dosazeni MMR
pri 1é¢bé IM u pacientu s rs1050152-CT by bylo mozné nalézt.

Na zakladé nasich dosazenych vysledkil o mozném prognostickém vyznamu SNP
rs460089 v dosazeni MMR u pacientd v chronické fazi CML 1éCenych IM a na zakladé
nového cile 1écby, dle nejnovéjsiho doporuceni ELN (Hochhaus A. et al., 2020) tedy udrzeni
MMR bez 1écby TKI, jsme zkoumali rs460089 také jako mozny prognosticky faktor pro
udrzeni remise po vysazeni IM u pacientli s CML. Prvni studie, ktera se zabyvala bezpecnym
vysazenim TKI byla francouzské studie STIM1 (Etienne G. et al., 2017), kde vysledkem
bylo, Ze 38 % pacientti udrzi MMR i po vysazeni TKI. Pozdéji bylo provedeno mnoho studii
na toto téma, které shrnuje mataanalyza 15 studii s vice nez 500 pacienty, kterd prokazala,
ze prumérné ztrati molekuldrni odpovéd 51 % pacientl po vysazeni IM, coz ukazuje
vysokou reprodukovatelnost vysledkt (Campiotti L. et al., 2017).

Bylo také potvrzeno, ze pokud se dodrzuji stanovena doporucenti, je vysazeni TKI
zcela bezpecné. Priblizné 95 % pacientd, u kterych dojde ke ztrat¢ MMR a je u nich
promptné znovu zahgjena terapie TKI, opét dosahnou molekularni odpovédi (Hochhaus A.
et al., 2020). Zatim jsou publikovany pouze jednotky piipadu, u kterych doslo k progresi
onemocnéni i po znovuzahajeni terapie TKI a museli byt 1é¢eni chemoterapii nasledovanou
transplantaci krvetvornych bun¢k (Dulucq S. et al., 2022).

Hlavnim predikénim faktorem pro udrzeni remise bez 1é¢by, na kterém se
jednotlivé studie shodovaly, je doba uzivani TKI. Cim delsi je doba uzivani TKI, tim je vétsi
pravdépodobnost udrzeni remise bez 1é¢by. Napiiklad pro studii EURO-SKI byla hrani¢ni
délka 1écby IM 5,8 roku. Pacienti s délkou 1écby kratsi nez 5,8 let méli pravdépodobnost
udrzeni TFR 41 %, pacienti s délkou 1écby vice nez 5,8 let pak 63 % (Saussele S. et al.,
2018). Dalsim prognostickym markerem udrzeni TFR, na kterém se studie shodovaly, byla
hloubka a doba trvani molekularni odpovédi (Takahashi N. et al., 2018; Mahon F. X. et al.,
2024)

Z dalsich studii vypliva, ze vyznamnym mechanismem rozhodujicim o udrZeni
MMR je imunoprofil pacientt. Naptiklad pacienti, ktefi byli v minulosti lé¢eni INF-a, méli
dle japonské retrospektivni studie vétsi pravdépodobnost udrzet MMR po ukonceni 1é¢by
TKI nez pacienti, ktefi nebyli nikdy INF-a 1éCeni. Pficemz mira TFR byla 76 % u pacientl
s predchozi 1é¢bou IFN-a ve srovnani s pouze 23 % u pacientl bez IFN-a. (Takahashi N. et
al., 2012). Prestoze pfesny mechanismus uc¢inku IFN-a neni jasny, jednou z navrhovanych
moznosti je jeho G¢inek na aktivaci imunitnich efektorovych bunék (Talpaz M. et al., 2013).
To podporuji i vysledky dil¢i studie ke studii EURO-SKI, provedenou Nordic CML study
group (NCMLSG), ve které bylo ukdzano, Ze pacienti s vyS$§im zastoupenim zralych
(CD57+) a cytotoxickych (CD16+ a CD57+) NK bun¢k v dobé preruseni TKI, méli vyssi
pravdépodobnost udrzeni remise bez 1é¢by (Ilander M. et al., 2017). M4 se za to, Ze vySsi
hladiny NK bunék mohou byt schopny, jak p¥imo zabijet leukemické kmenové buiky, tak
potencovat adaptivni imunitni reakce, a tak udrzovat remisi po preruseni 1écby.
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Velmi slibnou navrhovanou moznosti jak predikovat udrzeni TFR by mohlo byt
meéfeni BCR::ABLI na podkladé DNA (Machova Polakova K. et al. 2020). Pacienti s
nedetekovatelnym BCR::ABLI v DNA 1 transkriptem BCR::ABLI v mRNA udrzeli TFR
témef ve vSech ptipadech, zatimco u pacientt s pozitivitou v obou cilech bylo udrzeni TFR
pouze 20 %. Zajimavou skupinou pak byli pacienti s negativnim transkriptem BCR::ABLI
v mRNA, ale pozitivni s BCR::ABL1 v DNA, u nich byla $ance na udrzeni TFR a ztratu
odpovédi vyrovnana. Analyza je ovSem ndrocnd, vyzadujici prfesnou identifikaci
BCR::ABLI fuze a navrzeni sady primert a sond pro kazdého jednotlivého pacienta.

Nasi dal$i snahou v predkladané praci bylo zjistit, zda i SNP rs460089 ma
prediktivni hodnotu pro TFR u pacientt s CML. Do prace jsme zahrnuli celkem 176
pacientll, ktefi byli zatfazeni do studie EURO-SKI, a zkoumali jsme, zda ma u té€chto pacientii
genotyp SNP rs460089 vliv na udrzeni remise po ukonceni 1écby IM. Pro v§echny pacienty
byla 1écba TKI prvni linii, nikdo nebyl pfedlécen INF-a, aby nebyl vysledek zkreslen timto
faktorem, ktery mize vést k vétsi pravdépodobnosti udrzeni TFR. Pacienti s genotypem
1s460089-GC m¢eli vétsi pravdépodobnost udrzeni MMR nez pacienti s genotypem
15s460089-GG. Tento vysledek byl signifikantn€ vyznamny. Pacientl s genotypem rs460089-
GC, ktefi udrzeli MMR po dobu 6 mésicti od vysazeni IM bylo 73 % (95 % Cl: 60-82 %),
kdeZto pacientt s genotypem rs460089-GG bylo pouze 51 % (95 % Cl: 41-61 %). Procento
pacienti, s genotypem rs460089-GG, kteti udrzeli MMR po vysazeni 1é¢by, se velice blizi
celkovému procentu pacientil, ktefi udrzeli TFR i v zévérech vysazovacich studii, kde
ptiblizné 40-50 % pacientl udrzelo MMR po vysazeni TKI. Kdezto druhad skupina, s
priznivym genotypem rs460089-GC dosahla o celych 20 % lepsich vysledki. Jako dalsi
nezavisly prediktivni faktor udrzeni MMR se ukazala celkova délka 1é¢by TKI pied jejich
vysazenim. Cim del§i byla celkova doba 1é¢by TKI, tim byla vétsi pravdépodobnost udrzeni
MMR po jejim vysazeni. Tento prediktivni faktor se opakoval jiz v pfedchozich studiich.

Pfevaha genotypu rs460089-GC nad genotypem rs460089-GG ohledné udrzeni
MMR po vysazeni TKI byla potvrzena i v druhé, validacni kohorté pacientii. Tam bylo
zatazeno celkem 93 pacientll z polskych vysazovacich studii. VysSlo nam, Ze pacienti s
genotypem 1s460089-GC maji pravdépodobnost udrzeni TFR dokonce 82 % (95 % ClI: 67-
91 %), kdezto pacienti s nepfiznivym genotypem rs460089-GG pouhych 44 % (95 % Cl: 30-
59 %). Tento rozdil 38 procentnich bodu je jisté klinicky relevantni. Jako dals$i nezavisly
faktor, ktery ve valida¢ni skupiné pacientd ovliviioval udrzeni MMR po vysazeni TKI, se
ukazala byt doba trvani DMR u jednotlivych pacientt. Pacienti s del$im trvani DMR méli
veétsi pravdépodobnost udrzet TFR nez pacienti, ktefi méli dobu trvani DMR kratsi. I doba
trvani DMR byla v fad¢€ vysazovacich studii hodnocena jako prognosticky faktor.

Na zaklad¢ naSich vysledku, které jsme potvrdili i v nezavislé validacni kohorté
pacientl, se domnivame, ze bychom mohli genotypizaci SNP rs460089 zatadit do schématu
testovani u pacientd s CML, ktefi budou 1é¢eni IM. Genotypizaci je mozné provést jiz v
dobé diagnézy nebo kdykoliv béhem 1écby, a to pomoci pomé&mé rychlého a levného
genotypizacniho testu TaqMan rs156322, které je dobfe pouzitelnym markerem pro
rs460089 u evropské populace, coz jsme také v nasi praci potvrdili. Pro pacienty jiného
etnika je vhodné zvolit metodu pfimého sekvenovani. Na zakladé znalosti genotypu
rs460089 bychom se pak mohli u hrani¢nich vysledkt hladiny transkriptu BCR::ABLI v 6.,
potazmo ve 12. mésici po zahéjeni 1écby IM snadnéji rozhodovat o zméné 1écby na TKI 2.
generace u pacientd s neptiznivym genotypem rs460089-GG.

Po dosazeni DMR, ktera trva minimaln¢ 2 roky, a délce 1é€by TKI alesponi 5 let je
mozné zvazit vysazeni IM (nezavisle na typu genotypu rs460089), jak je doporuc¢eno v ELN
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2020 (Hochhaus A. et al., 2020). PfestoZe vime, Ze celkova doba 1é€by TKI je nezévislym
prognostickym faktorem pro udrzeni TFR, provedli jsme multivariantni analyzu na
sledovéni vlivu délky 1écby IM na udrzeni TFR v zévislosti na genotypu rs460089. Zjistili
jsme, ze dlouhé doba trvani 1é¢by IM zvySuje pravdépodobnost MRFS po vysazeni 1écby u
vSech genotypll. PfiCemZ nejvyraznéj$i vliv jsme pozorovali u pacientll s nepfiznivym
genotypem rs460089-GG. A i pres vliv délky 1écby IM na MRFS po vysazeni 1é¢by jsme
pozorovali signifikantni rozdil mezi pacienty nesoucimi genotypy rs460089-GC a rs460089-
GG. Z toho plynouci zavér, ze pacienti s rizikovym genotypem potiebuji delsi dobu 1écby
IM pfed jeho vysazenim, aby si zvySili Sance na udrZeni remise bez 1é¢by, miiZze podpofit
individualni rozhodnuti pacientli i jejich 1ékafti pfi zvazovani pokracovani v terapii s

vvvvvv

molekularni odpovédi.

6. Zavér:

Na zéklad¢ vysledkt piedlozenych v této praci se domnivame, Ze genotypizaci
SNP rs460089 bychom mohli zatadit do schématu testovani u pacientl s CML, ktefi budou
1éCeni IM. Na zaklad¢ znalosti genotypu bychom pak mohli u hrani¢nich vysledkt hladiny
transkriptu BCR::ABLI v 6., potazmo 12. mésici po zahgjeni 1écby IM snadnéji rozhodovat
o zmén¢ 1écby na TKI 2. generace. Dale se domnivame, ze farmakogeneticky marker
15460089 prokazal prognosticky vliv i na udrzeni remise po vysazeni 1é€by u pacientli s
CML 1écenych IM v prvni linii. Dilezité je, ze vysledek byl ovéfen na nezavislém vzorku
pacientll. Jeho prognosticky vyznam byl nezavisly na jiZ zavedenych prognostickych
faktorech celkové délce 1écby IM a doby trvani DMR pied ukoncenim 1é¢by, a naopak je
doplioval. Znalost genotypu by mohla rozhodovat o vhodnosti pacienta k vysazeni terapie
IM. Ptipadné po jak dlouhé dob¢ od zahajeni TKI ¢i dosazeni DMR 1é¢bu ukoncit. Mohl by
byt jednou ze soucasti prediktivniho TFR skore, které se nyni celosvétové definuje. Nutno
ovSem podotknout, Ze molekularni mechanismus vlivu rs460089 na vysledek 1é¢by IM u
pacienti s CML a na pravdépodobnost udrzeni molekularni remise po ukonceni 1écby neni
zatim experimentalné vysvétlen a je jisté tfeba ho jesté prostudovat.
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