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CILE PRACE

1. Strucny prehled literarnich udaji zamétfenych na problematiku stanoveni mutaci
pomoci technologie digitalni PCR.

2. Cilem DP je ur¢eni mutaci pomoci metody digitdlni PCR u vybrané skupiny
hematologickych pacientt.

3. Experimentalni ¢ast: vysledky vlastnich analyz provedenych metodou digitalni
PCR.

4. Vyhodnoceni zjisténych mutaci u vybrané skupiny hematologickych pacientt

a urCeni jejich vyznamu v diagnostice hematologickych chorob.



1 UVOD

Chronickd myeloidni leukémie (CML) je onemocnéni fadici se do skupiny
myeloproliferativnich neoplazii. Incidence v Ceské republice je 1-2 piipady na sto tisic
obyvatel rocn€. Zasadni pro vznik tohoto onemocnéni je deregulovana aktivita
nereceptorové tyrosinkinasy Bcr-Abll, za jejiz vznik je odpovédnd chromozomalni
translokace t(9;22)(q34.1;q11.2) (Deininger et al., 2000). V ramci terapie CML je
v souCasnosti vyuzivana cilena lécba tyrosinkinasovymi inhibitory (TKI). Prvnim
schvalenym TKI byl imatinib. Jeho zavedeni do klinické praxe v roce 2001 bylo velmi
vyznamnym milnikem v1éébé CML, které zlepsilo celkové piezivani nemocnych
(Igbal & Igbal, 2014). Pozd¢ji byly pro terapeutické pouziti zavedeny také inhibitory
druhé a tfeti generace a v soucasnosti je jich k dispozici pét. Cilem novych molekul je
prekonat rezistenci zapfi¢inénou bodovymi mutacemi v kinasové doméné¢ BCR-ABLI.
Je znamo vice nez sto bodovych mutaci, které ovliviiyji ucinnost 1écby TKI. Jednou
z nich je i bodova mutace v kodonu T3 151, ktera je nejfrekventovanéjsi. Pi potvrzeni této
mutace je nutné u pacienta zménit 1é€bu. V soucasnosti je jedinym inhibitorem, ktery je
schopen uspés$né ovliviiovat buriky s touto mutaci, inhibitor tfeti generace, ponatinib
(Massaro et al., 2018).

Teoreticka Cast této prace je zaméfena na soucasné poznatky o CML, molekularni
pri¢inu tohoto onemocnéni a moznosti jeho 1écby. Zabyva se literarnim prehledem
na téma polymerasové fetézové reakce se zamérenim na digitalni PCR.

V experimentalni ¢asti se prace vénuje optimalizaci metody digitalni PCR a jejimu
vyuziti pti detekci mutace T3151 v kinasové doméné genu BCR-ABLI, ktera je jednou
z nejcastéjSich pficin rezistence onemocnéni u pacienti s CML. Byl sledovan také vyvoj
této mutace v priabehu 1éCby u vybranych pacientt a vysledky byly korelovany s hladinou
transkriptu BCR-ABLI.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Hematopoéza

Pojem hematopoéza oznaCuje proces tvorby krevnich bunék. Zacina jiz béhem
embryonalniho vyvoje, dale pokraCuje v prubéhu fetalniho a neonatalniho vyvoje
abéhem  dospélosti  slouzi  kprodukci a  obnové  krevnich  bunék
(Jagannathan-Bogdan & Zon, 2013).

Hematopoéza se déli podle obdobi na tfi typy (mezoblastovou, hepatolienalni
a medularni). Prvnim typem je primitivni mezoblastova embryonalni hematopoéza
ve zloutkovém vaku, béhem niz jsou tvoreny erytroblasty s jadry. Myeloidni buriky, které
jsou rovne€z produkovany ve zloutkovém vaku, se postupné vyviji v mikroglie
a Langerhansovy bunky (Golub & Cumano, 2013). Druhy typ embryonalni hematopoézy,
ktera zacina fungovat od osmého tydne téhotenstvi, je charakterizovan intraembryonalni
hematopoézou. U plodu se krvetvorba premistuje do jater, ktera slouzi jako dulezity
hematopoeticky organ. Zde dochazi k diferenciaci hematopoetickych kmenovych bunék
(HSC, hematopoietic stem cell) (Tavian & Peault, 2005; Mims et al., 2019). Nékteré HSC
a progenitory se béhem vyvoje plodu z jater premistuji do sleziny. Zde pak dochézi
k diferenciaci na lymfoidni a myeloidni linie (Golub & Cumano, 2013). V obdobi mezi
ctvrtym az patym mésicem téhotenstvi se hematopoéza aktivuje v kostni dfeni, kde
se vyskytuje po celou dobu postnatalniho zivota. U déti se nachazi aktivni kostni dfen
ve vSech kostech. V dospélosti je krvetvorba omezena zejména na ploché a dlouhé kosti
jako sternum, panev, obratle, Zebra a stehenni kost (Mims et al., 2019).

Existuji rizné typy krevnich bunék, které maji odlisné funkce. Leukocyty zahrnuji
specializované typy bunék a uplatiiuji se predev§im ve vrozené a ziskané imunité
(Rieger & Schroeder, 2012). V krvi se vyskytuji v mnozstvi 4-10x10° na litr. Nejvice
zastoupené jsou neutrofilni granulocyty (2-7x10° na litr), dale pak lymfocyty
B a T a pfirozené zabije¢e (NK butiky) (0,8—4x10° na litr). Zbytek bilych krvinek tvoii
monocyty, eosinofilni a basofilni granulocyty (Eaves & Eaves, 2006; Faber et al., 2012).

Erytrocyty maji funkci predevsim v zajistovani transportu krevnich plynt, kysliku
a oxidu uhlicitého (Rieger & Schroeder, 2012). Hodnota erytrocyti v krvi by méla byt
4-5,8 x10'% na litr (Faber et al., 2012). Standardni délka Zivota erytrocytl je 120 dni.
U dospélé osoby je potieba kazdy den obménit 2x10'! erytrocytl pro zachovéani optimalni
koncentrace ¢ervenych krvinek (Eaves & Eaves, 2006).
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Krevnim destickam (trombocytim) davaji vznik megakaryocyty. Trombocyty maji
zasadni ulohu v procesu srazeni krve (Rieger & Schroeder, 2012). V krvi se jich
vyskytuje piiblizng 150-400x10° na litr a jejich Zzivotnost odpovidd deviti dniim
(Eaves & Eaves, 2006, Faber et al., 2012).

Vsechny typy krevnich bunék jsou vytvateny z HSC, jez se nachazi v kostni dfeni,
kde je hlavni misto krvetvorby u dospé&lych. Zivotnost vétsiny krevnich bunék je kratka.
Je nutné, aby dochazelo k jejich neustalé obnoveé. Mechanismy, které fidi produkci téchto
novych bunék, jsou pro spravnou krvetvorbu klicové (Rieger & Schroeder, 2012), jejich
porusenim mohou vznikat hematologické malignity.

Béhem hematopoézy HSC diferencuji v progenitory a prekurzory jednotlivych linii,
ze kterych postupné vznikaji krevni buiky. Schopnost sebeobnovy a diferenciace jsou
dvé zasadni vlastnosti HSC, které jsou nezbytné pro fyziologické fungovani hematopoézy
(Agmasheh et al., 2017; Tamma & Ribatti, 2017; Mims et al., 2019). Kmenové buiiky
vstupuyji do atypického bunécného cyklu, kdy se dé€li asymetricky a vznika tak kmenova
burnika a prekurzor. Diferenciace umoziuje hematopoetickym prekurzorim se vyvinout

do raznych linii. Tuto schopnost HSC oznacujeme jako pluripotence (Mims et al., 2019).



2.2 Chronicka myeloidni leukemie (CML)

Chronickd myeloidni leukémie je fazena do skupiny myeloproliferativnich neoplazii
s vyskytem 1-2 pfipadi na 100 000 obyvatel ro¢neé (Gupta et al., 2016). Z nové
diagnostikovanych ptipadi vSech leukémii dospélych predstavuje témer 15 % pripada
(Jabbour & Kantarjian, 2018). CML je pomalu se rozvijejici onemocnéni, nejcastéji
se vyskytuje u osob ve stfednim a vys§im véku (Gupta et al., 2016). Median véku
pii diagnoze je 60 let (Faderl ef al., 1999). Castgjsi vyskyt tohoto onemocnéni pozorujeme
u muzt (Gupta et al., 2016). V 85 % pripadu je diagnodza stanovena v chronické fazi
onemocnéni, ostatni pacienti jsou diagnostikovani v akcelerované nebo blastické fazi.
U poloviny pfipadd je onemocnéni odhaleno nahodn€, u asymptomatickych jedinca
pomoci vySetieni krevniho obrazu pii preventivni prohlidce (Faderl er al., 1999). Cast
pacienti ma v dobé diagndzy priznaky, ke kterym patfi B-symptomy (ztrata hmotnosti,
nocCni poceni, teploty nereagujici na antibiotickou lé¢bu), inava, hepatosplenomegalie,
leukocytoza, anemie a/nebo trombocytoza (Faderl er al., 1999). Predispozicni faktory
nejsou znamé. Byl pozorovan ¢astéjsi vyskyt CML u osob vystavenych radiacnimu zafeni

a exponovanych jistym druhtim chemikalii (Corso et al., 1995).

BCR D Hematopoetickd kmenové buiika
CML - BF Spolegny mytlu:dm / \ _ Spoleény lymfoidni PR
(Myeloidni) progenitor Multipotentni ) progenitor
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Obr. 1: Vyvoj chronické myeloidni leukémie. Pocateéni chronicka faze CML
(CML-CF) je charakteristicka expanzi fady granulocytarnich bun¢k. Dalsi genetické
zmény nad ramec aberantni exprese BCR-ABLI zpusobuji progresi CML z chronické
faze do blastické faze (CML-BF), ktera je charakteristicka akumulaci myeloidnich
nebo lymfoidnich blasti. Upraveno dle Ren, 2005.
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CML ma trifazovy prabéh. Chronicka faze je charakteristicka expanzi
granulocytarnich elementt (Obr. 1) a vyplavovanim nezralych myeloidnich prekurzort
(metamyelocyty, myelocyty) do periferni krve. Typicka je leukocytéza v periferni krvi
a splenomegalie. Bunky si zachovavaji schopnost diferencovat a jsou morfologicky
i funkén€ normélni. Symptomy v této fazi onemocnéni se bud’ neprojevuji, nebo jsou
mirné (Soverini et al., 2018). Onemocnéni postupuje z chronické faze do faze
akcelerované, kdy nabyva na agresivité. Pro akceleraci je typické vyplaveni blastu, jejichz
pocet v kostni dfeni vzrusta na 10-19 % (Kantarjian et al., 1990; Thompson et al., 2015),
a zisk dalSich cyto/genetickych abnormalit (Obr. 2). Nakonec onemocnéni prechazi
do terminalniho blastického zvratu, pro néjz je charakteristickd pfitomnost minimalné
20 % blastt v kostni dfeni (Arber et al., 2016). Typicka je nekontrolovatelna proliferace
myeloidnich nebo lymfoidnich blasti odpovidajici stavu akutni leukémie (Obr. 1)

(Faderl et al., 1999; Kennedy & Hobbs, 2018). Myeloidni zvrat se vyskytuje dvakrat

Chronicka Akcelerovana Blasticka
faze faze faze

Geneticka nestabilita

Zavislost na onkogenu

nebo nebo nebo

- o
A@ A@

Rezistence na lécbu

Pravdépodobnost preZiti

Obr. 2: Progrese CML z chronické do blastické faze. Tento prechod
muze byt spojen se vznikem mutaci v kinasové doméné BCR-ABL1
spojenych s rezistenci na TKI s dal§imi mutacemi v genech nebo
chromozomalnimi abnormalitami. X, Y a Z pfedstavuji mutace
vjinych mistech nez vgenu BCR-ABLI. Upraveno dle
Soverini et al., 2018.



Castéji nez lymfoidni (Minciacchi et al., 2021). Pokud pacient neni 1éCen, onemocnéni
progreduje do blastické faze v asovém horizontu 3-5 let (Faderl ef al., 1999; Thompson
et al., 2015). Diky cilené terapii TKI a pravidelnému monitorovani stavu onemocnéni
incidence akcelerované a blastické faze vyrazné klesla (Baccarani et al., 2013).

V soucasné dobé, kdy jsou k1é€b€ pouzivany zejména TKI, je nejvyznamnéj§im
prognostickym indikatorem rychlost a hloubka odpovédi na lécbu (hematologické/
cytogenetické/molekularni). V dobé diagnoézy onemocnéni jsou pro stanoveni prognozy
dulezité informace klinického charakteru a laboratorni parametry, jako jsou vek pacienta,
velikost sleziny, pocet bazofil, eozinofil a blastl v periferni krvi. Z téchto parametra
jsou odvozeny hodnoty rizikového skore (Sokal, EUTOS), které¢ umoziuji pacienty délit
podle miry rizika progrese onemocnéni. Vétsina pacientd, u nichz bylo stanoveno nizké
riziko, odpovida na 1écbu TKI 1épe nez pacienti, jejichz rizikové skore je vysoké

(Baccarani et al., 2013).

2.2.1 Historie CML

CML byla poprvé popsana v roce 1845, kdy patologové John Bennett a Rudolf Virchow
nezavisle na sob& publikovali informace o pacientech trpicich splenomegalii,
hepatomegalii a leukocyt6zou. Popsané priznaky vSak nesouvisely s zddnym zndmym
onemocnénim a spojili je pravé se zmeénami Vv krvetvorbé (Bennett, 1845;
Minciacchi ef al., 2021). Vtéto dobé byla CML oznaCovana jako chronicka
granulocytarni leukémie. Pacienti byli zpoCatku 1éCeni raznymi formami arsenu,
coz vedlo ke zmirnéni leukocytozy, nikoliv vSak k vyraznému piezivani pacient. V roce
1960 byl ucinén zasadni pokrok v objasnéni pficiny této nemoci. Jednalo se o objeveni
spojitosti mezi CML a vznikem abnormalniho chromozomu, ktery byl pozd€ji oznacen
jako Philadelphsky (Ph) chromozom (Minciacchi et al., 2021). Objev umoznily nové
technologie pro studium bunék ve stadiu mitdzy a je pfipisovan Nowellovi
a Hungerfordovi (Nowell & Hungerford, 1960). Rok 1970 byl vyznamny diky izolaci
genu v-ABLI akutné transformujiciho viru zpusobujiciho mysSi leukémii. Zasluhu
na tomto objevu méli Herbert Abelson a David Baltimore (Abelson & Rabstein, 1970;
Goldman, 2010). V roce 1973 bylo prokazano, ze Ph chromozom vznika reciprokou
translokaci mezi chromozomy 9 a 22 (Goldman, 2010). Dal§im vyznamnym milnikem
byl rok 1984, kdy byla definovana oblast zZlomu (breakpoint cluster region) v BCR genu
anasledné v roce 1985 byl identifikovan samotny fuzni gen BCR-ABLI. Po¢atkem 80. let
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20. stoleti bylo prokazano, ze gen c-ABL (ABLI ), lidsky homolog myS§iho genu Abelsonl,
se nachazi v oblasti q34 chromozomu 9 a dochézi k jeho translokaci na chromozom 22

(De Klein et al., 1986; Goldman, 2010).

2.3 Molekularni podstata CML

2.3.1 Fyziologické funkce genit ABLI a BCR

Gen ABLI (ABL proto-oncogene 1) se nachazi na chromozomu 9 (9q34.12) a m4 jedenact
exonu (Zhou et al., 2018). Tento gen kdduje nereceptorovou tyrosinkinasu (EC 2.7.10.2),
ktera reaguje na signalizaci rastovymi faktory (cytokiny). Jako odpovéd na tyto signaly
dochazi k celé tadé bunétnych procesi zahrnujicich stimulaci bunécné proliferace,
diferenciaci a prezivani bunék (Wang, 2014). Protein je slozen z nekolika strukturnich
domén, jejichz funkce se lisi. Tti homologni Src (sarcoma) domény (SH1, SH2 a SH3),
se nachazi na N-konci. SH1 (Src homology 1) doména ma funkeci tyrosinkinasy, kdezto
domény SH2 a SH3 interaguji s dal§Simi proteiny (Cohen et al, 1995;
Deininger et al., 2000). Ve stfedu molekuly se nachazi sekvence bohaté na prolin. Blize
k C-konci se nachazi DNA/aktin vazebné motivy a také jaderné lokalizacni signaly
(Deininger et al., 2000).

Gen BCR (BCR Activator Of RhoGEF And GTPase) se nachazi na chromozomu 22
(22q11.23) a ma 23 exont (Obr. 3) (Zhou et al., 2018). Je slozen z nekolika strukturnich
motivli. Funkce serin/threoninové kinasy (EC 1.3.7.8) je kodovana prvnim exonem.
Coiled-coil doména nachazejici se na N-konci umoziiuje tvorbu dimeru in vivo. Ve stredni
casti molekuly se nachazi domény stimulujici vyménu guanidin trifosfatu (GTP)
za guanidin difosfat (GDP). C-konec proteinu ma GTPasovou aktivitu. Jeji funkci je
regulace polymerace aktinu a aktivity NADPH oxidasy ve fagocytarnich burikach.
Ber protein muze byt fosforylovan na tyrosinovych zbytcich, ¢imz dochazi k vazbé

adaptorové molekuly, jez je spojena s aktivaci drahy Ras (Deininger et al., 2000).
2.3.2 BCR-ABLI translokace

Charakteristickym  znakem CML je  pfitomnost reciproké  translokace
1(9;22)(q34.1; q11.2) mezi dlouhymi raménky chromozomu 9 a 22. Vysledkem této
translokace je fuzni gen kodujici fuzni protein Ber-Abll s aberantni funkci
(Ujjan et al., 2015). Tento protein vykazuje konstitutivni tyrosinkinasovou aktivitu, ktera

je zodpoveédna za iniciaci a fenotyp bunék CML. Diky ni dochazi k nekontrolovatelné
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proliferaci bunék v dusledku naruSeni signalnich drah reguluyjicich bunécny cyklus
(Lugo et al., 1990; Thompson et al., 2015). Onkoprotein aberantni fosforylaci zptisobuje
deregulaci a nadmérnou aktivaci podfizenych intracelularnich transdukénich proteint,
jezregulyji rast progenitorovych bunék v kostni dfeni (Tauchi et al., 1994,
Zhou & Xu, 2015).

Pivodné byla za vznik Philadelphského chromozomu povazovana jiz zminéna
translokace 1(9;22)(q34.1;q11.2). Pozdé&ji vsak bylo prokazano, ze Philadelphsky
chromozom nemusi vznikat pouze touto cestou, ale existuji také variantni translokace
postihujici €ast chromozomu 22ql1 nesouci gen BCR (Johansson et al., 2002).
Tyto variantni Philadelphské chromozomy jsou charakteristické tim, ze kromé

chromozomu 9 a 22 je do jejich vzniku zapojen i jiny chromozom nebo se mize jednat
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Obr. 3: Philadelphsky chromozom je chromozom 22 vznikajici
translokaci t(9;22)(q34:q11). V sekvenci genu BCR na chromozomu 22
existuji riznd mista zlomu. V zavislosti na tom, které zlomy jsou
do translokace zahmuty, jsou rizn¢ velké segmenty z genu BCR
fazovany s 3' seckvencemi genu ABLI. Vysledkem jsou flizni transkripty
raznych délek, které jsou prekladany do proteinovych produktd (p190,
p210 a p230). Zkratka m-BCR oznacuje minor oblast zlomu, M-BCR
znaci major oblast zlomu a x-BCR znaci mikro oblast zlomu. Prevzato
od Faderl er al., 1999.



otranslokaci v ramci komplexni prestavby karyotypu (Sandberg, 1980;
Ujjan et al., 2015). Interchromozomalni piestavby mohou ustit v kryptickou translokaci,
kdy dochazi ke vzniku fizniho genu, ale v karyotypu neni detekovan klasicky
Ph chromozom. Ve vétSiné piipada se t(9;22) v dobé diagnézy CML vyskytuje jako
izolovana chromozomalni zména. Naopak ve fazi blastického zvratu je mozné detekovat
dal§i cytogenetické zmeény (monozomie, komplexni zmény) a to az u 60-80 %
nemocnych (Johansson et al., 2002).

V genu BCR rozeznadvame tifi zlomové oblasti. Jedna se o major oblast, kterou
oznacujeme jako M-BCR, minor oblast, jez je oznacovana jako m-BCR a mikro oblast,
znacena jako u-BCR. Podle toho, ve které z téchto oblasti dojde ke zlomu, se vytvaii rizné
velky fuzni gen a nasledné i transkript a protein. Jedna se o proteiny oznacované p210,
p190 a p230 (Obr. 3) (Zhou et al., 2018). Vznikajici fuzni proteiny mohou obsahovat
pouze nékteré nebo vSechny Ber domény (Ren, 2005; Zhou et al., 2018). Zlomové misto
o velikosti 200 kb v genu ABLI se nachazi v oblasti mezi exonem 1b a exonem 2.

Vsechny typy fuznich proteint Ber-Abll jsou vzdy spjaty se stejnym fenotypem CML.
Protein p210 je typicky pfitomny u vétSiny pacienti s diagnézou CML, ale protein p190
pfevlada u Ph+ lymfoblastické leukémie. Protein p230 se vyskytuje velmi vzacné
(Gong, 2017; Zhou et al., 2018).

Onemocnéni se zacina rozvijet, kdyz Cast pluripotentnich HSC ziska Philadelphsky
chromozom (Goldman & Melo, 2003). Takto modifikované HSC dévaji vznik bunkam,
které maji proliferacni vyhodu oproti buitkdm fyziologickym. Dochazi k situaci, kdy
je v kostni dfeni fyziologickd hematopoéza postupné vytlaovana patologickou
(Eaves & Eaves, 1997; Goldman & Melo, 2003). Buiiky CML navic prezivaji delsi dobu,
coz je zapfic¢inéno necitlivosti k apoptickym signalim, které vedou k fyziologické
bunécné smrti (Bedi et al., 1994; Goldman & Melo, 2003).

Protein Abl1 se pohybuje mezi jadrem a cytoplazmou a za fyziologickych podminek
je lokalizovan prevazné v jadie. AvSak fuzni protein Ber-Abll mé ve své molekule
aberantni signalni sekvenci, ktera jej sméfuje do cytoplasmy, kde muze interagovat
sfadou proteint, ¢imz se projevuje jeho leukemogenni UuCinek. Zasadni je,
ze oligomeriza¢ni doména, jez je kodovana prvnim exonem genu BCR, konstitutivné
aktivuje tyrosinkinasovou aktivitu Abll (Zhou et al., 2018). Divodem je ztrata N-cap,
coz je regulacni oblast se signalni sekvenci pro myristoylaci. U proteinu Abl1 je kinasova

aktivita regulovana prave ptitomnosti N-cap (Soverini et al., 2018).
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Leukemogenni potencial onkoproteinu Ber-Abll spociva v aktivaci dalSich signalnich
molekul v ramci intracelularni signalizace. Jedna se zejména o signalni drahy typu
MAPK (Mitogen-activated protein kinase) a JAK-STAT (Janus kinase/Signal

Transducers and Activators of Transcription) (Jabbour & Kantarjian, 2018).
2.4 Metody detekce Philadelphského chromozomu a genu BCR-ABLI

Pro potvrzeni diagnézy CML je nezbytny prikaz pfitomnosti Philadelphského
chromozomu ¢i detekce fuzniho genu BCR-ABLI. Cytogenetické vySetfeni karyotypu
umozni prokazat ptitomnost Philadelphského chromozomu v kultivovanych burikach
z aspiratu kostni dfené. Pritomnost fize je mozné detekovat i pomoci metody FISH
(fluorescence in situ hybridization). Tato metoda se opira o kolokalizaci fluorescencnich
sond, které jsou specifické pro geny BCR a ABLI (Soverini et al., 2020).

Kvalitativni PCR (pfedevsim jeji dvoukolova verze) slouzi pro detekci transkriptu
BCR-ABLI na trovni nukleovych kyselin. Po nasazeni TKI sledujeme odpovéd’ na 1écbu
pomoci kvantitativni real time PCR (RT-qPCR) (Soverini et al., 2020). Tato vySetteni
jsou provadéna v pravidelnych intervalech pro presné monitorovani hladiny transkriptu,
tzv. minimalni rezidualni nemoci (MRD). Pokud u pacienta neni optimalni odpoveéd
na TKI (nartst hladiny transkriptu, primarni rezistence), je nutné provést screening
mutaci v kinasové doméné Sangerovym sekvenovanim nebo dnes jiz sekvenovanim nové

generace (NGS) (Jabbour & Kantarjian, 2018).
2.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) byla vyvinuta vroce 1983 Kary Mullisem
(Mullis, 1990). Metoda PCR byla velmi rychle zafazena do molekularni diagnostiky
(Houghton & Cockerill, 2006). Umoznuje specifickou detekci cilovych usekd
nukleovych kyselin pomoci amplifikace totozné s mechanismy replikace DNA. Vyhodou
této metody je pozadavek velmi malého mnozstvi vychoziho materialu, tedy templatu
(DNA/cDNA). Pro provedeni PCR reakce je nezbytné mit nasledujici reagencie: vodu,
templat, primery, volné deoxynukleotid trifosfaty, pufr, hofec¢naté ionty a enzym

termostabilni DNA polymerasu (Garibyan & Avashia, 2013).
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Obr. 4: Schéma principu PCR reakce a jeji jednotlivé kroky. Upraveno dle Benchling.
https://benchling.com/protocols/GP1fQ080o/pcr-amplification-of-gfp/sbs (16. 1. 2022).

V prvnim, denaturaénim  kroku  dochazi  k zahfati reakéniho  roztoku
na teplotu 95-98 °C, pfi niz se komplementarni fetézce DNA od sebe oddéli. V dalsim
kroku se teplota sniZzuje, coz umozni primerum vazat se na komplementarni cilové
sekvence v DNA. Tato faze je oznaCovana jako faze annealingu a probiha pfii teplotach
50-65 °C, a je nasledovana fazi extenze, kdy se teplota znovu zvysSuje a termostabilni
DNA polymerasa prodluzuje vznikajici produkt ptridavanim deoxynukleotid trifosfatt
pfi teplote 72 °C. Tyto tii kroky se opakuji v cyklech a v kazdém z cykla idealné dochazi
ke zdvojnasobeni poc¢tu molekul PCR produktt (Obr. 4) (Garibyan & Avashia, 2013).

2.4.1.1 Kvalitativni PCR

Pro detekci fuzniho genu BCR-ABLI se pouziva dvoukolova PCR. Tato metoda vyuziva
dva razné pary primerd, tzv. vnéj§i a wvnitini primery. V prvnim kole dochazi
k amplifikaci genu BCR-ABLI s vyuzitim vn¢j§iho (extended) paru primert. V druhém
kole se navazuje wvnitini (internal) par primerd na PCR produkt z prvniho kola
(Wasserman, 2004). Druhé kolo PCR umoziuje citlivéj§i detekci fuzniho genu
BCR-ABLI. PCR produkty jsou standardné po skonceni reakce rozd€leny pomoci
elektroforézy v agarosovém gelu a vizualizovany diky inkorporaci barviva (EtBr,

Gel Red) do dsDNA (Yu et al., 2017).
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2.4.1.2 Kvantitativni PCR v realném cCase

Tato metoda umoziuje kvantifikaci PCR  produktu  vredlném  cCase
(VanGuilder et al., 2008). K detekci a nasledné kvantifikaci vznikajicich produktd
se pouzivaji interkalacni fluorescencni barviva (SYBR green aj.) nebo specifické
fluorescencné znacené sondy (TagMan technologie). Oligonukleotidova sonda ma
na 5'konci fluorescen¢ni barvivo (fluorofor) a na druhém koci tzv. zhase¢ (quencher),
ktery blokuje nespecifickou flouroescenci fluoroforu. Béhem extenze polymerasa diky
exonukleazové aktivité odStépi molekulu fluoroforu, kterd emituje zareni a nasledné
v prubéhu polymerace odstrani celou sondu (Yu et al., 2017).

Tato metoda ma své vyuziti pfi monitorovani MRD u CML. U pacientd je mozné

sledovat rezidualni hladinu transkriptu BCR-ABLI.
2.4.1.3 Digitalni PCR

Digitalni PCR je povazovéna za tieti generaci PCR. Jedna se o robustni metodu, ktera
umoznuje absolutni kvantifikaci pomoci rozdéleni reakce do velkého mnozstvi malych
kompartmentt (Day et al., 2013).

Principem je rozdéleni nukleovych kyselin do jednotlivych nezavislych kompartmentt
o malych objemech, do nichz jsou tyto molekuly distribuovany nahodné. Do kazdého
kompartmentu se dostava omezeny pocet nukleovych kyselin tak, ze kazdy obsahuje
v idedlnim piipadé¢ jednu nebo zadnou cilovou sekvenci. V kazdém oddilu probiha PCR
samostatné. Po amplifikaci a ukonCeni celé reakce je odecten fluorescencni signal
v kazdém ztéchto kompartmentd (Mao et al., 2019). Pokud v kompartmentu byla
ptitomna cilova sekvence, zaznamenany signal je pozitivni, v opacném ptipadé je signal
negativni (Izzo et al., 2019). Na zakladé zjiSténych poctl negativnich a pozitivnich
signall je vypoctena koncentrace cilové sekvence, k Cemuz se vyuziva analyticka metoda
zalozena na Poissonové statistice (Mao et al., 2019).

Digitalni PCR je mozné rozdélit na dva typy, které se vzajemné li§i typem
kompartmentace reakcni smési. Jedna se o mikrofluidni dPCR a emulzni ,,droplet dPCR
(Mao et al., 2019).

V piipadé mikrofluidni dPCR se vyuzivaji specialni Cipy, které umoziiuji rozdéleni

reakce do tisici malych kompartmentti. Reakce je rozdélena do jednotlivych reak¢nich
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Obr. 5: Znazomnéni zakladniho principu ddPCR. Vzorek je rozdélen do tisici na sobé
nezavislych reakci. Po probéhnuti reakce jsou amplifikované cilové sekvence detekovany
pomoci fluorescence a je urcena koncentrace cilové sekvence. Upraveno dle Mao ez al., 2019.

komurek, které maji presné definovany objem, napfiklad 0,6 nl. Po skonceni reakce je
fluorescence detekovana pomoci specialnich detektorti. (Mao et al., 2019).

Na tomto principu je zalozen ptistroj QIAcuity Digital PCR System, ktery byl pouzit
v této praci. Pristroj funguje na zaklad¢ rozdéleni PCR reakce az na 26 000 jednotlivych,
na sobé nezavislych kompartmentti. Rozdéleni reakce je umoznéno pomoci specialnich
hrotd, které jsou zasunuty do elastické folie, jez je pfipevnéna na horni strané Cipu.
Zasunutim hrotd je vytvoren tlak, ktery umozni nastfik vzorku do mikrokanalt
a jednotlivych reakénich komurek. Nakonec jsou spojovaci mikrokanaly uzavreny diky
pusobeni tlaku na spodni stranu Cipu. Poté probiha PCR program a po jeho ukonceni je
detekovana fluorescence ve vSech kompartmentech v prislusnych fluorescenénich
kanalech. Fluorofor FAM ma excitacni spektrum v oblasti 463—503 nm a jeho emisni
spektrum je v oblasti 518-548 nm. Fluofor HEX ma excita¢ni spektrum v oblasti
514-535 nm a jeho emisni spektrum se nachazi v oblasti 550-564 nm. Moderni stroje
umoziuji vyuziti i dalsich fluorofort (CYS5, JAKIMA Yellow) a diky tomu i multiplexing
reakci.

U emulzni ,, droplet® dPCR (Biorad) se vytvafi jednotlivé mikroreakce tak, ze vzorek
je nahodné rozdeélen do vodnych , kapek“, kolem nichz se nachéazi olejové médium
(Mao et al., 2019). K vytvoreni téchto ,,kapek dochazi pod tlakem. V kazdé z téchto
,kapek® probiha PCR samostatné (Obr. 5). V idedlnim ptipadé jsou tyto , kapky™ stejné

velké, neprekryvaji se a neslévaji se (Vanova et al., 2021).

13



Vystupem detekce mutaci pomoci piistroje QIAcuity Digital PCR System je pfehledna
tabulka s hodnotami absolutni kvantifikace, 2D scatterploty, 1D scatterploty
a histogramy. Vysledkem absolutni kvantifikace je hodnota koncentrace wild type (WT)
a mutované (MT) sekvence v analyzovaném vzorku udavana v jednotkach kopie-pl™.
Tato koncentrace je vypoctena za pomoci Poissonovy statistiky na zakladé vSech
validnich (negativnich a pozitivnich) kompartmentt.

2D scatterplot obsahuje jednotlivé barevné rozliSené body, kdy kazdy z téchto bodu
predstavuje intenzitu fluorescence jednoho kompartmentu. 2D scatterplot je rozdélen
na kvadranty. Vlevém hornim kvadrantu se nachazi body, které predstavuji
kompartmenty, jejichz fluorescence byla detekovana v zeleném kanalu, tedy sekvence
obsahuje MT alelu. V pravém dolnim kvadrantu se nachdzi body reprezentujici
kompartmenty, v nichz byl detekovan fluorescencni signal pouze ve zlutém kanalu, coz
znac¢i pritomnost sekvence s WT alelou. Pravy horni kvadrant obsahuje body, které
predstavuji kompartmenty, v nichz byla prokazana pfitomnost jak WT, tak také MT
sekvence. V poslednim, levém dolnim kvadrantu, se nachdzi body reprezentujici
kompartmenty, v nichz nebyla detekovana fluorescence ani ve zlutém, ani v zeleném
kanalu, tyto kompartmenty tedy neobsahuji MT ani WT sekvenci (Purcell ef al., 2016).

V piipadé 1D scatterplotii se jedna o vyneseni zavislosti intenzity fluorescence
na analyzovaném kompartmentu. Pozitivni signaly v daném kanélu jsou od negativnich
oddéleny tzv. tresholdem. Fluorescence v referencnim detekénim kanalu je méfena
s cilem zjistit, kolik je v jedné jamce validnich kompartment( (Purcell et al., 2016).

Dal§im vystupem dPCR jsou histogramy. Jedna se o grafy zobrazujici Cetnost
kompartmentti, které maji pfislusSny fluorescencni signal. Zobrazuji se vzdy
kompartmenty jedné jamky na Cipu pro vybrany kanal / cilovou sekvenci, v tomto ptipade
MT nebo WT. Histogramy znazorfiuji fluorescenci referencniho kanalu a vybraného
kanalu, které jsou od sebe oddéleny tresholdem (Purcell et al., 2016).

Vyhodou digitalni PCR je dosazeni velmi vysoké presnosti 1 za predpokladu, kdy je
pro analyzu k dispozici pouze malé mnozstvi templatu. Toho lze vyuzit zejména
pfi analyze obtiznych vzorku. Senzitivita u konvencni jednokolové PCR miize dosahnout
1 %, citlivost u dPCR se pohybuje v rozmezi 0,1 % — 0,001 %. Pravé proto je dPCR
vhodnym nastrojem pro detekci vzacnych alel/variant somatického pivodu, a také

pro detekci mutaci na uarovni cirkulyjici nadorové DNA (Day et al., 2013;
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Mao et al., 2019). Maze slouzit k predikci relapsu onemocnéni a monitorovani MRD
(Coccaro et al., 2020).

V porovnani s kvantitativni PCR neni potiebna kalibrace pomoci standardi
a vytvareni kalibracnich kfivek (Izzo et al., 2019). Nespornou vyhodou dPCR je vysoka
citlivost a presnost (Day er al., 2013) v porovnani se Sangerovym sekvenovanim
a metodami sekvenovani nové generace (NGS). Umoziiuje stanovit a zachytit mutace
ve vzorcich, u nichz vySe zminéné metody nemaji dostateCnou citlivost
(Soverini et al., 2020).

Na poli medicinského vyzkumu je velmi ¢asto pouzivana v oblasti studia nadorovych
onemocnéni (Olmedillas-Lopez et al., 2017) vcéetné hematologickych malignit
(Voso et al., 2019). Metoda dPCR je v oblasti hematoonkologie vyuzivana pro detekci
somatickych mutaci (Coccaro et al., 2020). Jedna se o mutace v genech IDHI/IDH?2
(Isocitrat dehydrogenasa 1/Isocitrat dehydrogenasa 2), MYDS88 (MYDSS8 innate immune
signal transduction adaptor) nebo c-KIT (KIT-protoonkogen) (Soverini et al., 2020).
Nejvice studii bylo zaméreno na Ph-negativni chronické myeloproliferativni neoplazie,
jako polycythemia vera nebo primarni myelofibréza. U téchto onemocnéni se vyskytuje
mutace v genu JAK2 (Janus kinase 2) (Coccaro et al., 2020).

I v ramci akutni myeloidni leukemie, coz je nejCasté)si a zaroven nejzavaznéjsi forma
akutni leukemie u dospélych, 1ze vyuzit monitorovani MRD za pomoci dPCR. Je dulezité
zlepsit moznosti detekce a fenotypovou charakterizaci rezidualnich leukemickych bunék,
které mohou byt rezistentni na 1é¢bu (Handschuh et al., 2018; Coccaro et al., 2020).

Dalsi vyuziti této metody je v monitorovani MRD také u CML (Coccaro et al., 2020).
dPCR by mohla slouzit ke stanoveni urovné transkriptt BCR-ABLI pii sledovani
molekularni odpovédi na 1écbu TKI, jelikoz jeji citlivost je vySSi nez u standardné

pouzivané kvantitativni PCR (Soverini et al., 2020).
2.5 Sangerovo sekvenovani

Metodou, ktera se standardné pouziva pro stanoveni mutaci v kinasové doméné
BCR-ABLI, je Sangerovo sekvenovani (Obr.6) (Soverini et al., 2020). Princip metody je
zalozen na vyuziti terminacnich dideoxynukleotidtrifosfati (ddNTP), které nemaji
3 hydroxylovou skupinu, tudiz nemohou vytvaret fosfodiesterovou vazbu s 5 fosfatem
dalsiho dNTP a syntéza fetézce DNA je tak ukoncena
(Chidgeavadze & Beabealashvilli, 1984). B€hem reakce vznikaji rizn¢ dlouhé produkty
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Obr. 6: Schéma Sangerova sekvenovani. V pribchu elongacnich cykli dochazi
k produkci fragmenti DNA ruznych délek. Tyto fragmenty jsou vzdy
zakonceny prislusSnym ddNTP, ktery je fluorescencné znaceny. Fragmenty jsou
nasledn¢ déleny podle své velikosti na gelu. Potom je detekovana
a zaznamenana fluorescence prisluSnych ddNTPs. Upraveno dle: Labster
Theory https://theory.labster.com/DNA_sequencing/ (16. 1. 2022)

(Heather & Chain, 2016). Nasledn¢ probiha rozdéleni produkti dle jejich velikosti
za pomoci kapilarni elektroforézy a na zakladé fluorescen¢nich signalt je urceno poradi
bazi a tim 1 sekvence templatu. Vysledkem je elektroforetogram

(Stranneheim & Lundeberg, 2012).
2.6 Moznosti lécby onemocnéni

Cilem lécby CML je zabranit progresi nemoci do akcelerované nebo blastické faze,
eradikovat patologicky klon a udrzet stavajici kvalitu zZivota pacienta s co nejmensimi
vedlejsimi ucinky 1é¢by (Hochhaus et al., 2020).

V minulosti byly pro 1écbu CML dostupné latky jako je busulfan, hydroxyurea
a interferon-a (Bolin et al., 1982; Kimura et al., 2006). Ty jsou schopné snizit mnozstvi
leukemickych bunék, ale nemaji dostatecny t¢inek na prezivani pacienti. V osmdesatych
letech 20. stoleti byl k 1é¢bé preferovan interferon-a. Ne vSichni pacienti na ném ale méli

dostate¢nou odpovéd’ (Kimura et al., 2006).
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V roce 1998 nastal zasadni zlom diky novym molekulam, inhibitorim tyrosinkinas
(TKI). Samotna tyrosinkinasova aktivita onkoproteinu BCR-ABLI je zasadni pro maligni
transformaci krvetvornych bunék u CML (Lugo et al., 1990). V klinické praxi
se v soucasnosti pouziva pét TKI — imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib a ponatinib
(Garcia-Gutiérrez & Hernandez-Boluda, 2019). Vybér lécebného postupu zavisi
na aktualnim stavu pacienta a dalSich okolnostech v dobé diagndzy, jako jsou
komorbidity, faze onemocnéni, organomegalie.

Odpoveéd na 1écbu TKI je velmi dulezity prognosticky faktor. Za dobré vysledky
se povazuje dosazeni kompletni cytogenetické odpovédi nebo vysoké molekularni
odpoveédi (Lugo et al., 1990, Hochhaus er al., 2020). Idealni je dosazeni kompletni
hematologické odpovédi po tfech mésicich 1écby, kompletni cytogenetické odpovéedi
po Sesti mesicich a dosazeni molekularni odpovédi do dvanacti mésicti od zahajeni 1éCby
(Izzo et al., 2019). Moznosti volby je alogenni transplantace HSC, ktera byla vyuzivana
zejména v dobé pred zavedenim TKI. Vyuziti této metody je ale vyrazné limitovano
vysokou posttransplantacni mortalitou a komplikacemi s ni spojenymi. V soucasnosti
sevyuzivda zejména pro mladSi nemocné v pokrocilejsi fazi onemocnéni

(Kimura et al., 2006).

2.6.1 Imatinib

Jako 1é¢ivo prvni volby ze skupiny TKI je pouzivan imatinib. Imatinib byl vyvinut
na pocatku 90. let Lydonem a Drukerem. Plsobi inhibi¢né na tyrosinkinasovou aktivitu
onkoproteinu Ber-Abll, ale bylo zji§téno, ze inhibuje také jiné tyrosinkinasy, konkrétné
PDGFR (Platelet-derived growth factor receptor) a c-KIT (Druker et al., 1996;
Druker & Lydon, 2000; O'Brien & Goldman, 2013).

Jedna se o 2-fenylaminopyrimidinovou slouceninu, ktera inhibuje vazbu ATP (donoru
fosfatu), na kinasovou doménu onkoproteinu (Carrol et al., 1997). Imatinib ptsobi jako
kompetitivni inhibitor (Kennedy & Hobbs, 2018). Dochézi k zablokovani fosforylace
dalsich podfizenych signalnich transdukcnich proteind, které jsou zapojeny
do leukemogeneze (Carrol et al., 1997) (Obr. 7). Jeho vazba na neaktivni formu Ber-Abl1
ji stabilizuje a vysledkem je apoptoza Ber-Abll pozitivnich bunék a zamezeni jejich dalsi

proliferace (Aguilera & Tsimberidou, 2009).
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Obr. 7: Mechanismus u¢inku Bcer-Abll tyrosinkinasy (A) a mechanismus uc¢inku TKI (B)
u onemocnéni CML. Upraveno dle: Manouchehri et al., 2019.

Velkym piinosem jsou pouze mirné vedlejsi ucinky (Kimura et al., 2006). V nékterych
ptipadech se vSak mohou vyskytnout nezadouci G¢inky, mezi nimiz dominuje nevolnost,
unava nebo zvraceni (O'Brien & Goldman, 2013).

Utinky imatinibu na vechna stadia CML byly provéfovany v mnoha klinickych
studiich. Ty ukazaly, Ze imatinib je méné ucinny v akcelerované a blastické fazi

v porovnani s pacienty v chronické fazi CML (Kimura et al., 2006; Ottmann et al., 2002).
2.6.1.1 Rezistence na imatinib

VétSina pacientti v chronické fazi onemocnéni 1éCenych imatinibem odpovida na 1é¢bu
do 12 mésict poklesem hladiny transkriptu BCR-ABLI a normalizaci krevniho obrazu.
U malého procenta pacienti v pokrocilejsi fazi onemocnéni se mize vytvorit rezistence
na podavany TKI (Ottmann er al, 2002; Kimura et al., 2006). U pacientt
diagnostikovanych v chronické fazi CML, se mira rezistence na imatinib po Ctyfech
letech 1éCby pohybuje okolo 20 %, zatim co u pacientd v akcelerované nebo blastické fazi

je tato hodnota 70-90 % (Druker et al., 2006). Rezistenci na imatinib lze rozdé¢lit
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na primarni a sekundarni. Primarni rezistenci oznacujeme stav, kdy se neprojevi odpovéd’
na TKI z divodu necitlivosti CML bunék. Sekundarni rezistence se vyviji v prubéhu
terapie a je spojovana zejména se vznikem bodovych mutaci v kinasové doméné
Bcer-Abll (Tsimberidou, 2009).

Je popsano nékolik mechanismu, které jsou za rezistenci zodpovédné. Jedna
se o mechanismy zahrnujici zménu rovnovahy ve prospéch aktivniho stavu kinazy Abl1,
posun rovnovahy mezi aktivnim a neaktivnim stavem nebo zména konformace proteinu
Ber-Abll, ktera zabranuje imatinibu v jeho navazani (Tsimberidou, 2009). Mezi dalsi
mechanismy nalezi nadmérna amplifikaci genu (pfidatny Ph chromozom), nadexprese
P-glykoproteinu na povrchu CML bunék (Multi drug resistance protein), jehoz
substratem je i imatinib (Arceci, 1993). Tento transportér je nadmérné€ exprimovan
zejména u pacientll v blastické fazi a podili se tak nejen na rezistenci na imatinib, ale také
souvisi s niz§i ucinnosti chemoterapie vyuzivané v pokrocilé fazi nemoci
(Milojkovic & Apperley, 2009).

Dal§im mechanismem je zvySeni mnozstvi al kyselého glykoproteinu (orosomukoid)
v krevni plasmé€, ktery vaze imatinib a zplisobuje snizeni jeho koncentrace
v extracelularnim prostoru a tim dostupnost 1éCiva v organismu (Kimura et al., 2006;
Tsimberidou, 2009). Urcita 1éCiva, jako je napt. erythromycin, jsou schopna vytésnit
imatinib z vazby na tento glykoprotein (Fitos et al., 2006).

Dals§i moznou pfi¢inou nedostate€né koncentrace imatinibu v buiikkdch CML je
pfenaSeC hOCT (human organic cation transporter). Jeho polymorfismy mohou
ovlivilovat vstup imatinibu do bunék (Milojkovic & Apperley, 2009). Bylo prokazano, ze
imatinib je substratem pro hOCT1, ale ne pro hOCT2 nebo hOCT3. Protoze hOCT1
zprostiedkovava transport 1é¢iva do bunky vice nez jeho eflux, jeho down-regulace muze
negativné ovlivnit odpovéd na 1écbu (Thomas, 2004).

K rezistenci na imatinib muaze prispivat nadexprese gentt LYN (LYN proto-oncogene)
a HCK (HCK proto-oncogene) (Donato er al., 2003). Stabilizuji aktivni konformaci
Bcer-Abll, na niz se imatinib neni schopen vazat (Schindler et al., 2000).

Primarni selhani 1é¢by imatinibem muze byt dusledkem pfirozené necitlivosti
klidovych CML bunék na imatinib. Jedna se o buiky, které vstoupily do GO faze
bunééného cyklu. Rezistence téchto klidovych bunék je multifaktorialni a podil na ni maji

také pozménéné mechanismy influxu nebo efluxu 1éc¢iva (Milojkovic & Apperley, 2009).
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Dalsi faktor souvisejici s rezistenci je hladina proteinu Bcr-Abll. Ta velmi uzce
souvisi s rychlosti vzniku subklont vykazujicich rezistenci na imatinib. Bylo prokazano,
ze buriky exprimujici vysokou hladinu Bcr-Abl1 jsou mnohem méné citlivé na imatinib
(Barnes et al., 2005; Milojkovic & Apperley, 2009).

Nejvyznamnéjsi pficinou vzniku rezistence na lécbu imatinibem jsou mutace
v kinasové doméné ABLI (Obr. 8) (Kantarjian et al., 2004), které interferuji s vazbou
imatinibu (Gupta et al., 2016). Mechanismus vzniku téchto bodovych mutaci vede
k zaméné jedné aminokyseliny v kinasové doméné. Vysledkem je porusena schopnost
léciva vazat se v aktivnim misté v disledku ovlivnéni postrannich aminokyselinovych
zbytka dualezitych pro kontakt s TKI. Kinasova aktivita proteinu zistava zachovana
(Milojkovic & Apperley, 2009). Literatura udava incidenci mutaci mezi 40-90 %
v dasledku pouziti riznych metod detekce, povahy rezistence a faze onemocnéni
(Quintas-Cardama et al., 2009). Bylo identifikovano vice nez sto riznych bodovych
mutaci, které zplisobuji riznou miru rezistence k imatinibu (Corbin ez al., 2003). Nékteré
mutace jsou pii¢inou rezistenci k TKI druhé generace (Corbin er al., 2003;
Soverini et al., 2011). Nejcastéji se vyskytujici mutaci u pacienti 1éCenych imatinibem je
mutace T3151. Buriky s touto mutaci jsou odolné vuci vSem TKI s vyjimkou ponatinibu

(Milojkovic & Apperley, 2009). V piipadé této mutace je aminokyselina threonin
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Obr. 8: Mapa aminokyselinovych substituci v Bcr-Abll kinasové doméng. Barevné jsou
oznaceny dulezité casti kinasové domény. Hvézdicky oznacuji polohu aminokyselin, které
se pfimo ucastni vazby imatinibu vodikovymi vazbami nebo van der Waalsovymi
interakcemi. Upraveno dle Soverini et al., 2011.
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v pozici 315 exonu 6 genu Abll zaménéna za isoleucin, coz znemozni inhibitoram prvni
a druhé generace se zde vazat. Mutace tak stericky zabrafiuje vazbé TKI ovlivnénim
trojrozmérné konformace katalytického mista (Liu et al., 2020).

RozliSujeme cCtyfi mista nejCastéjSiho vyskytu bodovych mutaci souvisejicich
s rezistenci vuci imatinibu. Prvni ovliviluji vazebné misto pro imatinib, druhé P-loop
(ATP vazebné misto), tfeti katalytickou doménu a posledni aktivacni smycku (Obr. 8).
Mutace v oblasti P-loop tvoii témér 48 % vsSech mutaci rezistence na imatinib
(Soverini et al., 2006). Aktiva¢ni smycka Abl1 kinasy je dulezitou regulacni doménou.
Mutace v ni pfispivaji ke vzniku oteviené aktivni konfigurace. Pro aktivitu imatinibu je
potfebnd uzaviend aktivni konformace (Milojkovic &  Apperley, 2009;
Soverini et al., 20006).

Rezistence na imatinib muze byt feSena rliznymi zplsoby s ohledem na jeji
mechanismus. Moznosti je zvySeni davky, jeho kombinace s jinymi latkami nebo zvoleni

jiného typu inhibitoru (Kimura et al., 2006).
2.6.2 Dalsi inhibitory tyrosinkinas

Rezistence na imatinib vedla k vyvoji novych inhibitord tyrosinkinas (Tab. 1). Dasatinib
se fadi mezi TKI druhé generace a jeho struktura neni odvozena od imatinibu. Vyhodou
je az 325x vyS§8i ucinnost ve srovnani s imatinibem. Rovnéz vykazuje aktivitu u bunék
s bodovymi mutacemi vyskytujicimi se v Abll kinasové doméné. Dasatinib je také
schopen cilit na kinasy rodiny SRC, které jsou zapojeny do rezistence na imatinib a také
na tyrosinkinasy KIT, PDGFRa/f a tyrosinkinasy ephrinového receptoru
(Shah ef al., 2004). Dasatinib 1ze indikovat u pacienti s CML, jez jsou rezistentni nebo
intolerantni k imatinibu (Hochhaus et al., 2008) a je vhodnym IécCivem pro pacienty jak
v chronické, blasticke, tak i akcelerované fazi onemocnéni
(Aguilera & Tsimberidou, 2009).

Nilotinib je stejné jako dasatinib fazen mezi TKI druhé generace. Jeho chemicka
struktura vychazi ze struktury imatinibu a byl vyvinut za GCelem optimalizace vazby
na doménu Bcer-Abll. Ve srovnani s imatinibem je nilotinib 30x a¢innéjsi a efektivné
ucinkuje na fadu bodovych mutaci kinasové domény Ber-Abl1. Nizsi ucinnost vykazuje
proti tyrosinkinasam KIT a PDGFR. Bosutinib neni strukturné pfibuzny imatinibu. Jedna
se 0 4-anilino-3-chinolinkarbonitril. Pokud srovname jeho ucinek s imatinibem, inhibuje
Ber-Abll s vyS§Si G€innosti. Vaze se na aktivni 1 neaktivni konformaci kinasové domény
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a je schopny cilit i na mutace v kinasové doméné. Naopak je neuCinny vuci
tyrosinkinasam PDGFR a KIT (Manley et al., 2005). Ponatinib byl vyvinut k zacileni
mutace T3151. Pacienti s touto mutaci jsou rezistentni na v§echny jiz zminéné TKI. Stejné
tak je ucinny v inhibici dalSich tyrosinkinas SRC, VEGF (Vascular endothelial growth
factor), FGFR (Fibroblast growth factor receptor) a PDGFR (Gorre et al., 2001).

Tab. 1: Prehled dostupnych inhibitora k 1écbé CML a bodovych mutaci, které¢ zapficinuji
rezistenci k jednotlivym inhibitorim. Upraveno dle Soverini et al., 2019.

Inhibitor Mutace, které jsou malo citlivé na piislu$ny inhibitor

Imatinib  M237V, 1242T, M244 V, K247R, L.248V, G250E, G250R,
Q252R, Q252H, Y253F, Y253H, E255K, E255V, E258D, W261L, L273M,
E275K, E275Q, D276G, T277A, E279K, V280A, V2891, V2891, V289A, E292Q,
E292V, 1293V, 1.298V, F311L, F3111, T315I, F317L, F317V, F3171, F317C,
Y320C, 1L324Q, Y342H, M343T, A344V, A350V,M351T, E355D, E355G,
E355A, F359V, F3591, F359C, F359L, D363Y, L3641, A365V, A366G, L370P,
V371A, E373K, V3791, A380T, F382L,1.384M, L387F, L387V,
M388L, H396R, H396P, H396A, A397P, S417F, S417Y, 1418S, 1418V, A433T,
S438C, E450K, E450G, E450A, E450V, E453G, E453A, E453K, E453V,
E453Q, E459K, E459V, E459G, E459Q, M4721, P480L, F486S

Dasatinib V2991, T315I, T315A, F317L, F317V, F3171, F317C

Nilotinib  Y253H, E255K, E255V, T315I, F359V, F3591, F359C

Bosutinib  E255V, E255K, V2991, T3151

Ponatinib T315M, T315L
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Soubor pacientu

Soubor tvorilo 14 pacienti (9 muzi a 5 Zen), z nichz 12 bylo diagnostikovano a 1éeno
sCML a 2 pacienti byli 1éceni sPh+ ALL (akutni lymfoblasticka leukémie)
na Hemato-onkologické klinice FN a LF UP v Olomouci. Praimérny vék, ve kterém bylo
pacientim onemocnéni CML diagnostikovano, byl 58 let. Oba pacienti s diagnézou
Ph+ ALL podstoupili alogenni transplantaci krvetvornych bunék a nasledné jim byla
indikovana udrzovaci 1é¢ba imatinibem, na ktery se u nich v pribéhu 1éCby vyvinula
rezistence.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly vyuzity vzorky RNA izolované z periferni

krve. Veskeré analyzy byly provedeny retrospektivné ze vzorku, které byly k dispozici.
3.2 Materialy

3.2.1 Komercné dostupné chemikalie a roztoky

» Agarosa I (Amresco, USA)

* AmpliTaq Gold DNA Polymerase with Buffer II and MgCl, (ThermoFisher
Scientific, USA)

* Ethidium bromid (10 g-1"!, Promega, USA)

* High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA)

»  Marker molekulovych hmotnosti 100 bp DNA Ladder (Promega, USA)

* Nanaseci pufr 6x (Promega, USA)

* Nukleotidy dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mmol-1"!, Promega, USA)

* Parafinovy olej (Lékarna FNOL)

*  Primery

*  QIAcuity Probe PCR Kit (QIAGEN, Némecko)

*  QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Némecko)

*  Qubit dsDNA HS Assay Kits (ThermoFisher Scientific, USA)

= Ultracista voda
3.2.2 Pristroje

*  Centrifuga 5424 (Eppendorf, Némecko)
* Centrifuga 5430R (Eppendorf, Némecko)
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»  Centrifuga XX-400 (Palm series)

* Centrifuga Z 323 K (Hermle, Némecko)

* Laboratorni mraznicka (Liebherr, Némecko)

» Laboratorni vahy FA200 (Salter, USA)

=  Mikrovlnna trouba (ECG, Ceska republika)

* Pipety (Eppendorf, Némecko)

*  QIAcuity dPCR system (QIAGEN, Némecko)

*  Qubit fluorometr (Invitrogen, USA)

= Sestava pro horizontalni elektroforézu (Schoeller, Ceska republika)

* Termoblok Mini Dry Bath (Benchmark Scientific, USA)

* Termobloky (Biosan, LotySsko)

* Thermocycler Pegstar (Peqlab, Némecko)

» Tiskarna P93DW (Mitsubishi Electric, Japonsko)

» UV transiluminator (Vilber Lourmat, Francie)

* UV transiluminator s dokumenta¢nim zafizenim (AlphaDigiDoc RT2 (Alpha
Innotech, USA)

* Vortex (VWR, USA)

*  Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (CastelIMAC Spa, Italie)

» Zafizeni na tpravu vody Direct-Q 3UV (Millipore, USA)

» Zdroj napéti pro elektroforézu VWR power source (VWR, USA)

3.2.3 Laboratorni material

* Centrifugacni zkumavky

= Cipy QIAcuity Nanoplate 26k 24-well a folie pro dPCR (QIAGEN, Némecko)
* Epoxidovy valeCek

* FErlenmayerovy bariky

* Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

* Nitrilové rukavice

* Plastové Pasteurovy pipety

» Plastové stojany na mikrozkumavky

= Spigky s filtrem (Eppendorf, Némecko)
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3.3 Metody

3.3.1 Reverzni transkripce RNA na cDNA

Podle namétené koncentrace RNA byl stanoven jeji vstupni objem tak, aby v reakci bylo
1000 ng. Do 0,5 ml mikrozkumavky bylo postupné pro kazdy vzorek napipetovano 10 pl
RT-pufru (Applied Biotechnologies), ultracista voda, RNA a jako posledni 1 pl enzymu
reverzni transkriptasy. Objem vody je variabilni a zavisi na objemu RNA. Celkovy objem
reakce vzdy Cinil 20 pl.

Mikrozkumavky byly umistény do termobloku nastaveného na 37 °C a inkubovany
podobu 1 hodiny. Nasledné¢ byla provedena inaktivace reverzni transkriptasy

v termobloku nastaveném na 95 °C po dobu 5 minut.
3.3.2 Amplifikace BCR-ABLI kinasové domény pomoci nested PCR

Vychozim templatem pro amplifikaci sekvence kinasové domény genu BCR-ABLI byla
cDNA. Vyuzita byla metoda nested PCR, konkrétné jeji dvoukolova verze podle
Soverini et al. (2011).

Pro provedeni nested PCR byly nejprve pfipraveny oba mastermixy (pro prvni i druhé
kolo PCR reakce) pro prislusny pocet vzorkli. Pro prvni kolo nested PCR bylo
do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml ptidano 23 pl pfipraveného mastermixu (Tab. 2)
a 2 ul cDNA. Reakce byla prevrstvena kapkou parafinového oleje. Mikrozkumavky byly
kratce zcentrifugovany na stolni centrifuze a umistény do termocycleru, na kterém byl
zvolen piislusny program (Tab. 3).

Po provedeni prvniho kola nested PCR byly pfipraveny vzorky pro druhé kolo reakce.
K 24 ul mastermixu (Tab. 4) byl pfidan 1ul produktu z prvniho kola PCR. Reakce byla
prevrstvena kapkou parafinového oleje. Mikrozkumavky se vzorky byly kratce sto¢eny
na stolni centrifuze a umistény do termocycleru, na kterém byl zvolen pfislusny program

pro druhé kolo nested PCR (Tab. 5). Sekvence pouzitych primera jsou uvedeny v Tab. 6.
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Tab. 2: Reagencie pro prvni kolo nested PCR pro amplifikaci genu BCR-ABLI.

Reagencie Objem na 1 vzorek (nl)
TK-H>0 17,4
Pufr II (10%) 2.5
MgCl; (25 mmol 1) 2,0
dNTPs mix (10 mmol‘1?) 0,5
Primer B/A F1 (10 pmol-17) 0,2
Primer B/A R1 (10 pmol-1?) 0,2
Gold polymerasa (5 U-pl) 0,2
cDNA 2,0

Tab. 3: Teplotni profil reakce pro prvni kolo nested PCR.

Faze reakce Teplota Doba trvani Opakovani
Uvodni denaturace 95°C 7 min
Denaturace 95°C 1 min
Annealing 50 °C 1 min 35x%
Extenze 72 °C 3 min
Zavérecna extenze 72 °C 10 min
4°C o0

Tab. 4: Reagencie pro druh¢ kolo nested PCR pro amplifikaci genu BCR-ABLI.

Reagencie Objem na 1 vzorek (nl)

TK-H»0 18,4

Pufr II (10) 2,5

MgCl (25 mmol-1?) 2,0
dNTPs mix (10 mmol-1") 0,5
Primer B/A F1 (10 pmol-1?) 0,2
Primer B/A R1 (10 pmol-1?) 0,2
Gold polymerasa (5 U-pl) 0,2
Produkt prvniho kola reakce 1,0
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Tab. 5: Teplotni profil reakce pro druhé kolo nested PCR.

Faze reakce Teplota Doba trvani Opakovani
Uvodni denaturace 95°C 7 min
Denaturace 95°C 1 min
Annealing 57 °C 1 min 35x%
Extenze 72 °C 3 min
Zavérecna extenze 72 °C 10 min
4°C 0

Tab. 6: Sekvence primert pro prvni a druh¢ kolo nested PCR.

Primer Sekvence primeru

B/A F1 5°-GCT ACG GAG AGG CTG AAG AAG-3°
B/A R1 5°-GCT CGC ATG AGT TCA TAG ACC-3°

B/A F2 5°-CAG ATG CTG ACC AAC TCG TGT-3°

B/A R2 5°-CTT CTC TAG CAG CTC ATA CAC C-3°

3.3.3 Elektroforeticka separace PCR produktu

Po provedeni druhého kola nested PCR byly produkty obou kol reakci naneseny na 1%
agarosovy gel. Pro pfipravu gelu byl 1 g agarosy v Erlenmayerové barice doplnén 100 ml
TBE pufru. Agarosa byla rozvafena v mikrovinné troub€, v pribéhu rozpousténi byl
roztok nékolikrat promichan. Nasledné byl roztok ochlazen na teplotu piiblizné 45 °C
a bylo pfidano 7 pl ethidium bromidu. Takto pfipraveny roztok byl nalit do pfipravené
elektroforetické vany, a nakonec byly umistény pfislusné hiebeny pro vytvotfeni jamek
v gelu.

Po zatuhnuti gelu (pfiblizn€ 30 minut) bylo do jamek naneseno 18 ul PCR produktu
spolu se 4 ul nanaseci barvy (6xOrange Loading Dye). Do posledni jamky bylo naneseno
7 pl markeru molekulovych hmotnosti. Po probéhnuti elektroforézy (100 V, 1 hodina)
byl gel vyjmut a pfenesen na UV transiluminator. V dalsim kroku byl z gelu
pod UV svétlem vytezan specificky produkt PCR reakce a premistén do 1,5 ml
mikrozkumavky (Obr. 9).
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1 2 3 4 5 6 Marker

Obr. 9: Elektroforeticka separace produkti nested PCR. Do jamky ¢. 1 byl nanesen produkt
prvniho kola nested PCR, jehoz molekulova hmotnost je vyss§i, nez je tomu u produktu
druhého kola nested PCR (jamky ¢. 2, 3, 5). Do jamky ¢. 4 byl nanesen rovnéz produkt
druhého kola nested PCR, ovSem jeho amplifikace nebyla dostatecnd. Do jamky €. 6 byl
nanesen pouze mastermix bez obsahu vzorku jako netemplatova kontrola. V posledni jamce
bylo naneseno 7 ul markeru molekulovych hmotnosti. Velikost produkti prvniho kola
reakce: 1616 bp v pfipadé transkriptu b2a2, 1691 bp v pripad¢ transkriptu b2a3. Velikost
produkti druhého kola reakce: 1334 bp v piipadé transkriptu b2a2, 1409 bp v pfipadé
transkriptu b2a3.

3.3.4 Purifikace PCR produktu z gelu

PCR produkt byl purifikovan z gelu za pomoci komercniho kitu QIAquick Gel Extraction
Kit dle navodu vyrobce. K vyfiznutému gelu s PCR produktem bylo ptfidano 600 pl
QG pufru. Vzorky byly inkubovéany v termobloku pti 50 °C po dobu 10 minut do tiplného
rozpusténi gelu.

Cely objem vzorku byl vzdy pfenesen na kolonku a centrifugovan 1 minutu
pii 13 000 rpm. Po centrifugaci byl obsah elu¢ni zkumavky odstranén. Nasledné bylo
na kolonku naneseno 500 pl QG pufru, vzorek byl opét centrifugovan 1 minutu
pti 13 000 rpm a obsah z elu¢ni zkumavky byl odstranén. V nasledujicim kroku bylo
pfidano 725 pl promyvaciho PE pufru. Vzorek byl centrifugovan 1 minutu pii 13 000 rpm
a obsah ze sbérné zkumavky byl odstranén. Poté byla kolonka centrifugovana po dobu

2 minut pfi 13 000 rpm. Kolonka byla pfenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky.
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Na fritku kolonky bylo naneseno 40 pl elu¢niho EB pufru. Vzorek byl inkubovan
3 minuty pii laboratorni teploté a nasledné centrifugovan 1,5 minuty pifi 13 000 rpm.
Obsah elu¢ni zkumavky s purifikovanym PCR produktem byl prenesen do Cisté

a oznaCené 1,5 ml mikrozkumavky.
3.3.5 Stanoveni koncentrace eluovaného PCR produktu

Po purifikaci specifického PCR produktu byla zméfena jeho koncentrace fluorometrem
Qubit (Invitrogen) a komer¢nim kitem Qubit dSDNA HS Assay Kits (Invitrogen).

Pro kazdy vzorek bylo ptipraveno 200 pl pracovniho roztoku smichanim 199 ul Qubit
dsDNA HS pufru a 1 pl Qubit dsDNA HS reagentu, coz je fluorescencni barvivo.
Pro vlastni méteni vzorka byly pfipraveny 0,5 ml mikrozkumavky, do nichz bylo pfidano
198 pl pripraveného pracovniho roztoku a 2 pl PCR produktu. Obsah mikrozkumavek
byl zvortexovan (3 sekundy) a nasledné inkubovan pii laboratorni teploté¢ 2 minuty.

Poté byla zméfena koncentrace specifického PCR produktu na pfistroji Qubit.
3.3.6 Optimalizace metody dPCR

Optimalizace metody dPCR pro detekci bodové mutace T315I v kinasové doméné genu
BCR-ABLI byla provedena na pfistroji QIAcuity Digital PCR System. V ramci
optimalizace metody byla stanovena optimalni koncentrace templatu, false rate a citlivost
metody. Specifické primery a TagMan sondy znaené fluorofory FAM
(karboxyfluorescein pro MT) a HEX (hexachlorofluorescein pro WT) byly navrzeny
vedoucim prace (Tab. 7). Pristroj QIAcuity Digital PCR System vyuziva specifické Cipy
QIAcuity Nanoplate 26k 24-well, ve kterych je schopen vytvofit az 26 000 mikroreakci
o objemu 0,91 nl.

Tab. 7: Sekvence primert a sond pro detekci mutace T3151 a pro detekci WT alely pomoci
dPCR.

Sekvence
Primer ABL F 5°TGA AAG AGA TCA AAC ACC CT-3’
Primer ABL R 5°-TCA GGT AGT CCA GGA GGT T-3’
Sondapro 5. ¢ pAM.CC CCG TTC TAT ATC ATC ATT GAG TTC AT-BHQ-1-3'
mutaci T3151

Sonda pro WT  5°-6-HEX-CC CCG TTC TAT ATC ATC ACT GAG TTC AT-BHQ-1-3"
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3.3.6.1 Stanoveni optimalni koncentrace

Prvnim experimentem bylo provedeni koncentrani fady pro stanoveni optimalni
koncentrace templatu pro dPCR. Cilem bylo zjistit, jak koncentrace ovliviiuje rozdéleni
jednotlivych populaci.

Vzorky byly pfipraveny tzv. spikovdnim v poméru 1:1 ze vzorku se 100% mutaci
T3151 a vzorku s WT ABLI kinasovou doménou na vychozi koncentraci 7 ng-ul™,
6ng-ul!, 5 ng-pl, 4ng-plta3 ngul!, které byly nasledné desitkovym fedénim
nafedény azna 0,07 pg-ul™!, 0,06 pg-ul™t, 0,05 pg-ul !, 0,04 pg-pul! a 0,03 ng-ul™!. Vzorky
pozitivni (PK) a negativni kontroly (NK) byly natedény na 0,05 pg-ul"l. Vzorky byly
na Cip naneseny v triplikatech, jako NTC (netemplatova kontrola, no template control)
byla pouzita voda. Mastermix pro dPCR byl ptipraven podle navodu vyrobce (Tab. 8).
Takto pfipravené vzorky byly preneseny do jednotlivych pozic na Cipu a ten byl nasledné
prelepen specialni folii. Takto pfipraveny Cip byl vlozen do piistroje QIAcuity, na kterém
byl nastaven pfislu§ny program (Tab. 9). Vysledky byly vyhodnoceny v programu
QIAcuity Software Suite 1.2.18.

Tab. 8: Reagencie pro dPCR pro detekci mutace T3151 v kinasové domén¢ genu BCR-ABLI.

Reagencie Objem na 1 vzorek (ul)

TK voda 28

4x mastermix (Qiagen) 10
Forward primer (8 pmol-17) 0,32
Reverse primer (8 pmol-1?) 0,32
Sonda pro WT sekvenci (4 pmol-171) 0,16
Sonda pro MT sekvenci (4 pmol-1?!) 0,16

Specificky PCR produkt 1

Tab. 9: Teplotni profil reakce pro detekci mutace T315I v kinasové doméné genu BCR-ABLI
pomoci dPCR.

Faze reakce Teplota Doba trvani Opakovani
Pocatecni aktivace 95°C 10 min
Denaturace 94 °C 30s
Hybridizace/Extenze 59°C 1 min 40~
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3.3.6.2 Stanoveni false rate (specifity) metody dPCR

False rate byl stanoven pro ovéteni specifity sond pro WT a MT sekvenci. Byl zjistén
pocet nespecifickych amplifikaci. Na Cip byly naneseny vzorky se 100% mutaci T3 151
(PK) o koncentraci 0,05 pg-pl!, vzorky s WT ABLI kinasové domény (NK) o koncentraci
0,05 pg-ul! a voda jako NTC, vzdy v osmi replikatech. Piiprava mastermixu i teplotni

profil reakce byly stejné jako u stanoveni optimalni koncentrace.
3.3.6.3 Stanoveni citlivosti metody dPCR

Pro stanoveni citlivosti metody dPCR byly nachystany vzorky naredénim PCR produktu
z BCR-ABLI pozitivniho vzorku se 100% zastoupenim mutované alely (MT) T315I
do BCR-ABLI pozitivniho vzorku s WT ABLI kinasové domény v riznych pomérech.
Jednalo se o vzorky nafedéné na 100 %; 50 %; 20 %; 10 %; 5 %; 1 %; 0,5 %; 0,2 %;
0,1 %, 0,05 %; 0,01 % a 0 % MT alely T315I o vysledné koncentraci 0,05 pg-ul™.
Ptiprava mastermixu 1 teplotni profil reakce byly stejné jako u stanoveni optimalni

koncentrace.
3.3.6.4 Detekce mutace T3151 u vybrané skupiny pacientu

Pro detekci mutace T3151 v genu BCR-ABLI byly vybrany vzorky 14 pacienti.
U nékterych byla detekce mutace provedena ve vice odbérech z prabéhu 1écby. Vzorky
PCR produkti jako templat pro dPCR byly pfipraveny nafedénim na pozadovanou
koncentraci (0,05 pg-ul™') a na ¢ip byly naneseny v duplikatech. Piprava mastermixu

i teplotni profil reakce byly stejné jako u stanoveni optimalni koncentrace.
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4 VYSLEDKY

V ramci experimentalni Casti této prace byla optimalizovana metoda dPCR pro detekci
mutace T3151 v kinasové doméné genu BCR-ABLI na pfistroji QIAcuity Digital PCR

System. Nasledné bylo touto metodou vySetfeno 28 vzorki celkem od 14 pacientd.
4.1 Optimalizace metody dPCR
4.1.1 Stanoveni optimalni koncentrace vzorku

Nejdiive byl nastaven cut-off pro fluorescenci obou sond. Obr. 10A predstavuje
histogramy vzorku NK (0,05 pg-ul'), vzorku PK (0,05 pg-ul), NTC a vzorku
pfipraveného fedénim MT a WT v poméru 1:1 ve zlutém kanalu, ve kterém je detekovana
WT sekvence. V piipadé vzorku NK (Obr. 10A, A) lze jasné vidét dvé oddélené populace.
Cut-off byl nastaven jako 40 RFU (relativni fluorescencni jednotka). U vzorku PK a NTC
neni pfitomna zadna fluorescence z WT sondy. U vzorku pfipraveného fedénim WT a MT
v poméru 1:1 (Obr. 10A, D) lze pozorovat fluorescencni signal ve zlutém kanalu.
V ptipadé PK a NTC nebyla ve zlutém kanalu detekovana druha populace.

Obr. 10B znazortiuje histogramy vzorku NK (0,05 pg-ul™!), vzorku PK (0,05 pg-ul™h),
NTC a vzorku pfipraveného fedénim vzorku MT a vzorku WT v poméru 1:1 v zeleném
kanalu, ve kterém je naopak detekovana MT sekvence. Zde byly pozitivni signaly
zaznamenany u vzorku PK sjasné definovanou fluorescenci druhé populace
(Obr. 10B, F). Cut-off byl nastaven na 32 RFU. Oddéleni populaci je vidét také u vzorku
pfipraveného fedénim WT vzorku a MT vzorku v poméru 1:1 o vysledné koncentraci
0,05 pg-ul! (Obr. 10B, H). Tento vzorek byl pozitivni pro oba sledované kanaly.

V ptipadé NK a NTC nebylo v zeleném kanalu detekovano oddéleni dvou populaci.
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Obr. 10A: Histogramy piedstavujici vzorek NK o koncentraci 0,05 pg-pl™! (A), vzorek PK
o koncentraci 0,05 pg-pl! (B), vodu (C) a vzorek pfipraveny z BCR-ABLI pozitivniho vzorku
se 100% mutaci T3151 a BCR-ABLI pozitivniho vzorku s WT ABLI kinasové domény
fedénim v poméru 1:1 na vyslednou koncentraci 0,05 pg-ul' (D). Detekce fluorescenéniho
signalu ve Zlutém kanalu, detekovana je tedy WT sekvence.
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Obr. 10B: Histogramy predstavujici vzorek NK o koncentraci 0,05 pg-ul™! (E), vzorek PK
o koncentraci 0,05 pg-ul!' (F), NTC (G) a vzorek pfipraveny z BCR-ABLI pozitivniho vzorku
se 100% mutaci T3151 a BCR-ABLI pozitivniho vzorku s WT ABLI kinasové domény
fedénim v poméru 1:1 na vyslednou koncentraci 0,05 pg-ul™' (H). Detekce fluorescenéniho
signalu v zeleném kanalu, detekovana je tedy MT sekvence.
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V dal§im experimentu byla stanovena optimalni koncentrace pomoci fedici fady.
Analyzovany byly vzorky specifického PCR produktu z BCR-ABLI pozitivniho vzorku
se 100% podilem MT alely T3151 a BCR-ABLI pozitivniho vzorku s WT ABLI
kinasovou doménou fedénim v poméru 1:1 na vysledné koncentrace 0,07 pg-pl’,
0,06 pg-ult, 0,05 pg-ult, 0,04 pg-pulta0,03 pg-ul'.

Na obrazku ¢. 11A lze vidét vystupy ve formatu 2D scatterplotii predstavujici vzorek
NK (0,05 pg-ul!), vzorek PK (0,05 pg-ul'), NTC a vzorek piipraveny fedénim WT
vzorku a MT vzorku v poméru 1:1 o vysledné koncentraci 0,05 pg-pl™!. V piipadé vzorku
NK byl detekovan fluorescencni signal v zeleném kandlu u dvou fale§né pozitivnich
kompartmenti, coz odpovida 0,107 kopiim-ul™ (Obr. 11A, A). PHi detekci mutace T3151
u vzorku se 100% mutaci (PK), bylo detekovano 20 kompartmenti pozitivnich
na fluorescenéni signal ve Zlutém kanalu, coz odpovid4a koncentraci 1,1 kopii-pl!
(Obr. 11A, B). Divodem muze byt pritomnost nespecifické amplifikace nebo pfitomnost
rezidualntho WT subklonu ve vzorku. Je tedy mozné, ze WT sekvence mohla byt
v minimalnim zastoupeni ve vzorku pfitomna. Ve vzorku NTC byl detekovan
fluorescen¢ni signal v zeleném kandlu z jednoho kompartmentu, coz lze pfisuzovat
kontaminaci (Obr. 11A, C). Dale byla detekovana mutace T3151 ve vzorcich
pfipravenych fedénim 100% WT a 100% MT vzorku v poméru 1:1 o riznych
koncentracich (Obr. 11A, D; Obr. 11B). Porovnanim miry rozdéleni jednotlivych
populaci ve 2D scatterplotech byla pro dalsi analyzy vybrana jako nejoptimalnéjsi
koncentrace 0,05 pg-ul!. Vzorek o této koncentraci vykazoval dostate¢nou amplifikaci
sekvenci s MT alelou, zaroveni bylo mozné populace od sebe odliSit na zakladé
fluorescence. V piipadé koncentrace 0,07 pg-ul’! piistroj nebyl schopny dostatedné
rozlisit jednotlivé populace. Se zvysujici se koncentraci roste mira fluorescence a dochazi
tak ke splyvani populaci, stejné¢ jako ke zvySovani frekvence double pozitivnich

kompartmentu.
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Obr. 11A: 2D scatterploty ptedstavujici vzorek NK o koncentraci 0,05 pg-pl™ (A), vzorek PK
o koncentraci 0,05 pg-ul”! (B), NTC (C) a vzorek pfipraveny z BCR-ABLI pozitivniho vzorku
se 100% mutaci T3151 a BCR-ABLI pozitivniho vzorku s WT ABLI kinasové domény
fedénim v poméru 1:1 na vyslednou koncentraci 0,05 pg-ul™ (D).
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Obr. 11B: 2D scatterploty predstavujici vzorky pfipravené z BCR-ABLI pozitivniho vzorku
se 100% mutaci T3151 a BCR-ABLI pozitivniho vzorku s WT ABLI kinasové domény
fedénim v poméru 1:1 na vysledné koncentrace 0,03 pg-ul™! (E), 0,04 pg-ul! (F), 0,06 pg-pl!

(G), 0,07 pg-pl™* (H).

37



4.1.2 Stanoveni false rate (specifity) metody dPCR

Pro stanoveni false rate metody dPCR, tedy ptitomnost faleSné pozitivnich kopii v NK
vzorcich a faleSné€ negativnich kopii v PK vzorcich, byly na ¢ip naneseny vzorky NK, PK
a NTC. Pramérna hodnota falesné€ negativnich kopii v osmi replikatech byla stanovena
jako 0,4455 + 0,21 kopie-ul! a primérma hodnota fale§né pozitivnich kopii v osmi
replikatech byla stanovena jako 0,4881 + 0,128 kopie-pl™! (Tab. 10). V osmi jamkach,
do nichz byla misto vzorku pouzita voda jako NTC, byl detekovan jeden dvojité pozitivni
kompartment, v némz byla detekovana WT alela o koncentraci 0,05 kopie-pl! a MT alela
o koncentraci 0,05 kopie-ul™!, coz lze pfisuzovat kontaminaci v pribéhu pipetovani.
Vysledkem je zisk primérnych hodnot koncentraci faleSné€ pozitivnich a negativnich

kopii, na jejichz zakladé byla v dalSich experimentech provadéna korekce poctu kopii.

Tab. 10: Pocet kopii faleSné¢ negativnich alel ve vzorku se 100% mutaci a pocet falesné
pozitivnich alel ve vzorku se 100% WT alelou.

Fale$né& negativni (kopie'pl)) Fale¥né pozitivni (kopie-pl™?)

Jamka ¢. 1 0,471 0,692
Jamka ¢. 2 0,747 0,356
Jamka €. 3 0,452 0,63
Jamka ¢. 4 0,252 0,575
Jamka ¢. 5 0,202 0,374
Jamka €. 6 0,664 0,43
Jamka €. 7 0,205 0,465
Jamka ¢. 8 0,571 0,383
PRUMER 0,4455 0,4881
Smérodatna odchylka 0,21 0,128
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4.1.3 Stanoveni citlivosti metody dPCR

Citlivost metody byla stanovena na zaklad¢ tedici fady, kdy byl fedén vzorek se 100%
podilem MT alely do vzorku se 100% podilem WT alely. Cilem experimentu bylo ovétreni
deklarované citlivosti metody 0,01 %. Analyzovany byly vzorky natedéné na 100 %,
50 %; 20 %; 10 %; 5 %; 1 %; 0,5 %; 0,2 %; 0,1 %, 0,05 %; 0,01 % a 0 % vyskytu MT
alely T3151 o vysledné koncentraci 0,05 pg-ul!. P¥i vyhodnoceni dat byla provedena
korekce, coz znamena, ze od detekovanych hodnot koncentraci MT sekvence byla
odectena stanovena primérna hodnota falesné pozitivnich kopii a od zjisténych hodnot
koncentraci WT sekvenci byly naopak odecteny prumérné hodnoty faleSné negativnich
kopii. Poté byly vysledné hodnoty vyneseny jako zavislost na o¢ekavanych hodnotach
vyskytu mutace T3151. Pro lep§i prehlednost byly nizké hodnoty vyskytu MT alely
vyneseny do samostatné kalibracni kfivky. Dale byly sestrojeny kalibracni kiivky
zavislosti detekovanych hodnot WT sekvenci na jejich ocekavanych hodnotéach.
Byla o¢ekavana linearni zavislost, cozse po vyneseni dat do kalibracnich kfivek
potvrdilo (Obr. 12, 13, 14). Pro nejnizsi analyzovanou hodnotu 0,01 % byla pomoci

pfistroje Qiagen detekovana ptitomnost 0,04 % MT alely ve vzorku.
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Obr. 12A: Graf znazoriiuje korelaci mezi hodnotami detekované mutace T3151 po korekci
a predpokladanymi hodnotami mutace T3151 pro vzorky nafedéné na 100%; 50 %; 20 %;
10 %; 5 %; 1 %; 0 % pritomnosti MT alely.
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Obr. 12B: Graf znazoriuje korelaci mezi hodnotami detekované mutace T3151 po korekei
a predpokladanymi hodnotami mutace T3151 pro vzorky nafedéné na 1 %:; 0,5 %; 0,2 %;
0,1 %, 0,05 % a 0,01 % pritomnosti MT alely.
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Zavislost ocekdvanych a detekovanych hodnot WT
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Obr. 13A: Graf znazomiuje korelaci mezi hodnotami WT sekvence po korekci
a predpokladanymi hodnotami WT sekvence pro vzorky nafedéné na 100 %; 50 %; 20 %;
10 %; 5 %; 1 %; 0 % pritomnosti MT alely.
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Obr. 13B: Graf znazomuje korelaci mezi hodnotami WT sekvence po korekci
a predpokladanymi hodnotami WT sekvence pro vzorky nafedéné na 1 %; 0,5 %:; 0,2 %;
0,1 %, 0,05 % a 0,01 % pritomnosti MT alely.
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Zavislost procentualniho zastoupeni mutace T315I na
koncentraci kopii
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Obr. 14A: Graf znazomiuje korelaci mezi hodnotami detekované mutace T3151 po korekei
a koncentraci kopii PCR produktu s mutaci T3 151 pro vzorky nafedéné na 100 %; 50 %; 20 %;
10 %; 5 %; 1 %, 0 % pritomnosti MT alely.
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Obr. 14B: Graf znazomiuje korelaci mezi hodnotami detekované mutace T315I po korekei
a koncentraci kopii PCR produktu s mutaci T3 151 pro vzorky nafedéné na 1 %; 0,5 %; 0,2 %;
0,1 %, 0,05 % a 0,01 % pritomnosti MT alely.
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4.2 Detekce mutace T3151 u vybrané skupiny pacienti

Soubor pacient, u nichz byla v ramci experimentalni Casti této prace detekovana mutace
T3151 v kinasové doméneé genu BCR-ABLI, Cital celkem 14 pacientd a u vybranych
pacienti byly analyzovany vzorky z vice odbért. Vysledky a charakteristika souboru je
popsana v Tab. 11. Celkovy pocet analyzovanych vzorkt byl 28.

Z celého souboru pacienti byla bodova mutace T3151 prokazana u 10 pacientd.
U obou pacienti s diagnézou Ph+ ALL byla pfitomnost mutace T3151 prokazana jak
pomoci dPCR, tak také pomoci Sangerova sekvenovani. V pfipadé skupiny pacientu

s diagnozou CML byla tato mutace detekovana u 8/12 pacientd (Tab.11).
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Tab. 11: Shrnuti zakladnich udaji o pacientech vysetfenych metodou dPCR. U kazdého
odbéru je zaznamenana prislusna hodnota IS (BCR-ABLI/ABLI) (%), ktera byla vySetfena
pomoci RT-gPCR (analyza nebyla soucasti této prace), v dal§im sloupci je zaznamenano
detekované zastoupeni MT alely T3151 (%), které bylo vysetfeno dPCR a v poslednim sloupci
je zaznamenan udaj o tom, zda byl pfislusny vzorek vySetfen Sangerovym sekvenovanim.

Pacient Rok , Stav Datum IS (%) dPCR Sanger.
« narozeni, Dg.* onemocnéni odbérn PCR (T3151) sekven.
pohlavi q % (T3151)
1 1945, M CML Dg. 14.08.2018 75,55 0 NvT
CHR** 26.11.2018 2,32 13,69 8
CHR 18.02.2019 0,26 78,84 +
CCyR T 03.06.2019 0,41 99,95
Ztrata CCyR  20.04.2020 9,61 100,00
CCyR 11.11.2020 0,39 100,00 +
Ztrata
2 1959, M CML MMR 28.03.2007 2,39 99,92 +
MMR 18.03.2015 0,05 99,93 NV
3 1956, M CML BZ% 27.04.2020 27,74 0 -
Ztrata
hluboké MR 05.11.2020 0,02 98,51 +
Vyplaveni
blasti do PK 18.02.2021 7,87 98,46 NV
4 1960,M  CML  FRO8rese 075012 2,83 83,08 +
onemocnéni
Progrese 15 122013 2,14 50,97 NV
onemocnéni
MM? 16.09.2013 0,35 86,99 NV
nedosazena
Sekundarni
5 1943, M CML rezistencena  22.03.2006 41,00 99,97 +
imatinib
y BZ -
6 1951, 7 CML progrese 10.03.2010 2,10 0 NV
onemocnéni
BZ -
progrese 15.12.2010 7,35 0 NV
onemocnéni
BZ -
progrese 17.02.2011 16,90 33,08 +
onemocnéni
7 1976, M CML  Ztrata MMR  05.09.2008 0,19 0,08 NV
Ztrata MMR  03.10.2008 0,27 22,46 NV
Ztrata MMR  24.11.2008 3,32 63,81 +
8 1945, M CML MM? 02.02.2022 0,27 0 -
nedosazena
9 1974, 7z CML MM? 02.02.2022 1,92 0 -
nedosazena
10 1954, Z CML  Ztrita MMR  24.08.2020 1,44 0 -
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Tab. 11: Shrnuti zakladnich udaji o pacientech vysetfenych metodou dPCR. U kazdého
odbéru je zaznamenana prislusna hodnota IS (BCR-ABLI/ABLI) (%), ktera byla vySetfena
pomoci RT-gPCR (analyza nebyla soucasti této prace), v dal§im sloupci je zaznamenano
detekované zastoupeni MT alely T3 151 (%), které bylo vysetfeno dPCR a v poslednim sloupci
je zaznamenan udaj o tom, zda byl pfislusny vzorek vySetfen Sangerovym sekvenovanim.

pokracovani
Pacient Rok , Stav Datum IS (%) dPCR Sanger.
« narozeni, Dg. onemocnéni odbérn PCR (T3151) sekven.
pohlavi q % (T3151)
1 1938.Z  CML CCyR 28.082019 14,37 0,06 -
nedosazena
12 1947, M CML MM? 19.02.2020 0,40 0 -
nedosazena
13 2006, M ALL Druhy relaps  20.03.2014 50,49 98,36 +
14 1967, 7z ALL Ztrata MMR 25.04.2019 0,27 100,00 +
* diagnoza

1 vzorek nebyl vySetfen Sangerovym sekvenovanim
1 mutace T315I byla Sangerovym sekvenovanim prokazana

§ mutace T3151 nebyla Sangerovym sekvenovanim detekovana
** (plna hematologicka odpovéd’
11 Gplna cytogeneticka odpoved’

1T velka molekulami odpovéd’ (hladina transkriptu BCR-ABLI je v rozmezi 0,1-0,01 %)

§§ blasticky zvrat
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Pacientovi ¢. 1 byla diagnostikovana CML v chronické fazi v srpnu 2018 v 73 letech.
Cytogenetické vySetfeni prokazalo pfitomnost fuzniho genu BCR-ABLI. Sokalovo
rizikové skore bylo vyhodnoceno jako vysoké, Euro rizikové skore stfedni a EUTOS
nizké. Jedna se o rizikové indexy dilezité pro odhad progndzy, které jsou vypocteny
na zakladé véku pacienta, velikosti sleziny, poctu bazofila, eozinofilt a blasti v krvi.
Po potvrzeni diagnézy byla pacientovi pfedepsana hydroxyurea a inhibitor imatinib
400 mg/den. V bieznu 2020 bylo u tohoto pacienta vysloveno podezieni na selhani 1écby
na zakladé kontinualn€ narustajici hladiny transkriptu BCR-ABLI (Obr. 15). Z tohoto
divodu bylo nasledujici mésic provedeno Sangerovo sekvenovani, které prokazalo
pfitomnost mutace T3151 a pacientovi byla zménéna 1écba na ponatinib. Po zméné
inhibitoru pacient odpovidal na lécbu poklesem BCR-ABLI az na uroveni hluboké
molekularni odpovédi, ovSem mutace i pies soucasnou 1é¢bu stale ziistava ptitomna.

V dobé& diagnozy (14. 8. 2018) nebyla mutace T3151 pomoci dPCR detekovana.
V dalSim odbéru (26. 11. 2018) doslo k vyraznému poklesu transkriptu BCR-ABLI
v dasledku nasazeni imatinibu. U tohoto odbéru byla hodnocena pfitomnost mutace
T3151 pomoci dPCR. dPCR mutaci detekovala a prokazala zastoupeni mutantni alely
v 13,69 %. Pritomnost mutace byla sledovana také pomoci Sangerova sekvenovani.

To nebylo schopné mutaci v tomto piipadé detekovat, jelikoz tato metoda ma schopnost

Pacient €. 1

100,00

IMATINIB PONATINIB

Obr. 15: Follow-up pacienta ¢. 1. Vyvoj hladiny transkriptu BCR-ABLI vysetfeny pomoci
RT-gPCR. Mutace T315I byla detekovana pomoci dPCR.

46



detekovat mutace pouze pii zastoupeni mutantni alely minimalné 15 %. Nasledujici odbér
byl proveden po tfech mésicich (18. 2. 2019) a vzorek byl opét sekvenovan Sangerovou
metodou. V tomto pripade uz bylo sekvenovani schopno detekovat mutaci T3151, stejné
tak 1 dPCR prokéazala pritomnost MT alely, jejiz zastoupeni bylo 79 %. V dalSich dvou
hodnocenych odbérech (3. 6. 2019 a 20. 4. 2020) byla detekovana zvySena hladina
transkriptu  BCR-ABLI a rovnéz i dPCR prokazala narist MT alely, ktera
dosahovala 100 %.

Pacientovi €. 2 byla diagnostikovana CML v akcelerované fazi v lednu 2004. V dobé
stanoveni diagndzy mél pacient 45 let. Pti stanoveni diagnozy bylo v KD pfitomno 14 %
blastt a pacientovi byla inicialné nasazena hydroxyurea a nasledné€ imatinib 800 mg/den.
V dubnu 2007 byla 1écba zménéna na dasatinib z divodu rezistence na imatinib.
K selhani doslo v srpnu 2007 a byl mu podan interferon a.

Analyzou vzorku ze dne 28. 3. 2007 bylo pomoci dPCR zji§téno zastoupeni MT alely
T315199,92 %. Sangerovo sekvenovani rovnéz prokazalo ptritomnost MT alely. V dal§im
analyzovaném vzorku, ktery pochazi z odbéru po osmi letech, bylo zastoupeni MT alely
vaci WT 99,93 %, i presto, ze hladina transkriptu BCR-ABLI vlivem 1écby postupné
klesala.

U pacienta ¢. 3 byla CML diagnostikovana v chronické fazi v fijnu 2010. Pacientovi
byla predepsana hydroxyurea a nasledné imatinib. Sokalovo rizikové skore bylo
vyhodnoceno jako nizké. Pacient se dlouhodobé nachazel v hluboké molekularni remisi
az do roku 2017, kdy prerusil 1é€bu. 27. 4. 2020 byl pacient hospitalizovan s Ph+ ALL,
ktera vznikla blastickym zvratem CML. Hodnota transkriptu BCR-ABLI byla 27,74 % IS.
Zaroven byl tento vzorek podroben Sangerovu sekvenovani, které neprokazalo
pritomnost mutaci, a analyzovan dPCR, ktera nepotvrdila pfitomnost MT alely T315I
(Obr. 16). Pacient podstoupil chemoterapii R-CHOP (rituximab, cyklofosfamid,
doxorubicin, vinkristin, prednison). Od 7. 5. 2020 mu byl nasazen dasatinib. Vlivem 1écby
pacient dosahl dne 21. 5. 2020 hluboké molekularni odpovédi (0,0029 % IS).
V listopadu 2020 bylo na zakladé vzristajici hladiny transkriptu BCR-ABLI (0,02 % 1S)
vysloveno podezieni na rezistenci. V odbéru ze dne 5. 11. 2020 byla jiz detekovana
ptitomnost homozygotni mutace T3151 Sangerovym sekvenovanim, s ¢imz je spojena
zména podéavaného inhibitoru na ponatinib. Tento vzorek byl analyzovan také dPCR,
ktera prokazala 98,52% pfitomnost MT alely. V odbéru ztnora 2021 bylo znovu

prokazano vyplaveni blastd z kostni dfené do periferni krve a relaps Ph+ ALL.
47



Pacient €. 3

NIL. DASATINIB PONATINIB

Mésice od navratu pacienta k Iécbé po jejim tfiletém preruseni

Obr. 16: Follow-up pacienta ¢. 3. Vyvoj hladiny BCR-ABLI vySetfeny pomoci RT-qPCR.
Mutace T3 151 byla detekovana pomoci dPCR. NIL. = nilotinib

Pacientovi €. 4 byla diagnostikovana CML v kvétnu 2009, vék v dobé diagndzy byl
40 let. Vzorky pochazi z obdobi, kdy se onemocnéni nachazelo v akcelerované fazi.
U prvniho analyzovaného odbéru dPCR prokazala zastoupeni MT alely v 83 %, v tomto
vzorku byla pfitomnost MT alely prokdzana rovné€z Sangerovym sekvenovanim.
U dalsiho analyzovaného vzorku pomér MT viuci WT alel klesl na hodnotu 50,97 %.
V odbéru po sedmi mésicich doslo opét k nartistu zastoupeni MT alely, ackoliv hodnota
transkriptu BCR-ABLI stale klesala diky uc¢innosti zakladni 1écby.

Pacientovi €. 5 byla diagnostikovana CML v zaii 2002 v 59 letech. Po stanoveni
diagnozy mu byl nasazen interferon o v kombinaci s imatinibem. Ve vzorku ze dne
22. 3. 2006 byla potvrzena ptitomnost mutace T315I Sangerovym sekvenovani i pomoci
dPCR. Na zéklad¢ toho byla pacientovi zménéna 1écba na hydroxyureu v kombinaci
s nilotinibem.

Pacientce ¢. 6 byla diagnostikovana CML v lednu 2003 v 52 letech. Po stanoveni
diagnozy byla léCena hydroxyureou a interferonem a. Sokalovo rizikové skore bylo
vyhodnoceno jako nizké. Od fijna 2005 byl pacientce podavan imatinib, ktery uzivala
do brezna 2009, kdy onemocnéni dospélo do faze blastického zvratu (Obr. 17). Nové
ji byl nasazen dasatinib. Od bfezna 2010 byly v néasledujicich odbérech Sangerovym

sekvenovanim detekovany mutace V299L, F317L, L248V. Na konci srpna 2010 doslo
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k narGstu hodnoty transkriptu BCR-ABLI na 26,89 % IS a pacientce byla zménéna 1écba
na inhibitor nilotinib. Ve vzorku z odbéru 17. 2. 2011 bylo Sangerovym sekvenovanim
prokazano heterozygotni zastoupeni MT alely T3151. Pomoci dPCR byla tato skute¢nost
potvrzena a byla detekovana pfitomnost 33 % MT alely, kdezto v pfedchozim odbéru
(15.12. 2010) mutace T3151I detekovana nebyla. To potvrdila i analyza dPCR. Pacientka
netolerovala 1écbu ponatinibem, byla ji pfedepsana paliativni terapie v podobé
hydroxyurey.

Pacient ¢. 7 byl diagnostikovan s CML v dubnu 2007 v 31 letech v chronické fazi
a zacal uzivat imatinib. Ve tfech po sobé nasledujicich odbérech byla pomoci dPCR
detekovana postupné se zvySujici hladina mutace T3151, jejiz vyskyt koreloval
s nartistem transkriptu BCR-ABLI.

Pacientovi ¢. 8 byla CML diagnostikovana v listopadu 2020 v 75 letech. V dobé
odbéru byl léen imatinibem. Bylo detekovano zvysSeni hladiny transkriptu BCR-ABLI
a doslo ke ztrat€ velké molekularni odpoveéd (0,38 % IS), ale pfitomnost MT alely u ngj
nebyla Sangerovym sekvenovanim ani dPCR prokézana.

Pacientce ¢. 9 byla CML diagnostikovana v zati 2021 v 75 letech. Tato pacientka
nereagovala na lécbu imatinibem optimalné, ale Sangerovo sekvenovani ani dPCR

neprokazaly ptitomnost mutace T3151.

Pacientka €. 6

M. DASATINIB NILOTINIB

Mésice od prechodu CML do faze blastic
—e— BCR-ABL1/ABL1 (%

Obr. 17: Follow-up pacientky €. 6. Vyvoj hladiny BCR-ABLI vySetfeny pomoci RT-qPCR.
Mutace T315I byla detekovana pomoci dPCR. IM = imatinib
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Pacientce ¢. 10 byla CML diagnostikovana v bifeznu 2018 v 64 letech. Pacientka
uzivala imatinib. Byla u ni pozorovano selhavani lé¢ebné odpovédi. Sangerovo
sekvenovani prokazalo pfitomnost mutace F317L.

Pacientce ¢. 11 byla CML diagnostikovana v bifeznu 2019 v 81 letech. Pacientka
uzivala imatinib, ale odpovéd na léCbu nebyla optimalni. Nartstala hladina transkriptu
BCR-ABLI. Bylo provedeno Sangerovo sekvenovani, které pfitomnost mutaci
nepotvrdilo. Pomoci dPCR byla detekovana ptitomnost MT alely v 0,06 %. Vzorky
z dalSich odbérd pacientky byly rovnéz sekvenovany Sangerovym sekvenovanim
a analyzovany technologii MassArray a pfitomnost mutace T3151 v nich potvrzena
nebyla.

Pacientovi ¢. 12 byla CML diagnostikovana v listopadu 1999 v 52 letech. Pacient
uzival imatinib. VySetfeni pfitomnosti mutaci bylo indikovano na zakladé narastu
transkriptu BCR-ABLI. Vyskyt mutaci nebyl prokazan ani Sangerovym sekvenovanim,
ani pomoci dPCR. U téchto pacient byla rezistence pravdépodobné zapfic¢inéna jinym
mechanismem nez mutaci v ABLI doméng¢.

Pacientovi ¢. 13 byla diagnostikovana Ph+ ALL v bfeznu 2014 v osmi letech.
Analyzovan byl odbér po transplantaci a chemoterapii v kombinaci s imatinibem. Jednalo
se jiz o druhy relaps onemocnéni. Sangerovym sekvenovanim byla prokéazana pritomnost
MT alely, ktera byla také kvantifikovana pomoci dPCR s vysledkem 98,36 %.

Pacientka ¢. 14 méla diagnostikovanu Ph+ ALL v Cervnu 2018 v 51 letech. Jedna
se o pacientku, kterd byla 1é¢ena standardni chemoterapii v kombinaci s imatinibem. Byla
sméfovana k alogenni transplantaci kostni diené. V bieznu 2019 byl znovu detekovan
BCR-ABLI transkript pomoci RT-qPCR v kostni dieni. Nasledné v odbéru z periferni
krve z dubna 2019 byla detekovana pritomnost MT alely, stejné tak 1 dPCR prokazala jeji

100% zastoupeni. Pacientce byl nasazen ponatinib.
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S DISKUZE

Zavedeni TKI do klinické praxe bylo velmi vyznamnym milnikem v léébé CML.
Navzdory velkému uspéchu TKI se u ¢asti pacientll vyvine sekundarni rezistence na lécbu
nebo jsou primarné rezistentni. Priméarni rezistence ma stile neznadmou etiologii,
sekundarni rezistence byva obvykle spojovana s bodovymi mutacemi v BCR-ABLI
kinasové doméné. Tyto mutace jsou detekovany u nékterych pacientd v dobé selhani
1écby. Proto je jejich identifikace a nasledné monitorovani velmi dulezité, zejména
z divodu zmény 1écby (Alikian et al., 2012).

Existuje fada metod pro detekci mutaci v kinasové doméné¢ BCR-ABLI. Tyto metody
se od sebe liSi zeyména v senzitivite¢ a specificité, Casové a financni narocCnosti
na provedeni analyz (Alikian et al., 2012).

Nejvyuzivanéjsi metodou je Sangerovo piimé sekvenovani, které je stale pouzivano
na zékladé doporuceni odbornych spolecnosti. Nevyhodou je nizka senzitivita této
metody, kterd se pohybuje v rozmezi minimalné 15-20 % zastoupeni mutantni alely
(Cortes et al., 2007; Alikian et al., 2012).

Pouziti NGS piinasi presné€jsi informace o pfitomnosti mutaci a jejich zastoupeni.
Vyhodou je moznost detekce Sirokého spektra mutaci v kinasové doméné u vice vzorku
najednou oproti Sangerovu sekvenovani (Soverini et al., 2020). Sekvenovani nové
generace (NGS) ma deklarovanou citlivost v rozmezi 1-5 % mutantni alely. Jeji potencial
je v citlivosti, ktera umozni identifikovat mutace i ve vzorcich s nizkou hladinou mutace
tam, kde citlivost Sangerova sekvenovani neni dostacujici, v pfipadé zastoupeni
minoritnich klont do 15 % (Soverini et al., 2020).

Kizilors et al. (2019) ve své studii provedli screening mutaci u 121 pacientu
s diagndézou CML v chronické fazi onemocnéni za pomoci technologie NGS. Pacienti
uzivali pfevazné imatinib. Limit detekce byl stanoven na 1 % a citlivost byla stanovena
sekvenovanim vzorkli o riznych koncentracich pfipravenych spikovdnim bunécné linie
nesouci mutaci do vzorku s WT alelou. U vzorkd s minimaln€ 20% zastoupeni MT alely
bylo provedeno porovnani citlivosti mezi Sangerovym sekvenovanim a NGS. Vysledné
hodnoty MT detekované pomoci NGS odpovidaly hodnotam zjist€énym Sangerovym
sekvenovanim. Mutace v kinasové doméné byly prokazany u 25 pacienti ze souboru
(21%). V 17 piipadech byla hladina mutace pod detekénim limitem Sangerova

sekvenovani (Kizilors et al., 2019). Pomoci NGS identifikovali TKI rezistentni mutace
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u pacientd, ktefi nevykazovali optimalni odpovéd na 1écbu a u nichz by 1écba pfislusnym
TKI mohla v budoucnu selhat.

Dalsi technologii, kterd byla pouzita pro detekci mutaci v BCR-ABLI doméng,
je pyrosekvenovani. V porovnani s metodou Sangerova sekvenovani také dosahuje vyssi
senzitivity. Skupina Schumachera et al. (2011) stanovila 5% senzitivitu této metody
pro detekci mutace T3151. Pfi detekci niz§iho zastoupeni MT alely ve vzorku (<5 %)
nebyla tato metody schopna mutaci detekovat. Vysledky pyrosekvenovani 26 vzorka
v této studii korelovaly s vysledky Sangerova sekvenovani.

Baer et al. (2016) detekovali mutaci T3 151 pomoci metody sekvenovani 454 (Roche).
Senzitivita v pfipadé této metody byla stanovena na 1-2 %. Soubor pacient tvorilo
40 nemocnych, u kterych doslo k selhani 1écby TKI prvni a druhé generace a u nichz byla
Sangerovym sekvenovanim potvrzena pfitomnost mutace T3151. U poloviny téchto
pacienti byla pfitomnost mutace detekovana u vzorku jiz o tfi mésice dfive
sekvenovanim 454, ale Sangerovym sekvenovanim nebyly mutace prokazany. Vzorky
dalSich 42 pacientt, u kterych nebyla Sangerovym sekvenovanim prokazana piitomnost
mutace, ale u nichz byla pozorovana ztrata molekularni odpovédi, byly sekvenovany
metodou 454. V této skupin€ nebyla u zadného pacienta mutace prokazana.

Z vySe uvedenych metod ma technologie dPCR deklarovanu nejvyssi citlivost.
Vyzkumna skupina Soverini et al. (2020) pouzila pro detekci T3151 pomoci dPCR
celkem 44 vzorkl pacientu s diagnozou CML. Senzitivita byla stanovena na 0,02 %
amutace T3151 byla detekovana u 16 % vzorkl, které jinymi metodami byly
vyhodnoceny jako negativni. Srovnavanim Sangerova sekvenovani s dPCR mélo
25 vzorkl vysledky totozné a u 5 vzorkd byla mutace detekovana pouze pomoci dPCR.
Ve srovnani dPCR s NGS byla pfitomnost mutace prokazana u 19 vzorki, 2 vzorky byly
vyhodnoceny jako pozitivni pomoci NGS, ale dPCR byly stanoveny jako negativni.
Ve dvou vzorcich byla mutace detekovana pomoci dPCR, ale pomoci NGS zachycena
nebyla.

V této praci byl pomoci dPCR proveden screening vzorkl na pritomnost mutace T3151
u souboru 14 pacienti s prokazanym selhanim 1é¢by. Z celého souboru pacienti byla
bodova mutace T3151 prokazana u 10/14 pacienti. U obou pacientd s diagnozou
Ph+ ALL byla pfitomnost mutace T3 151 prokazana nejen pomoci dPCR, tak také pomoci
Sangerova sekvenovani. Ve skupiné pacienti s CML byla tato mutace detekovana

u 8/12 pacienti. Na zakladé fedici fady byla prokazana citlivost technologie dPCR
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pro mutaci T31510,01 %, coz odpovida hodnotam ze zminénych publikaci. Vysledky této
prace odpovidaji vysledkim publikovanym Soverini et al. (2020). Bylo prokazano,
ze dPCR je schopna detekovat mutaci T3151 ve vzorcich s nizkym zastoupenim MT
alely, kterou Sangerovo sekvenovani nezachyti. Jako templat jsme pouzili specificky
PCR produkt, na rozdil od Soverini er al. (2020), ktera pro detekci mutace pouzivala
cDNA a gDNA (genomicka DNA).

Nejvétsi vyhodou dPCR je jeji vysoka citlivost a moznost zachyceni vyskytu mutace
v ¢asném stadiu onemocnéni, kdy je zastoupeni klonu s mutaci je§té pod detekénim
limitem jinych metod. Nevyhodou je nemoznost analyzovat celé spektrum mutaci jako
u NGS, jelikoz pro detekci kazdé MT alely je tfeba navrhnout specifickou sondu
komplementarni k dané mutaci. Moderni pfistroje jsou schopny detekovat fluorescencni
signal az v Sesti riznych barevnych kanalech a nabizi moznost multiplexovat reakce.
Vyuziti dPCR ma vyznam pii screeningu mutaci, které jsou pficinou rezistence na TKI

druhé a tieti generace (jako je praveé mutace T3151).
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6 ZAVER

V ramci predkladané diplomové prace byla v teoretické casti zpracovana témata
zahrnujici obecny uvod o hematopoéze, o onemocnéni CML a jeji molekularni podstate.
Déale byla prace zaméfena na soucasné moznosti detekce fuzniho genu BCR-ABLI
a bodovych mutaci v jeho kinasové doméné. Na zavér byly popsany moznosti 1éCby
CML, dostupné inhibitory a problematika rezistence.

Experimentalni ¢ast se zabyva optimalizaci metody dPCR pro detekci mutace T3151
v kinasové doméné genu BCR-ABLI. V ramci optimalizace metody byla nejprve
stanovena optimalni koncentrace templatu — specifického PCR produktu. Pro dalsi
experimenty byla vybrana koncentrace 0,05 pg-ul'. V dal§im kroku byl stanoven
tzv. false rate, tedy pritomnost faleSné pozitivnich kopii v negativnim vzorku a falesné
negativnich kopii v pozitivnim vzorku a ve vod€. Tyto hodnoty dale slouzily pro korekci
pii screeningu mutace ve vzorcich pacienti. Byla stanovena citlivost metody dPCR
0,01 % MT alely ve vzorku.

V dalsi casti byl proveden screening mutaci u vybrané skupiny pacienti. Z celého
souboru pacienti byla mutace T3151 prokazana u 10/14 pacientti. Tfi vybrani pacienti
byli sledovani v del§im ¢asovém useku.

Technologie dPCR ma vyssi citlivost detekce nez Sangerovo sekvenovani. Navic je
touto metodou mozné zastoupeni MT alely presné kvantifikovat.

Je pravdépodobné, ze Sangerovo sekvenovani bude postupné nahrazeno jinymi,
citlivgjsimi technologiemi. Pro screening mutaci v subklonech se v budoucnu bude spise
vyuzivat technologie NGS. Pro pfesnou kvantifikaci zastoupeni MT alel se diky své
vysoké citlivosti bude pravdépodobné vyuzivat technologie dPCR.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABLI
ALL
BCR
BCR-ABLI
BZ
CCyr
cDNA
CML
ddNTP
DNA
dNTP
dPCR
FAM
FGFR
FISH
FNOL
gDNA
GDP
GTP
HCK
HEX
hOCT-1
HSC
CHR
IDHI
IDH?2
IS
JAK
KD
KIT
LYN

ABL protoonkogen 1

akutni lymfoblasticka leukémie
BCR aktivator RhoGEF a GTPas
fazni gen BCR-ABLI

blasticky zvrat

uplna cytogeneticka odpoveéd’
komplementarni DNA

chronicka myeloidni leukémie
dideoxynukleotidtrifosfat
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidtrifosfat

digitalni polymerasova fetézova reakce
karboxyfluorescein

Fibroblast growth factor receptor
fluorescentni in situ hybridizace
Fakultni nemocnice Olomouc
genomicka DNA
guanosindifosfat
guanosintrifosfat

HCK proto-oncogene
hexachlorofluorescein

human organic cation transporter
hematopoeticka kmenova burika
uplna hematologicka odpoved
Isocitrat dehydrogenasa 1
Isocitrat dehydrogenasa 2
international scale (mezinarodni stupnice)
Janus kinase

kinasova doména

KIT proto-oncogene

LYN proto-oncogene
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MAPK
MMR
MRD
mRNA
MT
MYDS88
NGS
NK
NTC
PCR
PDGFR
PK
RFU
RNA
SH
STAT
TKI
VEGF
WT

Mitogen-activated protein kinase

velka molekularni odpoveéd

minimalni rezidualni nemoc

mediatorova RNA

mutace

MYDS88 innate immune signal transduction adaptor
next generation sequencing

negativni kontrola

netemplatova kontrola

polymerasova fetézova reakce

Platelet-derived growth factor receptor

pozitivni kontrola

relativni fluorescencni jednotka

ribonukleova kyselina

Src homology

Signal Transducers and Activators of Transcription
tyrosinkinasové inhibitory

Vascular endothelial growth factor

wild type (divoky typ)
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