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Souhrn

Pfedlozena diplomova prace sndzvem ,Stanoveni mutaci u vybranych
hematologickych chorob pomoci metody MassArray“ se vénuje detekci mutaci v oblasti
kinazové domény fizniho genu BCR-ABL1 u pacientii s chronickou myeloidni leukémii,
kteti byli 1é¢eni a sledovani na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice a Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Teoretickd cast prace shrnuje zékladni poznatky a informace o chronické myeloidni
leukémii, jeji molekuldrni podstatu a diagnostiku. Dalsi kapitoly jsou vénované 1écbé
této nemoci, rozvoji rezistence na podavanou 1é¢bu a detekci mutaci v oblasti kinazové domény

Experimentalni ¢ast se zaméfuje na stanoveni mutaci v oblasti kinazové domény
fuzniho genu BCR-ABLL. Celkem bylo vysetifeno 25 pacientit S CML se zvysujici se hladinou
transkriptu BCR-ABL1, ktera znali snizujici se biologickou odpovéd’ na podavanou 1é¢bu.
Vychozim materidlem byla periferni krev nebo kostni dfenl pacienti, ze které byla izolovana
RNA, ktera se reverzni transkripci piepsala do komplementarni CDNA. Ziskand cDNA
byla vySetfena vybranymi molekularné genetickymi metodami, které potvrdily pfitomnost

nebo nepfitomnost mutace v kinazové domén¢ BCR-ABLL.
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Summary

The presented diploma thesis entitled ,,Detection of mutations in selected hematological
diseases using the MassArray method* is dedicated to detection of BCR-ABL1 kinase domain
mutations in patients with chronic myeloid leukemia examined and treated
at Hemato-Oncology Clinic of Faculty Hospital in Olomouc.

The theoretical part summarizes a basic knowledge and information about chronic
myeloid leukemia, its molecular basis and diagnostics. Next chapters are dedicated to treatment
of this disease, development of drug resistance and detection of BCR-ABL1 kinase domain
mutations cause the resistance.

The practical part focuses on determination of mutations in kinase domain
of BCR-ABL1 fusion gene. A total of 25 patients with CML with increasing BCR-ABL1
transcript levels were examined. RNA was isolated from peripheral blood or bone marrow
from CML patients and used for selected molecular genetic analysis that confirmed presence

or absence of mutations in kinase domain of BCR-ABL1.
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Obr. 1. Karyotyp 46, XY, t(9;22)(q34;q11) pacienta s CML. Sipky ukazuji na reciprokou
translokaci t(9;22), kratky chromosom 22 se nazyva Philadelphia. Pfevzato z Liu et al., 2016.

Obr. 2. Struktura proteinu Abl1. Protein obsahuje regula¢ni domény SH3 a SH2, doménu SH1
s tyrosin kinazovou aktivitou, DNA a aktin vazebnou doménu. Na N-konci se nachazi jaderny

lokalizacni signal. Upraveno podle Rohoti a Faber, 2013, ........cccoooviiiiiiiiiiiiiee 5

Obr. 3. Struktura proteinu Bcr. Protein obsahuje oligomeriza¢ni doménu (OD), doménu se
serin-threonin kinazovou aktivitou, doménu homologni s guanosin exchange factor (GEF) a

doménu s GTPasovou aktivitou (GAP). Upraveno podle Bernt a Hunger, 2014. .................... 6

Obr. 4. Schéma standardni translokace t(9;22)(q34;q11). Vyménuji se konce dlouhych ramen
chromosomu 9 a 22 se zlomy v 9934 a 22g11. Gen ABL1 je piemistén k 5 ‘BCR sekvenci na
chromosomu 22 a 3 ‘BCR sekvence z chromosomu 22 je pfemisténa na chromosom 9.

Upraveno podle Faber et al., 2010, ........oooiiriiiiieciie e e e eaee e sree e 6

Obr. 5. Varianty leukemického ftzniho genu BCR-ABL1 podminéné zlomy v rtznych
oblastech genu BCR a ABL1. Ke zlomu na chromosomu 9 dochazi v tiseku prvniho exonu (1b
nebo 1a). Zlomy na chromosomu 22 jsou rozd€leny na tfi oblasti: minor, major, mikro. Zlomem
V oblasti major vznika 210kDa protein (p210), zlomem v oblasti minor vznika 185-190kDa
protein (p185 nebo p190), zlomem v oblasti mikro vznika 230kDa protein (p320). Pievzato
ze Salesse a Verfaillie, 2002. ..........oooiiiiiiiie e 9

Obr. 6. Mechanismus pisobeni imatinib mesylatu (IM). Protein Bcr-Abll ma tyrosin
kinazovou aktivitu, kdy ptfenasi fosfat z ATP na uréité substraty, coz vede ke vzniku CML
fenotypu. IM blokuje navazdni ATP a inhibuje enzymatickou aktivitu tyrosin kindzy a

transformaci bunék. Upraveno podle Goodman a Gerson, 2013............cccccveevivieeviineeciviee e, 12

Obr. 7. Mapa ¢astych aminokyselinovych substituci KD Ber-Abll. Struktura KD obsahuje
P-smycku (vazba fosfatu), SH3 a SH2 kontaktni region (vazba s proteiny obsahujici SH2 a SH3
domény), IM vazebnou doménu, katalytickou doménu a aktivacni doménu. Hvézdy udavaji
pozice aminokyselin, které se vodikovou vazbou nebo van der Waalsovymi silami podileji na

vazb& imatinibu. Upraveno podle Soverini et al., 2011, ......cccooviiiiiiiiiiiee e 14

Obr. 8. Schéma nasedani primert pii nested RT-PCR pro detekci mutaci v kindzové doméné

BCR-ABL1. Cerné $ipky znaéi primery prvniho kola nested RT-PCR, které nasedaji k sekvenci
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genu BCR a ABL1. Oranzové Sipky znaci primery druhého kola nested RT-PCR, které
amplifikuji produkt prvniho kola. Upraveno podle Jones et al., 2009............cccceevveivinrennnen. 15

Obr. 9. Postup automatického  Sangerova  sekvenovani. Upraveno  podle
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/sanger-sequencing.html,
NAVSHVENO0 21.3.2020. . .ciiiiiiiiiiiii e 17

Obr. 10. Piiprava vzorku pro MassArray analyzu. Postup zahrnuje amplifikaci tseku DNA
s bodovou mutaci, SAP reakci defosforylujici neinkorporované dNTPs a iPLEX extenzni reakci
se specifickymi ddNTPs. Upraveno podle https://www.labclinics.com/en/snp-genotyping-
agena/, NAVSIVEN0 25.3.2020. ....cooiiiiiiiiiie e 18

Obr. 11. MALDI-TOF analyza. Vzorek na SpectroCHIP desti¢ce je ozaien laserem, preveden
do plynné faze a ionizovan. lonty vzorku jsou vedeny do letové trubice s detektorem,
ktery zaznamenava jejich dobu letu t, kterou pfevadi na mérnou hmotnost iontu m/z. Upraveno
podle https://agenabio.com/wp-content/uploads/2020/03/SY S0034A4-01-MassARRAY -
Brochure-EMEA-WEB.pdf, nav§tiveno 26.3.2020..........ccccoiuiiiiiiiiiiieiie e 19

Obr. 12. Ukazka hmotnostniho spektra z analyzy MassArray. Na ose X je zaznamenana
hodnota mérné hmotnosti iontu m/z, na ose y je zaznamendna intenzita dané¢ho iontu. Upraveno
podle https://agenabio.com/wp-content/uploads/2020/03/SY S0034A4-01-MassARRAY -
Brochure-EMEA-WEB.pdf, navstiveno 26.3.2020..........ccccuveiiiieiiireaiiiee e e sieeesieeesieee e 20

Obr. 13. Detekce izolované totalni RNA (s typickym profilem hlavnich RNA podjednotek;
,smear piedstavuje mRNA) na 1,5% agarézovém gelu. Draha M obsahuje 1 pl 100 bp
standardu molekulové hmotnosti (Promega). Drahy 1 a 2 obsahuji 2 ul izolované RNA pacienta

¢.1a2(Tab.11.) s 1 ul 6x nanaseciho pufrua 1,8 pul formamidu. ..........ccccoovveiiveevienennen. 25

Obr. 14. Detekce genu ABL1 na 1,5% agardézovém gelu. Draha M obsahuje 1 pl 100 bp
standardu molekulové hmotnosti (Promega). Draha 1 a 2 obsahuje 10 ul PCR produktu
pacienta ¢. 1 a¢. 2 s 2 ul 6x nanaseciho pufru (Tab. 11.). .occoooviiieiiiiiieie e 26

Obr. 15. Detekce amplifikovaného fazniho genu BCR-ABL1 na 1,5% agar6zovém gelu. Draha
M obsahuje standard molekulové hmotnosti 100 bp (Promega). Ramecek ukazuje produkty
druhého kola RT-PCR o cca 1200 bp pacientli 21-25 (Tab. 11.). Drdha 4 a 5 obsahuje navic
nespecifické produkty reakce. Z divodu nizké hladiny transkriptu BCR ABL1 u jednoho
pacienta se fuzni gen dostate¢né& nepodafilo amplifikovat, proto v drahach 6 a 7 nebyl detekovan

specificky produkt. Draha 8 predstavuje negativini Kontrolu. ...........cccevviiiiiiiiiiiiiccn 29
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Obr. 16. Negativni vysledek MassArray analyzy mutace E255K u pacienta ¢. 1. Nukleotidové
substituce guaninu za adenin zapfiCiflujici aminokyselinovou substituci glutamétu za lysin

V pozici 255 aminokyselinového fetézce Ber-Abll nebyla u pacienta €. 1 detekovana........... 35

1%

Obr. 17. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 7. Mutantni alela

s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin je cca v 60 % zastoupeni..........ccceecvvrerivvrernnnn. 36

Obr. 18. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 8 (kvéten 2019). Mutantni
alela s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin je vuci wild type alele bez substituce

V piibliZne€ SteJném ZaSTOUPENL. .....vviiiiiiiii e 36

Obr. 19. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 8 (srpen 2019). Wild type
alela nebyla detekovana. Pfitomna je pouze mutantni alela s nukleotidovou substituci cytozinu
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Obr. 20. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 8 (inor 2020). Wild type
alela nebyla detekovana. Pfitomna je pouze mutantni alela s nukleotidovou substituci cytozinu
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Obr. 21. Sekvence exonu 7 genu ABL1 pro navazani extenznich primerd pro mutace T315A a
T315I. Substituce cytozinu za tymin (T315I) neumoziuje navazani primeru pro detekci mutace
T315A. Substituce adeninu za guanin (T315A) neumoziiuje navazani primeru pro detekci
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Obr. 22. Negativni vysledek MassArray analyzy mutace T315A u pacienta ¢. 8 (tinor 2020).
Z davodu nepiitomnosti wild type T315 alely se primer pro detekci T315A nemohl pIné€ navazat
a extenzni reakce neprobehla. Nejvétsi pik v hmotnostnim spektru piedstavuje volny extenzni
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Obr. 23. Vysledek MassArray analyzy mutace Y253H u pacienta ¢. 8 (kvéten 2019). Mutantni

alela s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin je vici wild type alele asi v 30% zastoupeni.

Obr. 24. Vysledek MassArray analyzy mutace Y253H u pacienta ¢. 8 (srpen 2019). Mutantni

alela s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin je vici wild type alele asi v 40% zastoupeni.

Obr. 25. Vysledek MassArray analyzy mutace Y253H u pacienta ¢. 8 (unor 2020). Mutantni

alela s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin je vii¢i wild type alele asi v 45% zastoupeni.
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Obr. 26. Vysledek MassArray analyzy mutace F359V u pacienta ¢. 9. Mutantni alela
s nukleotidovou substituci tyminu za guanin byla z diivodu nefunk¢nosti primeru nedostate¢né
amplifikovand, coz znaci jeji slaby pik. Nejvétsi pik v hmotnostnim spektru piedstavuje volny
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Obr. 27. Vysledek MassArray analyzy mutace 248V u pacienta ¢. 22. Mutantni alela

s nukleotidovou substituci cytozinu za guanin se vaci wild type alele nachazi v 95% zastoupeni

Obr. 28. Vysledek MassArray analyzy mutace M244V u pacienta ¢. 23. Pfi¢inou vysokého
pozadi mohlo byt zhorSeni kvality matrice. I ptes vysoké pozadi 1ze detekovat mutantni alelu
s nukleotidovou substituci adeninu za guanin, ktera se vyskytuje s nizsi frekvenci nez wild type
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Obr. 29. Detekce mutace M244V u pacienta ¢. 23 Sangerovou metodou ptimého sekvenovani.
Mutantni alela s nukleotidovou substituci adeninu za guanin (ATG — GTG; Sipka) mé cca 20%

FTOKVBINICH. oot e ettt e ettt e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e aer e rear s 41

Obr. 30. Vysledek MassArray analyzy mutace Y253H u pacienta ¢. 23. Mutantni alela je vaci

wild type alele s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin asi v 60% zastoupeni............... 41

Obr. 31. Detekce mutace Y253H u pacienta ¢. 23 Sangerovou metodou ptimého sekvenovani.
Mutantni alela s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin (TAC — CAC; Sipka) ma cca 60%
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Obr. 32. Vysledek MassArray analyzy mutace G250E u pacienta ¢. 23. Mutantni alela

s nukleotidovou substituci guaninu za adenin je asi v 15% zastoupeni. .........cccccecveeeriiiiinnnne. 42

Obr. 33. Neuspésna detekce mutace G250E u pacienta ¢. 23 Sangerovou metodou piimého
sekvenovani. Z diivodu niz§i frekvence mutantni alely, nelze mutaci zachytit. Sipka ukazuje

pozici nukleotidové substituce guaninu za adenin v ptipad¢ detekce G250E (GGG — GAG).

Obr. 34. Vysledek MassArray analyzy mutace M351T u pacienta ¢. 24. Nejsilnéjsi pik ve
spektru znazorfiuje mutantni alelu M351T s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin. Wild

type alela M351 nebyla detekovana. Ve spektru 1ze detekovat navic pik wild type alely Y253.
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Obr. 35. Detekce mutace M351T u pacienta ¢. 24 Sangerovou metodou piimého sekvenovani.
Wild type alela nebyla detekovana. Sipka ukazuje nukleotidovou substituci tyminu za cytozin
(ATG 2 ACG) i utiiiiieeeiie ettt ettt ettt e st e et e e be e e st e e e se e e be e e nteeareeenbeeenteeanaaenree s 43

Obr. 36. Vysledek MassArray analyzy mutace F317L u pacienta ¢. 24. Mutace F317L/L vznika
nukleotidovou substituci cytozinu za guanin nebo v tomto ptipad¢ za adenin. Wild type alela
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Obr. 37. Detekce mutace F317L u pacienta ¢. 24 Sangerovou metodou piimého sekvenovani.
Wild type alela nebyla detekovana. Sipka ukazuje nukleotidovou substituci cytozinu za guanin
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Obr. 38. Sekvence exonu 7 genu ABL1 pro navazani extenznich primert pro mutace F317L/L
a F317C. Substituce cytozinu za guanin nebo adenin (F317L/L) neumozni navazani primeru
pro detekci mutace F317C. Naopak substituce tyminu za guanin (F317C) umoziiuje navazani

PrimMeEru Pro deteKCl F3LTL/L. ...ccuuiiiiiiiie ittt 44

Obr. 39. Negativni vysledek MassArray analyzy mutace F317C u pacienta ¢. 24. Z divodu
nepfitomnosti wild type F317 alely se primer pro detekci F317C nemohl navazat a extenzni

reakce neprobehla. Nejvétsi pik v hmotnostnim spektru predstavuje volny extenzni primer. .45

Obr. 40. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 25. Mutantni alela

s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin byla vici wild type alele v 85% zastoupeni. ....45

Obr. 41. Detekce mutace T3151 u pacienta ¢. 25 Sangerovou metodou pfimého sekvenovani.
Sipka ukazuje substituci cytozinu za tymin u mutantni alely (ACT — ATT). Wild type alela
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Obr. 42. Vysledek MassArray analyzy mutace E255K u pacienta ¢. 25. Mutantni alela

s nukleotidovou substituci guaninu za adenin byla vii¢i wild type alele v 30% zastoupeni.....46

Obr. 43. Negativni MassArray detekce mutace T3151 u pacienta ¢. 6. Piitomna je pouze wild

type alela T315 bez substituce cytozinu za tymin zndzornéné nejsilnéj$im pikem. ................ 46

Obr. 44. Detekce mutace T315I1 s 10% frekvenci Sangerovou metodou ptimého sekvenovani.
Sipka ukazuje substituci cytozinu za tymin u mutantni alely (ACT — ATT). Substituovany
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Obr. 45. Negativni detekce mutace T3151 s 5% frekvenci Sangerovou metodou piimého
sekvenovani. Sipka ukazuje pozici substituce cytozinu za tymin u mutantni alely (ACT —

ATT). Mutantni alela T3151 nebyla zachycena. ............cccccveiiiiiiiiii i 47

Obr. 46. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin
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Obr. 47. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin
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Obr. 48. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin
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Obr. 49. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin
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Obr. 50. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin
v 2,5% zastoupeni. Mutantni alela T315I je zachycena velmi slabym pikem. Pfitomnost mutace

Ize predikovat z kalibracni Kfivky (ODBI. 51.)...couiiiiiiiiiiiieiiieic e 49

Obr. 51. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin
V 1% zastoupeni. Mutantni alelu v hmotnostnim spektru nelze detekovat, v kalibra¢ni kiivce

1ze pozorovat mirnou odchylku od vzorku se 100% wild type T315 alelou (Obr. 51.). .......... 49

Obr. 52. Kalibra¢ni ktivka detekce mutantni alely T3151 v 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5% a 1%
zastoupeni. WT zobrazuje vzorek pacienta 6 se 100% wild type T315 alelou. MT zobrazuje
vzorek pacienta 8 se 100% mutantni T3151 alelou. MassArray detekce byla spolehliva do 5%
frekvence mutantni T3151 alely. Mutantni T315I alela s 2,5% frekvenci byla v hmotnostnim
spektru zastoupena mirnym pikem, v kalibra¢ni kiivce 1ze vidét odchyleni od vzorku se 100%
wild type T315 alelou. Mutantni alela T315I s 1% frekvenci nebyla v hmotnostnim spektru

detekovana, v kalibra¢ni kiivce lze vidét mirné odchyleni od vzorku se 100% wild type alelou.
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1 Uvod

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je chronické myeloproliferativni onemocnéni,
pii kterém dochazi k nekontrolovatelnému mnozeni bunék myeloidni krevni fady.
Ze vsech leukémii je CML diagnostikovana pfiblizné v 15-20 % piipadi. Onemocnéni
se nejcastéji vyskytuje u star§ich lidi s vékovym primérem cca 55 let, nicméné postihuje
vSechny veékové kategorie.

CML je charakterizovana balancovanou genetickou translokaci t(9;22)(q34:;q11.2),
pfi které dochazi k fuzi Abelson genu (ABL1) na chromosomu 9 s breakpoint cluster region
genem (BCR) na chromozomu 22 za vzniku derivovaného chromosomu 22 znamého
jako Philadelphia chromosom. Pifeskupenim se tvoii fizni onkogen BCR-ABLL,
ktery se transkribuje atranslatuje do Bcr-Abll onkoproteinu pfedstavujiciho trvale
aktivovanou nereceptorovou tyrosin kinazu. Hyperaktivovana Bcer-Abll se zapojuje
do signalnich drah, které aktivuji proliferaci buiiky a inhibuji jeji apoptdzu.

Pivodni 1é€ba CML zahrnujici podavani perordlni chemoterapie ¢i interferonu a,
byla na pocatku 21. stoleti nahrazena cilenou 1é¢bou inhibitory tyrosinovych kinaz (TKI),
které po navazani na tyrosin kinazu inhibuji jeji enzymatickou aktivitu. Castym problémem
pii podavani TKI je rozvoj rezistence na podavané 1é¢ivo, proto se vyvinuly dalsi skupiny lé¢iv
nazyvané TKI druhé a tfeti generace. Rezistence je Casto dusledek bodovych mutaci v genu
BCR-ABL1 zpusobujicich konformaéni zmény Ber-Abl1 tyrosin kinazy. V piipadé pokracovani
stejné 1é€by mohou rezistentni buniky selektovat a expandovat. Z tohoto divodu je vCasné
zachyceni mutaci klicové, protoZze mohou naznaCovat potiebu zmény 1éCebné strategie.

Standartni metodou pro detekci mutaci je Sangerova metoda pfimého sekvenovani
sudavanou citlivosti cca 15-25 %. Mutace s mensim nez 20% vyskytem Vv transkriptu
nelze touto metodou identifikovat. Metoda MassArray je mnohem citlivéjsi a dokaze detekovat
mutaci az s 0,1% frekvenci v transkriptu. Klinicky vyznam mutaci s nizkou frekvenci vyskytu

zatim nebyl prokazan, nicméné jejich identifikace mize predikovat Gpravu lécby.



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je urCeni mutaci pomoci metody MassArray u vybrané
skupiny hematologickych pacientii a shromazdit stru¢ny piehled literarnich udaji zamétenych
na problematiku stanoveni mutaci pomoci technologie MassArray.

Experimentalni ¢ast se vénuje vysledkim vlastnich analyz provedenych metodou
MassArray, vyhodnoceni zjisténych mutaci u vybrané skupiny hematologickych pacientt

a urceni jejich vyznamu v diagnostice hematologickych chorob.



3 Literarni pi‘ehled

3.1 Chronicka myeloidni leukémie

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je klonalni myeloproliferativni onemocnéni,
které vznika nadorovou transformaci hematopoetické kmenové buiky.
Jedna se tedy 0 nekontrolované mnozeni bun¢k myeloidni krevni fady, pfedevsim granulocytt
(Cortes et al., 1996).

Obvykle se udava, ze CML reprezentuje piiblizn¢ 15-20 % vSech leukémii,
kdy postihuje s mirnou predominanci spiS§e muze nez Zeny a to vpoméru 1,4-2,2 : 1,0
(Sawyers, 1999). Onemocnéni je nejcastéji diagnostikovano u starsich lidi, jejichz vékovy
median se pohybuje okolo 55 let. Nemoc vzacné postihuje i déti, u kterych CML reprezentuje
asi 3 % z détskych leukémii. U adolescentt tvoii CML asi 10 % ze vSech druht leukémii.
Jejiincidence u  dospélych je 12 nové piipady na 100000 obyvatel
za rok (Hehlmann et al., 2007).

CML je diagnostikovdna u vice nez tretiny osob zcela ndhodné, jelikoZ ptiznaky
V pocatku onemocnéni byvaji mirné a nespecifické, zpiisobené pfedevsim chudokrevnosti
a zvétSenou slezinou. Obvykle na CML upozorni vySetieni krevniho obrazu,
ve kterém je zjistén zvySeny pocet bilych krvinek (leukocytdza) s pievahou neutrofilnich
granulocyti vcetné jejich nezralych forem (myelocyty, metamyelocyty, atd.). S c¢asem
se agresivita CML stupniuje, pfiznaky nemoci se zhorSuji a objevuji se metabolické a cévni
problémy ¢i krvacivé stavy (Faber a Urbanova, 2010).

Pfestoze neexistuje univerzalni a platna definice jednotlivych fazi CML,
udava se, ze neléCena CML klasicky probiha ve tiech fazich; inicidlni chronické, akcelerované
a blastické (Cortes a O'Dwyer, 2004). Az 90 % diagnostikovanych osob s CML lze zafadit
do chronické faze. Tato faze je zpravidla nejdelsi s nejlepsi odpovédi na 1é¢bu, kdy pacienti
ptezivaji od 2 let do 15-20 let. Postupné zhorseni stavu pacienta (pokles vahy, zvysena teplota,
unava, slabost, tlak pod levym zebernim obloukem, bolest kosti a kloubil) a jeho sniZzena
odpovéd’ na terapii je znamkou akcelerované faze CML. V tomto stadiu se ¢asto objevuji dalsi
cytogenetické zmény a mutace fuzniho onkogenu BCR-ABL1. Po akcelerované fazi mize nastat
faze blasticka neboli blasticky zvrat. U tietiny osob nastupuje blasticky zvrat ptimo po fazi
chronické, kdy se pro tuto situaci objevuje termin blasticka krize (Faber et al., 2010). Pacienti
trpi obdobnymi symptomy jako ve fazi akcelerované, nicméné S agresivnéjSim projevem.
Svym pribéhem apiiznaky je blasticka faze velmi podobna akutni leukémii
(Cortes a O'Dwyer, 2004).



Pii cytogenetickém vySetieni pacienti s CML je typickym nalezem tzv. Philadelphia
chromosom (Ph) (Obr. 1.). Tento maly chromosom je duasledek reciproké translokace
mezi chromosomy 9 a 22, t(9;22). Vysledkem ptremisténi ¢asti ramen zminénych chromosomi
je vznik fazniho genu BCR-ABL1, jehoz produktem je onkoprotein Ber-Abll formujici
konstitutivné aktivovanou tyrosinovou kinazu (TK). Takto aktivovand TK neustale fosforyluje
tyrosinova rezidua nekterych proteini a tim zdsadné ovliviiuje urcité intracelularni drahy
podilejici se na vzniku leukemického fenotypu, napt. zvySend bunécna proliferace, inhibice

apoptozy, snizena adheze bunék v kostni dieni, genomova nestabilita aj. (Rohon a Faber, 2013).
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Obr. 1. Karyotyp 46, XY, t(9;22)(g34;q11) pacienta s CML.
Sipky ukazuji na reciprokou translokaci t(9;22), kratky
chromosom 22 se nazyva  Philadelphia.  Pfevzato
z Liu et al., 2016.

3.2 Geny ABL1aBCR

Gen ABL1 je lidskym homologem onkogenu V-ABL, ktery byl pivodné identifikovan
u Abelsonova viru mysi leukémie (Ab-MuLV) (Abelson a Rabstein, 1970). Lidsky gen ABL1
se nachazi na dlouhém raménku chromosomu 9 a kdduje nereceptorovou tyrosin kinazu (TK).
Tento protoonkogen obsahuje 11 exont, pficemz na 5° konci se nachazi exony ozna¢ované
jakoelb a ela. Alternativnim sestiihem se piekladd pouze jeden znich, a vznikaji
tak dvé proteinové izoformy o velikosti 145 kDa (Laneuville, 1995).

V zavislosti na bunécné lokalizaci proteinu Abll je ovlivnéna fada bun&cnych procest.

Pievazné je Abll protein lokalizovan v jadie (Yoshida, 2007). V nedélicich se bunkach



je aktivita nuklearniho  Abll proteinu  blokovana vazbou tumor supresorového
retinoblastomového proteinu (Rb). Na ptechodu G1/S faze bunééného cyklu je Rb protein
fosforylovan a disociuje z komplexu (Welch a Wang, 1995). Kinaza Abll se tak stava aktivni
a zprostfedkovava odpoveéd’ na bunéény stres a prechod bunék do apoptoézy. Cytosolova forma
Abll ma pfedevsim signalizaéni funkci, reguluje cytoskelet a tim adhezi a motilitu bun¢k
(Yoshida, 2007).

Protein Abl1 se sklada z domén SH3, SH2 a SH1 (Src homology), DNA vazebné a aktin
vazebné domény. Doména SHI ma tyroSin kindzovou aktivitu. Doména SH2 slouzi
jako pozitivni regulator aktivity proteinu Abll, naopak doména SH3 jako negativni regulator.
Aminoterminalni konec (N-konec) proteinu nese tzv. cepickovou strukturu (cap),
ktera navazanim na SH3 doménu autoinhibuje tyrosin kindzovou aktivitu AbIl.
Karboxyterminalni konec (C-konec) proteinu Abll je bohaty na prolin a obsahuje jaderny
lokaliza¢ni signal (Obr. 2.) (Nagar et al., 2003).

jademy
lokalizaéni
signal
DNA aktinova
NH2 [ SH3| | SH2 SH1 doména doména D COOH

Obr. 2. Struktura proteinu Abll. Protein obsahuje regula¢ni domény SH3 a SH2,
doménu SHI styrosin kindzovou aktivitou, DNA a aktin vazebnou doménu.
Na N-konci se nachazi jaderny lokaliza¢ni signal. Upraveno podle Rohori a Faber, 2013.

Gen BCR (,,breakpoint cluster region®) se nachazi na dlouhém raménku chromosomu
22 a obsahuje 23 exonil. Alternativnim sestfihem v oblasti intronu 1 vznikaji dvé proteinové
izoformy s velikosti 130 kDa a 160 kDa (Laurent et al., 2001). Protein Bcr je rozpustny
oligomerni multidoménovy protein, ktery je lokalizovany zejména v cytoplasmé,
nicméné muze byt asociovany i s kondenzovanou DNA (Wetzler et al., 1995). Na N-konci
proteinu se nachazi oligomeriza¢ni doména, po které nasleduje doména se serin-threonin
kinazovou aktivitou. Na C-konci genu je GAP doména aktivujici GTPazu,
pted kterou se nachazi doména GEF (guanosin exchange factor) (Obr. 3.). Tyto domény
ovlivituji nitrobunéénou signalizaci, organizaci cytoskeletu a bunéénou proliferaci
(Diekmann et al., 1991). T kdyz funkce genu BCR neni zcela objasnéna, dle jeho domén
Ize usuzovat, Ze signaliza¢ni drahy reguluje dvéma hlavnimi mechanismy; fosforylaci a vazbou

GTP (Laurent et al., 2001).
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Obr. 3. Struktura proteinu Ber. Protein obsahuje oligomeriza¢ni doménu (OD),
doménu se serin-threonin kinazovou aktivitou, doménu homologni s guanosin
exchange factor (GEF) a doménu s GTPasovou aktivitou (GAP). Upraveno
podle Bernt a Hunger, 2014.

3.3 Philadelphia chromosom

Zé4sadnim objevem pro pochopeni podstaty CML bylo nalezeni chromosomové
abnormality u pacienti s CML, vV jejichz karyotypu byl pozorovan zkraceny ,,minute*
chromosom 22. Tento chromosom byl nazvan chromosom Philadelphia (Ph)
(Nowell a Hungerford, 1960).

Ph chromosom je derivovany chromosom 22, jehoZ distalni konec obsahuje geneticky
material z chromosomu 9. Vznika pfi reciproké translokaci mezi chromosomy 9 a 22, 1(9;22).
Spole¢né s Ph chromosomem vznika i derivovany chromosom 9, jehoz distalni tsek obsahuje

material z chromosomu 22 (Obr. 4.; Rowley, 1973).

9g+

22q- (Ph)

Obr. 4. Schéma standardni translokace t(9;22)(q34;q11). Vyménuji se konce
dlouhych ramen chromosomu 9 a 22 se zlomy v 9934 a 22q11. Gen ABL1
je pfemistén k5 ‘BCR sekvenci na chromosomu 22 a 3 ‘BCR sekvence
Zchromosomu 22 je pfemisttna na chromosom 9. Upraveno
podle Faber et al., 2010.

Predpokladda se, Ze pred vyménou  genetického  materidlu  dochazi
na obou translokovanych chromosomech ke zlomum, k tzv. double strand breaks (DSBS),
které se poté nespravnou reparaci spojuji. PfiCinou zlomli mlze byt pisobeni urcitého

exogenniho agens (napf. ionizujici zafeni, chemoterapeutika), anebo endogenniho agens
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(napft. kyslikové radikaly), popf. mohou vznikat i spontanné¢ b&hem bunéného cyklu
(Agarwal et al., 2006).

Dulivod casté translokace mezi chromosomy 9 a 22, resp. mezi geny ABL1 a BCR,
neni zcela objasnén. Bylo zjisténo, ze geny BCR a ABL1 jsou v bunéénych jadrech kostni dfené
a lymfocytli ve velmi té€sné blizkosti, kterd umoziuje jejich vzdjemnou vysokou frekvenci
rekombinace. Nicméné v blizkosti genu ABL1 se nachazi i B-globinovy gen, z ¢ehoz vyplyva,
ze blizkost geni BCR a ABL1 neni jedinym davodem jejich casté translokace
(Neves et al., 1999).

V cca 5 % piipadl je misto klasické translokace t(9;22) diagnostikovana variantni
translokace, do které se zapojuji krom¢ chromosomid 9 a 22 i jiné chromosomy,
a které také vedou k tvorbé fazniho produktu BCR-ABL1. PtestoZze se variantni a klasicka
translokace odliSuje, pribéh nemoci pacientii je v obou pfipadech stejny. Dle poctu
chromosomil zapojenych do vymeény se rozliSuji 2 skupiny variantnich translokaci. Jednoducha
variantni translokace je charakterizovana genetickou vyménou mezi dvéma chromosomy,
piicemz jeden z chromosoml 9 nebo 22 je nahrazen variantnim (V), tzn. t(V;22) a t(9;V).
Pti komplexni variantni translokaci zména postihuje kromé chromosomu 9 a 22 1 dalsi skupiny
chromosomu, tzn. t(V;9;22) (Rohont a Faber, 2013). Nejcastéji do translokace vstupuji
chromosomy 3, 11, 12, 14 a 17 (Fitzgerald a Morris, 1991).

Mechanismus vzniku variantnich translokaci neni pifesné¢ charakterizovan,
nicméng¢ existuji 2 teorie. Prvni hypotéza popisuje jednostupnovy proces, ve kterém vznikaji
zlomy soucasné na tiech rtiznych chromosomech, které se ve stejném case mezi sebou
recipro¢n¢é vymeéni. Druha teorie pracuje s myslenkou vicestupiiového procesu, kdy po klasické
translokaci  t(9;22) nésleduje translokace druhd zahrnujici dalsi chromosom
(Marzocchi et al., 2011).

Existuji také vzacné piipady, kdy u pacientd neni cytogenetickym vySetfenim
Ph chromosom identifikovan (cca 5 % vSech CML). Jedna se o maskovany Ph chromosom,
ktery vznikad  kryptickou translokaci zapfic¢inénou submikroskopickymi aberacemi
mezi chromosomy 9 a 22. | v tomto pfipadé dochazi k fizi geni BCR a ABL1 a vysledny
produkt Ize detekovat polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Pacienti s maskovanym
Ph chromosomem se oznacuji jako Ph negativni a BCR-ABL1 pozitivni a maji stejny klinicky
pritbéh jako pacienti s klasickou translokaci t(9;22). Existuji také atypické CML, kdy gen ABL1
fuzuje s jinym genem nez BCR (napi. gen TEL-ABL1) (Rohon a Faber, 2013).



3.4 Molekularni podstata CML

Nejvyznamnéjsim markerem CML je onkoprotein Bcr-Abll. Jeho vznik je spojen
s reciprokou translokaci mezi chromosomy 9 a 22, kterd podmifiuje tvorbu fuzniho genu
BCR-ABL1, ktery je lokalizovan na chromosomu Ph (22q-). Soucasné vznika i reciproky
gen ABL1-BCR na chromosomu 9 (9g+), u kterého se ptredpoklada, Ze jeho pFitomnost
nema vliv na patogenezi CML (Salesse a Verfaillie, 2002). Fuzni gen BCR-ABL1
muize byt detekovan také u nékterych pacientd s akutni lymfoblastickou leukemii (ALL),
vzacné lze jej identifikovat u pacientd s akutni myeloidni leukemii (AML), poptipadé
U pacienti s myelodysplastickym syndromem (MDS) (Dai et al., 2017).

Zlom na chromosomu 9 zasahuje pruh 34 dlouhého raménka, kde je lokalizovan
gen ABL1. Na chromosomu 22 dochazi ke zlomu v pruhu g11 dlouhého raménka v oblasti genu
BCR. Zlomy na 9 a 22 chromosomu mohou vznikat v riznych usecich genti ABL1 a BCR,
jejichz dusledkem je tvorba odlisnych fiznich leukemickych geni BCR-ABL1. Fuzni geny
BCR-ABL1 koduji stejnou cast genu ABL1, ale lisi se v délce sekvence genu BCR zachované
na 5° konci fuzniho genu. Gen ABL1 obsahuje 11 exont, kdy ke zlomim dochazi nejcastéji
vintronu mezi exony elb a a2. Gen BCR obsahuje 23 exonu a zlomy jsou rozdéleny
mezi oblasti major (M-BCR), minor (m-BCR) a mikro (u-BCR). Na zaklad¢ zlomového tseku
BCR genu se velikost fazniho proteinu pohybuje vrozmezi 185-230 kDa
(Salesse a Verfaillie, 2002).

Oblast M-BCR je 5,8 kb dlouhy usek, ktery obsahuje exony 12, 13 a 14.
Zlom mezi exony 13 a 14 se oznacuje jako b2 a zZlom mezi exonem 14 a 15 se oznacuje jako b3.
Dle téchto zlomi rozliSujeme transkrip¢ni varianty b2a2 a b3a2, které maji stejny transformacni
potencial a nevykazuji rozdil v agresivité onemocnéni. Finalnim produktem genu je 210kDa
cytoplazmaticky fuzni protein p2108RABL Tento protein lze detekovat u naprosté vétsiny
pacienti s CML (cca 90 % ptipad). Vzacné lze u pacientt prokazat 185-190kDa protein
(p185, p190), ktery se tvoii zlomy v oblasti m-BCR v ramci prvniho a druhého exonu
BCR genu. Existuji i alternativni zlomy, které vznikaji v oblasti u-BCR (Melo, 1997).

Udava se, Ze translokace a nasledna fuze BCR-ABL1 je dostacujici zména pro bunécnou
transformaci a rozvoj CML. Fuzi geni BCR a ABL1 mohou tedy vznikat transkripéni varianty
ela2, b2a2, b3a2 ael9%a2 oznacované dle jednotlivych exont (Obr. 5.). Vzacné lze nalézt
atypické varianty e2a2 a b3a3, které vznikaji inzerci DNA mezi danymi exony gentt ABL1
a BCR (Rohon a Faber, 2013).
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Obr. 5. Varianty leukemického fazniho genu BCR-ABL1 podminéné zlomy v riiznych
oblastech genu BCR a ABL1. Ke zlomu na chromosomu 9 dochazi v tiseku prvniho exonu
(1b nebo 1a). Zlomy na chromosomu 22 jsou rozd€leny na tii oblasti: minor, major, mikro.
Zlomem v oblasti major vznika 210kDa protein (p210), zlomem V oblasti minor vznika

185-190kDa protein (p185 nebo p190), zlomem v oblasti mikro vznika 230kDa protein
(p320). Pievzato ze Salesse a Verfaillie, 2002.

Na rozdil od Abll proteinu je fazni protein Ber-Abll lokalizovany v cytoplazmé
Ph pozitivnich somatickych bun¢k, kde je navazany na cytoskeletalni proteiny. Kinaza Abll
fuzi s BCR genem ziska dvojit€¢ svinutou oligomerni doménu na C-konci, kterd umoziuje
dimerizaci, autofosforylaci podjednotek v oligomeru a narast katalytické aktivity TK.
Fuzi sBCR genem se také ztraci cCepiCkova struktura na N-konci proteinu Abll,
ktera je dulezita pro negativni regulaci aktivity TK. Hyperaktivovana Ber-Abll piebira funkci
normalni Abll a zapojuje se do signalnich drah regulujicich proliferaci a piezivani bunék.
Transformované bunky ztraceji svou adhezivni schopnost, jsou vyplavovany z kostni diené,

zvyS$uji svou proliferaci a inhibuji apoptozu (Panjarian et al., 2013).

3.5 Diagnostika CML

Zakladnim vySetfenim, které mize pfedpovédét CML, je krevni obraz a diferencidlni
rozpocet bilych krvinek. V krevnim obraze je patrny zvySeny pocet leukocyt (leukocytoza),
|—1

jejiz hodnota se pohybuje v rozmezi 20-500x10° I, Lze detekovat zvyseny pocet krevnich

desticek (trombocytémie), nebo vzacnéji jejich snizeny pocet (trombocytopenie).



Byva pfitomna mirnd az sttedné tézka anémie. V diferencialnim rozpoctu leukocytd dominuji
neutrofilni granulocyty, které jsou vyplavovany ve vSech vyvojovych stadiich. Typicky
se detekuje eozinofilie a bazofilie. Kostni dfen ma zvysSenou bunéfnost a erytropoéza
je redukovana na tikor granulopoézy (Doubek et al., 2013)

Pro potvrzeni diagné6zy CML jsou nutna dalsi vySetfeni, kterd zahrnuji identifikaci
Ph chromosomu a onkogenu BCR-ABL1, které jsou typickymi markery CML. Pro identifikaci
Ph chromosomu se vyuzivaji klasické cytogenetické metody. Jednou z nich je G-pruhovani,
pii kterém se tvofi svétlé a tmavé pruhy na metafdznich chromosomech. Na ziklad¢
charakteristického pruhovani jednotlivych chromosomil se sestavuje karyotyp pacientt,
ve kterém se identifikuje  pfitomnost Ph chromosomu typického pro CML
(Testoni et al., 2009).

Fuzni gen BCR-ABL1 lze také potvrdit molekularné cytogenetickou metodou
fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH). Metoda FISH vyuziva specifické, fluorescenéné
zna¢ené DNA sondy, které jsou komplementarni k cilové DNA sekvenci genii BCR a ABLL.
Dle pozice jednotlivych fluorescenénich signalt 1ze odhalit jak geny BCR a ABLL, tak i fuzni
gen BCR-ABL1 (Testoni et al., 2009).

Pokud je leukemicky klon aktivni, je analyzovany gen BCR-ABL1 exprimovan,
a tudiz Ize detekovat jeho transkript a vysledny protein. K detekci transkriptu genu BCR-ABL1
se pouziva molekularni metoda reverzné transkripéni polymerazové fetézové reakce (RT-PCR).
Pro analyzu proteinu se vyuzivaji techniky biochemické napt. Western blot.
Jelikoz jsou proteinové analyzy vcelku pracné a chybi jejich validace, nejsou pro rutinni
vySetieni pacientti vhodné (Testoni et al., 2009).

Pro pravidelné monitorovani stavu pacienti s CML se nejcastéji vyuzivda RT-PCR.
Jeji citlivost dosahuje az 0,0001 % (identifikace 1 leukemické buiiky v 108 leukocyti1), na rozdil
od cytogenetickych a proteinovych analyz s citlivosti cca 1 % (identifikace 1 leukemické bunky
mezi 100 normalnich bunék) (Faber et al., 2010). Mezi jeji vyhody patii kromé vysoké citlivosti
také pfesnost a relativni jednoduchost. V kvalitativni podobé RT-PCR detekuje ptitomnost
¢i neptitomnost transkriptu BCR-ABLL. Pro sledovani mnozstvi transkriptu genu BCR-ABL1
se vyuziva kvantitativni RT-PCR. JelikoZ je vzorkem periferni krev, lze vySetfeni provadét
pomérné Casto, ¢imz se zvySuje prognosticky vyznam. Metodu RT-PCR lze aplikovat
i v pfipadé¢ selhani cytogenetického vysetieni, protoze nevyzaduje k detekci délici se buiky.
Pres veskeré klady této metody by se v pravidelnych intervalech ovSem cytogenetické vySetieni
provadét melo, aby se vcasné zachytili nové vznikajici pfidatné chromosomové aberace

(Testoni et al., 2009).
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3.6 Lécba CML

Cilem 1ééby CML je oddalit nebo zabranit rozvoji blastické faze ¢&i zkvalitnit
a prodlouzit délku zivota pacientd. Jest€¢ nedavno se k 1é€bé pouzivala zejména perordlni
chemoterapie, 1é¢ba interferonem o a v nékterych pripadech i transplantace krvetvornych bunék
(Doubek et al., 2013).

Jednim z prvnich podavanych cytostatik byl busulfan, ktery dokéazal prodlouzit stfedni
preziti pacientll az o 45 mésicti (Hehlmann et al., 1994). Z divodu jeho Cetnych nezadoucich
ucinkd byl nahrazen méné toxickou a dodnes pouZzivanou hydroxyureou. Hydroxyurea se dobie
vstiebava a ma rychly ucinek. Jeji podavani redukuje symptomatickou leukocytozu
¢1 trombocytémii. Uzivanim hydroxyurey lze dosdhnout u vice nez 80 % pacienti kompletni
nebo c¢aste¢né hematologické remise. Nicméné muize vyvolat fadu nezddoucich ucinkt
a je prokazana jeji mutagenita a teratogenita (Goldman, 2010).

Dodnes jedinym 1é¢ebnym postupem, kterym lze zcela uzdravit pacienta z CML,
je alogenni transplantace krvetvornych bunék (HSCT) (Faber et al., 2010). Lécba je vhodna
pro pacienty mladsi 50 let, pro které se nalezne HLA vhodny darce. Bohuzel vé€kovy pramér
osob pii stanoveni diagnézy CML je mnohem vyS$$i a pohybuje se okolo 55 let. HSCT
je také zatiZzena nezanedbatelnym rizikem toxicity a mortality (Goldman, 2010).

Pacienti bez vhodného darce podstupuji 1écbu interferonem a, ktery dokéze prodlouzit
prumér celkového preziti o 66—89 mésicu. Jeho pouzivanim lze dosahnout kompletni
cytogenetické odpovédi az u 25 % pacientti (Rohon a Faber, 2013).

Pokrok v terapii byl umoznén az poznanim molekularni podstaty CML, diky kterému
byl v roce 2001 zaveden na trh prvni inhibitor tyrosinové kinazy (TKI) imatinib mesylat (IM).
Enzym TK obsahuje aktivni misto pro vazbu ATP a nasledné katalyzuje pienos terminalniho
fosfatu na tyrosinova rezidua substratii a ovlivituje tim fadu signalnich drah. IM se vaze blizko
nukleotidového vazebného mista bilkoviny Bcr-Abll, ¢imz blokuje navazani ATP a udrzuje
tak Bcr-Abll  kindzu Vv neaktivni formé (Obr. 6). Zablokovanim Ber-Abll dochazi
u leukemickych bunék k apoptoze. I kdyz IM nezabranuje vzniku fazniho genu BCR-ABL1,
cilené inhibuje jeho G¢inek na proteinové urovni. Diky témto vlastnostem se IM stal 1ékem

prvni linie u nové diagnostikovanych pacienta s CML (Marcucci et al., 2003).
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Obr. 6. Mechanismus pusobeni imatinib mesylatu (IM). Protein Bcer-Abll
ma tyrosin Kinazovou aktivitu, kdy pfenasi fosfat z ATP na urcité substraty,
cozvede ke vzniku CML fenotypu. IM blokuje navazani ATP a inhibuje
enzymatickou aktivitu tyrosin kinazy a transformaci bunék. Upraveno podle
Goodman a Gerson, 2013.

Castym problémem pii podavani IM je rozvoj rezistence neboli neschopnosti navozeni
¢i udrzeni 1é¢ebné odpovédi (Rohon a Faber, 2013). V dasledku rezistenci se vyvinuly dalsi
skupiny lé¢iv nazyvané TKI druhé generace (desatinib, nilotinib, ...) a TKI tfeti generace
(ponatinib) (Jabbour et al., 2011).

Podavani TKI nevede k tipInému odstranéni leukemickych bun¢k. V pribéhu TKI 1écby
dochazi pouze ke snizeni téchto bun¢k na hladinu, ktera je nedostatecna k jejich zachytu.
Ve vétsin¢ pripadi dochazi u pacientii ke stfidani negativni a pozitivni detekce fuzniho
transkriptu BCR-ABL1. Stabilni a nesnizujici se hladina BCR-ABL1 signalizuje rozvoj
rezistence k 1é¢bé (Faber et al., 2010).

3.6.1 Rezistence na TKI

Rezistenci rozliSujeme na primarni, pti které neni viibec pozorovana odpovéd’ na 1écbu,
a sekundarni, kdy ke ztraté¢ odpovédi dochézi v pribéhu 1€cby. Primarni rezistence se vyskytuje
cca Vv 5 % pripadi a mize byt zapticinéna faktory ovlivitujici farmakokinetiku 1é¢iva. Rozvoj
sekundérni rezistence 1ze pozorovat u 16 % pacientli s CML Vv chronické fazi, u 73 % pacientil
v akcelerované fazi a az u 95 % pacient v blastické fazi (Rohon a Faber, 2013).

Ptic¢iny vzniku rezistence k IM lze také rozdélit na BCR-ABL1 zavislé (dependentni)
a BCR-ABL1 nezavislé (non-dependentni). Do prvni skupiny patii amplifikace BCR-ABL1 genu
a tim jeho zvySend exprese a bodové mutace v BCR-ABL1 genu. Do druhé skupiny se fadi

mnohocetnd 1ékovad rezistence (MDR), konstitutivni aktivace jinych signalnich
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drah (napt. Src kinazy), pridatné cytogenetické zmény a zmény v influxu a efluxu bunéénych
transportéra (Jabbour et al., 2011).

U vétsiny pacientll je rozvoj rezistence na 1écbu spojen s bodovymi mutacemi v genu
BCR-ABL1, které jsou vysledkem genomové nestability pfi CML. Vznik nékterych bodovych
mutaci je spojovan s uzivanim uréitétho TKI, napf. nilotinib generuje mutace v kinazové
doméné Ber-Abll v useku P-smycky, dasatinib spise mutace v kontaktnich tsecich kinazové
domény Ber-Abll. Mutace Casto zptsobuji konformacni zmény Ber-Abll kinazy, které méni
vazebné misto pro ATP ¢i IM. Vznikaji tak rtizné citlivé az rezistentni bunky vii¢i podavanému
TKI (Tab. 1.), které se mohou v piipadé pokratovani uzivani selektovat a expandovat
(La Rosée a Deininger, 2010). Pfitomnost mutaci predikuje ve vét§iné piipadt progresi
onemocnéni, a proto by pacienti méli byt co nejdiive prevedeni na léCbu TKI druhé ¢i treti

generace (Faber et al., 2010).

Tab. 1. Klasifikace sensitivity mutantnich bunék K inhibitorim tyrosinovych kinaz (upraveno podle
Rohon a Faber, 2013)

Klasifikace Koncentrace TKI inhibujici rast 50 % bunék v in vitro testu (ICso)

sensitivity Imatinib [nmol-1] | Nilotinib [nmol-171] | Dasatinib [nmol-11]
citlivé <1000 <50 <3
stiedné citlivé <3000 <500 <60
rezistentni > 3000 > 500 > 60

*|Cso — inhibi¢ni konstanta

3.7 Mutace BCR-ABL1 genu

Mutace se mohou vyskytovat ve vSech oblastech BCR-ABL1 genu. Nejcastéji
jsou za rozvoj resistence zodpovédné bodové mutace postihujici oblast kindzové domény (KD).
Jeji struktura je rozd€lend na Casti, které se oznacuji jako P-smycka, IM vazebné misto,
katalyticka doména a aktiva¢ni smycka. (Branford et al., 2003).

I kdyZ je v soucasnosti popsano vic nez 100 mutaci, tak pouze ¢ast z nich ma dopad
na klinicky projev a rozvoj sekundarni rezistence. Typ mutace a jeji lokalizace ma prognosticky
vyznam. Nejéastéji se jedna o mutace postihujici P-smycku, aktivaéni doménu nebo vazebné

misto pro IM (Obr. 7; Jabbour et al., 2011).
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Obr. 7. Mapa c¢astych aminokyselinovych substituci KD Ber-Abl1. Struktura KD obsahuje P-smycku
(vazba fosfatu), SH3 a SH2 kontaktni region (vazba s proteiny obsahujici SH2 a SH3 domény), IM
vazebnou doménu, katalytickou doménu a aktivani doménu. Hvézdy udavaji pozice
aminokyselin, které se vodikovou vazbou nebo van der Waalsovymi silami podileji na vazb& imatinibu.
Upraveno podle Soverini et al., 2011.

Oblast P-smycky je velmi konzervativni s vysokym podilem aminokyseliny

glycinu a zprostfedkovava vazbu s fosfatovou skupinou ATP. Mutace v této oblasti
jsou spojeny s horsi progndézou. Mutace v IM vazebném misté je spojena s rozvojem lé¢ebné
rezistence. V tomto tseku se vyskytuje nejcastéjsi a nejznamé;jsi mutace T3 151, ktera oznacuje
substituci aminokyseliny threoninu za izoleucin v pozici 315 aminokyselinového fetézce.
Dalsi oblasti je katalytickd doména, kdy mutace v této oblasti mohou snizovat jeji kinazovou
aktivacni smycka, kterd spojuje aminoterminalni

aktivitu. Poslednim tusekem je

a karboxyterminalni ¢asti KD (Rohon a Faber, 2013).

3.8 Detekce mutaci

Obecny postup analyzy mutaci zafina izolaci mRNA pacienta, kterd je nésledné

reverzni transkripci pfepsana na komplementarni DNA (cDNA). Dal$im krokem

je dvoustupiiova (nested) RT-PCR (Alikian et al., 2011).

Prvni kolo RT-PCR amplifikuje cDNA v tseku celkové kinazové domény (KD)
BCR-ABL1 za pouziti primerd, které hybridizuji k sekvenci genu BCR a ABL1. Timto se zabrani
amplifikaci KD ,,normalniho* genu ABL1, ktery neni soucasti fizniho genu, jehoz pfitomnost
by sniZovala citlivost detekce. Ve druhém kole RT-PCR se amplifikuji produkty z prvniho kola
RT-PCR s pouzitim internich primert nasedajicich k sekvenci genu BCR a ABL1 (Obr. 8;
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Faber et al., 2010). Produkty druhého kola RT-PCR se verifikuji gelovou elektroforézou,
specificky produkt je z gelu vyfezan, purifikovnan a dale analyzovan (Alikian et al., 2011).

—> <4—

NH2 [ BCR kindzova doména ABLI ]CDUH

Obr. 8. Schéma nasedani primerd pfi nested RT-PCR pro detekci mutaci v kinazové doméné
BCR-ABL1. Cerné Sipky znaéi primery prvniho kola nested RT-PCR, které nasedaji k sekvenci
genu BCR a ABL1. Oranzové Sipky znaci primery druhého kola nested RT-PCR, které amplifikuji
produkt prvniho kola. Upraveno podle Jones et al., 2009.

Mutace v kindzové doméné TK Ize detekovat mnoha metodami, mezi které patii ptimé
sekvenovani, alelové specificka PCR (ASO-PCR), vysokorozliSovaci analyza kiivek teploty
tani (HRM), denatura¢ni vysokotlaka kapalinova chromatografie (DHPLC), metoda MassArray
atd. Jednotlivé metody se mezi sebou lisi svou citlivosti, specificitou, moznosti kvantifikace
a schopnosti detekce znamych nebo i novych mutaci (Alikian et al., 2011).

Metoda ASO-PCR vynika svou citlivosti, ktera umoznuje identifikovat méné nez 0,1 %
mutovaného transkriptu BCR-ABL1. Jelikoz tato metoda umoznuje detekovat soucasné
pouze jeden typ mutace, pro klinickou praxi neni piili§ vhodna (Faber et al., 2010).

Metody DHPLC a HRM slouzi k urceni pritomnosti mutace a k jeji lokalizaci v cCDNA
kinazové doméné, nicméné neurci piesny typ mutace. Jsou vhodné pro potvrzeni vysledka
sekvenacni analyzy, popt. pro rychlou selekci vzorka s mutacemi pro néaslednou sekvenacni
analyzu (Polakova et al., 2008).

Metoda MassArray umoziuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Mezi vyhody
této technologie patii rychlost, pfesnost a predevsim citlivost, kterda umoziuje dle pouzitych
reagencii detekovat mutaci s frekvenci jen 0,1 % (Agena Bioscience). Ackoliv vyznam nizké
urovné mutaci zatim nebyl zcela objasnén, je vhodna jejich brzka identifikace, protoze mohou
naznacovat potfebu upravy lé¢ebné terapie (Hughes et al., 2006).

Doporu¢ovanou metodou pro mutacni analyzu je Sangerova metoda piimého
sekvenovani (Soverini et al., 2011) s citlivosti okolo 15-25 %. Mutace, které maji mensi
nez 20% vyskyt v transkriptu, se snadno ztraci a nelze je pfimym sekvenovanim identifikovat.
Tato skutecnost nemusi byt nutné¢ nevyhodna, jelikoZ se zatim neprokdzal u velmi nizkych

hladin mutaci jejich klinicky vyznam (Alikian et al., 2011).
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3.8.1 Sangerovo piimé sekvenovani

Nejcastéji se pro detekci mutaci v KD BCR-ABL1 vyuziva
dideoxy sekvenovani neboli enzymatické Sangerovo sekvenovani. Metoda je zalozena
na inhibici enzymové aktivity DNA polymerazy a nasledné terminaci syntézy DNA
(Kircher a Kelso, 2010).

Zakladem je polymerazova tetézova reakce (PCR), pii které se kromé obycejnych
deoxynukleotidi (ANTPs) pouzivaji i dideoxynukleotidy (ddNTPs). ddNTPs jsou chemickymi
analogy normalnich nukleotidii, které na 3¢ pozici uhliku postradaji hydroxylovou skupinu -OH
nutnou pro elongaci DNA. Kazdy ddNTP je oznacen pfislusnou fluorescenéni znackou,
ktera po excitaci emituje signal umoziujici rozpoznani konkrétni dusikaté baze. Béhem PCR
reakce DNA polymeraza nahodné zaClefiuje kromé normalnich dNTPs i modifikované
nukleotidy, které blokuji dal$i navazani nukleotidu, a tim ukoncuji syntézu DNA.
Jelikoz je inkorporace ddNTPs nahodna, vznikaji rizné dlouhé fragmenty DNA, které zacinaji
na 5°konci primeru a vzdy kon¢i specifickym  fluorescenéné  znaenym
ddNTP (Kircher a Kelso, 2010).

Tyto fragmenty jsou poté na zakladé své délky separované v elektroforetickém
sekvenaénim gelu na kapilafe automatického sekvenatoru. Retézce DNA migruji gelem
a prochazi pred laserovym paprskem, ktery cili na konkrétni pozice. Sekvence je Ctena
elektronicky a je zaznamenana detekénim systémem Vv podobé kiivek konkrétni fluorescencni
barvy odpovidajici konkrétnimu detekovanému nukleotidu. Pokud je zobrazeno né¢kolik
barevnych kiivek soucasné€, jsou v analyzované smési stejn¢ dlouhé fragmenty zakoncené
riznymi nukleotidy. Vysledkem sekvenaéni analyzy je chromatogram, jehoz zdznamem

je poradi jednotlivych bazi ve zkoumané sekvenci DNA (Obr. 9.; Passarge, 2019).
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Obr. 9. Postup automatického Sangerova sekvenovani. Upraveno podle

https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/sanger-sequencing.html,
navstiveno 21.3.2020.

3.8.2 MassArray

K detekci mutaci v kinazové doméné¢ BCR-ABL1 Ize vyuzit i technologii MassArray.
Systém MassArray je nefluorescenéni detekcni platforma, ktera kombinuje multiplexni primer
extenzni reakci s hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF (hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s analyzatorem doby letu). Geneticky
analyzator MassArray existuje v 96 jamkovém nebo 384 jamkovém provedeni, pti¢emz v kazdé
jamce lze soucasn¢ analyzovat az 40 rtiznych bodovych mutaci kindzové domény BCR-ABL1
(Gabriel et al., 2009).

Pted zaCatkem MassArray analyzy je potfeba vytvofit specifické PCR a iPLEX extenzni
primery pro hledané bodové mutace kindzové domény BCR-ABL1 pomoci Agena software.
Samotna MassArray analyza zahrnuje 4 zakladni kroky (Gabriel et al., 2009).

Prvnim krokem je PCR amplifikace tiseku DNA s lokalizovanou bodovou mutaci.
Nasleduje SAP reakce, pifi které enzym shrimp alkalickd fosfatdza defosforyluje
neinkorporované  nukleotidy, které jiz nemohou prodluZzovat vlakno DNA
(Gabriel et al., 2009).

Tteti krok zahrnuje iPLEX extenzni reakci, pii které specifické extenzni primery
hybridizuji k amplifikovanému tseku DNA tak, aby kon¢ili pfed detekovanym polymorfnim
mistem. Po pfiddni extenzniho enzymu a mass-modifikovanych ddNTPs se amplifikovany
usek prodlouzi o jednu bazi charakterizujici ur¢itou alelu (Obr. 10.). Modifikované ddNTPs
slouzi jako terminatory elongace, protoze postradaji na 3° pozici uhliku hydroxylovou skupinu
-OH, ktera je nutna pro napojeni dalsiho nukleotidu (Gabriel et al., 2009). Hmotnost extenzniho

primeru je pfedem determinovana a oznacuje analyzovanou sekvenci. Spolu s pfipojenym
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ddNTP ziskavaji produkty IPLEX extenzni reakce specifickou molekulou hmotnost,

ktera umoznuje nasledné hmotnostné spektrometrické genotypovani (Gao et al., 2012).

Forward PCE. primer Forward PCE. primer
pfp—— G -3 pp—— A Rp——
kT T C = 5 e T T mmm 5
-— -—
Reverse PCR primer Eeverse PCE primer
G A
C T Produkty PCE. razkes
SAP reakce
1PLEX extenzni reakcs
C T

!

G e f Produkty iIPLEX extenzni reakee

Obr. 10. Ptiprava vzorku pro MassArray analyzu. Postup zahrnuje amplifikaci
useku DNA sbodovou mutaci, SAP reakci defosforylujici neinkorporované
dNTPs a iPLEX extenzni reakci se specifickymi ddNTPs. Upraveno podle
https://www.labclinics.com/en/snp-genotyping-agena/, navstiveno 25.3.2020.

Poslednim krokem je spektrometricka analyza MALDI-TOF, ktera separuje nabité
Castice, tzn. DNA ionty, na zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z). V genetickém
analyzatoru MassArray je malé mnoZzstvi pfedem pfipravenych vzorki automaticky preneseno
Z mikrotitra¢ni desticky na SpectroCHIP, kde kokrystalizuji s matrici. Jako matrice se pouziva
Cista pryskyfice, ktera je vzhledem ke vzorku v nadbytku. Poté je SpectroCHIP spolu se vzorky
smichanymi s matrici automaticky pfenesen do MALDI-TOF analyzatoru, kde podléhaji
MALDI ionizaci a nasledné TOF detekci (Gabriel et al., 2009).

MALDI ionizace je dvoustupniovy proces, ve kterém jsou krystaly vzorku prvné ozareny
kratkymi laserovymi pulsy. Energie laserového pulsu je absorbovana matrici, ¢imZ dochazi
k jeji rychlé desorpci z povrhu SpectroCHIP desticky. Odpatujici se matrice s sebou strhava
molekuly analytu, které jsou timto ptevedeny do plynné faze. Molekuly analytu se v plynné

fazi ionizuji pfenosem protonu z excitované molekuly matrice. Vysledkem MALDI ionizace
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jsou piedevsim jednou kladné nabité pseudomolekularni DNA ionty, které jsou detekovany
priletovym hmotnostnim analyzatorem TOF (Butler et al., 1996).

Generované DNA ionty jsou urychleny napétim, které je smétuje z iontového zdroje
do vakuové letové trubice, na jejimz konci je detektor. Princip TOF analyzatoru spociva
v méfeni Casu, ktery potiebuje dany iont pro prekonani vzdalenosti mezi iontovym zdrojem
a detektorem neboli doba letu t. Z této hodnoty se poté vyjadiuje mérna hmotnost iontu m/z,
pficemz plati, ze ¢im leh¢i je analyzovany DNA iont, tim dfive dorazi na detektor a naopak
(Obr. 11.; Gabriel et al., 2009)

Na zédkladé doby letu MassArray systém urcuje hmotnost pozorovanych primert
determinujicich analyzovanou sekvenci a jejich terminalnich ddNTPSs, pfi¢emz automaticky
generuje dany genotyp (Gao et al., 2012). Vystupem je hmotnosti spektrum, které zaznamenava
zavislost relativni intenzity detekovanych pseudomolekularnich DNA ionti na mérné

hmotnosti iontd m/z (Obr. 12.; Gabriel et al., 2009)

TEEE  ionty Nglehéi  ionty
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Obr. 11. MALDI-TOF analyza. Vzorek na SpectroCHIP desti¢ce je ozafen laserem, preveden
do plynné faze a ionizovan. Ionty vzorku jsou vedeny do letové trubice s detektorem,
ktery zaznamenava jejich dobu letu t, kterou prevadi na mérnou hmotnost iontu m/z. Upraveno
podle https://agenabio.com/wp-content/uploads/2020/03/SY S0034A4-01-MassARRAY -
Brochure-EMEA-WEB.pdf, navstiveno 26.3.2020.
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Obr. 12. Ukazka hmotnostniho spektra z analyzy MassArray.
Na ose x je zaznamenana hodnota mérné hmotnosti iontu m/z,
na ose y je zaznamenana intenzita daného iontu. Upraveno podle
https://agenabio.com/wp-content/uploads/2020/03/SY S0034A4-
01-MassARRAY -Brochure-EMEA-WEB.pdf, navstiveno
26.3.2020
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Vychozim materidlem pro analyzu mutaci byl vzorek periferni krve nebo kostni diené
25 pacientll léCenych a sledovanych na Hemato-onkologické klinice FN v Olomouci
se zvysujici se hladinou fazniho transkriptu BCR-ABL1 a s rozvojem rezistence na podavanou

1écbu.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

e 100 bpDNA Ladder (Promega, kat. ¢. G2101)

e Agar6za | pro DNA elektroforézu (Amresco, kat. ¢. 0710-500G)

e AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase with Buffer II and MgCI2 (Applied Biosystems,
Life technologies, kat. ¢. N8080243)

e dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mmol-I?, Promega, kat. ¢. U1330)

e DEPC voda (Ambion, kat. ¢. 4387937)

e Etanol (96%, 1ékarna FNOL)

e Ethidium bromid (10 g-1"%, Top-Bio, kat. & P047)

e Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems, Life technologies, kat. ¢. 4311320)

e Chloroform (Dr. Kulich pharma s.r.0., kat. ¢. 10000448)

e Nanaseci pufr (,,LoadingDye*) 6x (Promega, kat. ¢. G1881)

e Octan sodny, pH 5,5 (3 mol-1-1, Iékarna FNOL)

e Parafinovy olej (Iékarna FNOL)

e Reverzné osmoticka a ultracista voda ze systému Direct-Q 3UV (Millipore)

e Specifické primery (Eastport)

e Specifické primery pro MassArray (KRD)

e TRI reagent (MRC, kat. ¢. TR 118)

e Trizol (Invitrogen, kat. ¢. 15596026)
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Pouzité soupravy

e BigDye® Terminator vl. 1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, kat. ¢.
4337450)

e Complete Genotyping Reagent Set 96 (Agena Bioscience, Kkat. ¢. 10158)

e High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 4387406)

e QIAquick Gel Extraction Kit (QIAgen, kat. ¢. 28706)

Pouzité roztoky a jejich priprava

Agarozovy 1,5% gel
1,5 g agarozy

100 ml 1x TBE pufru
2 pl ethidium bromidu

10x lyzaéni pufr pro erytrocyty

41,45 g NH4CI

395 g NH4HCO3

50 ml 0,1 mol-I"* EDTA pH 8,0 (piiprava: 7,44 g rozpustit v 200 ml TK H,0)
doplnit do 500 ml TK H20, pH upravit na 6,5

10x TBE elektroforeticky pufr, pH 8,3-8,5
1 mol-I"* Tris

0,89 mol-I"! kyselina borita

0,02 mol-I* EDTA

70% Ethanol
73 ml 96% absolutniho alkoholu

27 ml reverzné osmotické a ultrac¢isté H,O

4.3 Seznam pouzitych pristroji a spotfebniho materialu

Pouzité pristroje
e analytickd vaha FA-2000 (LAB systém)

e automatické pipety (Pipetman®, Gilson France) + Spicky s filtrem
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e centrifuga 5430 R (Eppendorf)

e centrifuga Biofuge 22R (Heraeus, Némecko)

e dokumentacni systém AlphaDigiDoc™RT2 (Alpha Innotech)

e clektroforéza horizontalni MSMIDI (Cleaver Scientific Ltd)

e geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems)

e lednicka s mrazicim boxem -20 °C (Liebherr)

e MassARRAY System with Chip Prep Module, 96 Genotyping (Agena Bioscience)
e mikrovlnna trouba 1195 (ETA) - mrazici boxy -80 °C (SANYO, Japonsko)
e program Chromas Version 2.6.2. (Technelysium Pty LtD, Australie)

e spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies)

e stolni minicentrifuga C 1301 (Labnet)

e transiluminator 312 nm (VILBER LOURMAT)

e vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (CASTELMAC Spa, Italie)

e zafizeni na upravu vody Direct-Q 3UV (Millipore)

e zdroj k napéti ELFO ST 304 (Apelex)

e termoblok (BioSan, Litva)

e Thermocycler peqSTAR 2x Gradient (PEQLAB-Life Science, Némecko)

e vortex CERTOMAT ® MV (B. Braun Biotech International)

Pouzity spotiebni material

e laboratorni sklo (Erlanmayerovy baiiky, odmérmé valce; SIMAX, Ceska republika)

e latexové ochranné rukavice

e material potiebny pro provoz genetického analyzatoru ABI PRISM 3100 a provedeni
sekvenacni analyzy (Applied Biosystems)

e mikrozkumavky (1,5ml; SARSTEDT, Némecko)

e PCR mikrozkumavky (0,2ml; Applied Biosystems)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 lzolace RNA

Periferni krev nebo kostni dien pacienti byla inkubovana s lyza¢nim pufrem. Izolace

RNA byla provedena guanidin thiokyanat-fenol-chloroformovou extrakci (Chomzynski, 1987)

neboli Cinidlem zndmym pod komerénim ndzvem jako TRI reagent. Nanodropem

byla stanovena koncentrace a Cistota vyizolované RNA. Kvalita RNA byla verifikovana

elektroforetickou separaci na 1,5% agarézovém gelu (Obr. 13.).

1.

Objem periferni krve nebo kostni dfené pacienta ve falkoné doplnit do 50 ml
lyza¢nim pufrem a inkubovat v lednici 15 min. Lyzat centrifugovat 5 min
pii 3 500 g, supernatant odstranit a pelet resuspendovat v 15 ml lyza¢niho pufru.
Centrifugovat za stejnych podminek a odstranit supernatant.

Pelet ptenést do 1,5ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem a v digestofi ptidat 1 ml
TRIZOL. K rozpusténému peletu pridat 200 pl chloroformu, 1 min vortexovat
a nechat vzorek stat 3 min pfi laboratorni teplot¢.

Centrifugovat 15 min pii 14 000 g pii 4 °C. Cca 2/3 supernatantu pievést do Cisté
1,5ml zkumavky s 500 ul izopropanolu a nechat 5 min precipitovat.

Centrifugovat 15 min pii 14 000 g pii 4 °C. Supernatant odstranit a piidat k peletu
1 ml 75% ethanolu fedéného s DEPC H.O. Centrifugovat za stejnych podminek,
odstranit supernatant a pfidat 1 ml 75% ethanolu fedéného s DEPC H:0.
Centrifugovat 5 min pti 14 000 g, odstranit supernatant a pelet ususit.

Pelet resuspedovat v 15 ul DEPC H2O pii 65 °C 10 min v termobloku. Nanodropem
stanovit koncentraci a Cistotu vyizolované RNA. Ov¢rit kvalitu RNA
elektroforetickou separaci na 1,5% agar6zovém gelu.

Ptipravit 1,5% agarozovy gel v 1x koncentrovaném TBE pufru (1,5 g agarozy,
100 ml 1x TBE pufru). Po rozvafeni agarézy piidat 2 ul ethidium bromidu (10 g-17),
nalit do vanicky s hiebinkem a nechat ztuhnout.

Elektroforetickou komtrku s vanickou se ztuhlym gelem ptevrstvit 1x TBE pufrem,
do jamek gelu nanést 2 pl izolované RNA smisené s 1 pl 6x nanaseciho pufru
a 1,8 ul formamidu, do dalsi jamky nanést 1 ul 100 bp DNA Ladder (0,13 g-I%).
Separovat pti 80 V po dobu 40 min. Ovétit produkty separace pod UV lampou.

24



Obr. 13. Detekce izolované totalni RNA (s typickym profilem hlavnich
RNA podjednotek; ,,smear” piedstavuje mRNA) na 1,5% agar6zovém
gelu. Draha M obsahuje 1 pl 100 bp standardu molekulové hmotnosti
(Promega). Drahy 1 a 2 obsahuji 2 pl izolované RNA pacienta ¢. 1 a 2
(Tab. 11.) s 1 pl 6x nanaseciho pufru a 1,8 pl formamidu.

4.4.2 Prepis RNA na cDNA
Vyizolovana RNA byla pfepsana do molekuly komplementarni DNA (¢cDNA) reverzni
transkripci (RT). Pro kontrolu spravné syntézy cDNA byla provedena PCR reakce s naslednou
elektroforetickou separaci na 1,5% agarézovém gelu (Obr. 14.).
1. Dle Tab. 2. ptipravit RT reak¢ni smés pro piepis RNA na cDNA. Dle koncentrace
izolované RNA stanovit pipetovany objem RNA (1,2 ug). Soucet objemi TK-H20
a RNA se rovnd 9 ul. Celkovy reakéni objem Cinil 20 pl. Inkubovat 1 hod pii 37 °C,
nasledn¢ inkubovat 5 min pti 95 °C pro inaktivaci zbytkové aktivity enzymu

reverzni transkriptazy.

Tab. 2. Slozeni RT reakéni smési pro prepis RNA do cDNA

Reagencie Objem na 1 reakci [ul]
AB RT-Buffer (2x) 10

TK-HO a

Izolovana RNA b a+b=9
RT-Enzym mix (20x) 1

2. Dle Tab. 3. ptipravit PCR reakéni smés pro kontrolu spravného provedeni reverzni
transkripce a ptidat 1 pl cDNA produktu z pfedchozi reakce, zkumavku zakapnout

parafinovym olejem. Celkovy objem reakce €inil 25 pl.
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Tab. 3. Slozeni reak¢éni smési pro PCR amplifikaci genu ABL1

Reagencie Objem na 1 reakci [pl]
TK-H20 20,0
Buffer (10x; Applied Biosystems) 2,5
MgCl., (25 mmol-I*t; Applied Biosystems) 2,0
dNTPs mix (10 mmol-I*t; Promega) 05
Primery ABL1 F aR (0,1 mmol-I?) 0,2
Taq DNA polymerase (5 U/ul; Applied Biosystems) 0,1
cDNA 1,0

Teplotni profil PCR reakce

Pocate¢ni denaturace: 95 °C, 7 min

Denaturace: 95 °C, 35 s

Hybridizace primeri: 56 °C, 40 s 35 cykla
Prodluzovani primera: 72 °C, 45 s

Finalni extension: 72 °C, 7 min

3. PCR produkt detekovat elektroforetickou separaci na 1,5% agarézovém gelu.

Ptipravit 1,5% agarozovy gel (viz Izolace RNA), do jamek gelu nanést 10 ul PCR

produktu smiseného s 2 pl 6x nanaseciho pufru, do dalsi jamky nanést 1 ul 100 bp

D

NA Ladder (0,13 g-I"). Separovat pii 80 V po dobu 40 min. Ovéfit produkty

separace pod UV lampou.

Obr. 14. Detekce genu ABL1 na 1,5% agar6zovém gelu. Draha
M obsahuje 1 ul 100 bp standardu molekulové hmotnosti
(Promega). Draha 1 a 2 obsahuje 10 pl PCR produktu
pacienta ¢. 1 a ¢. 2 s 2 pl 6x nanaseciho pufru (Tab. 11.).
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4.4.3 Nested RT-PCR
Pro amplifikaci genu BCR-ABL1 byla pouzita metoda dvoukolové (nested) RT-PCR.
Prvni i druhé kolo RT-PCR amplifikuje BCR-ABL1 gen za vyuziti externich a internich primert
hybridizujicich k sekvenci genu BCR (F primery) a ABL1 (R primery).
1. Dle Tab. 4. pripravit reak¢éni smés pro prvni kolo RT-PCR a pridat 2 pl cDNA.
Zkumavku zakapnout parafinovym olejem. Celkovy reakéni objem c¢inil 50 pl

(48+2).

Tab. 4. Slozeni reak¢ni smési prvniho kola RT-PCR pro amplifikaci BCR-ABL1

Reagencie Objem na 1 reakci [ul]
Deionizovana H,0O 37,0
Pufr 11 (10x; Applied Biosystems) 50
MgCl, (25 mmol-I"; Applied Biosystems) 4,0
dNTPs mix (mmol-I*; Promega) 1,0
Primer B/A F1 (0,1 mmol-I?) 0,4
Primer B/A R1 (0,1 mmol-1*) 0,4
Taq DNA polymerase (5 U/ul; Applied Biosystems) 0,4
cDNA 2,0

Teplotni profil RT-PCR reakce prvniho kola

e PocateCni denaturace: 95 °C, 7 min

e Denaturace: 95 °C, 1 min

e Hybridizace primera: 50 °C, 1 min 35 cykla
e Prodluzovani primera: 72 °C, 3 min

e Finalni extension: 72 °C, 10 min

Sekvence primeri prvniho kola
Primer B/AF1 5 - GCT ACG GAG AGG CTG AAG AAG - 3"
Primer BBAR1 5' - GCT CGC ATG AGT TCA TAG ACC - 3°

2. Dle Tab. 5. ptipravit reak¢éni smés pro druhé kolo RT-PCR a piidat 1 pl produktu

prvniho kola RT-PCR. Zkumavku zakapnout parafinovym olejem. Celkovy reakéni

objem ¢inil 50 pl (49+1).
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Tab. 5. Slozeni reakéni smési druhého kola RT-PCR pro amplifikaci KD ABL1

Reagencie Objem na 1 reakci [pl]
Deionizovana H>O 38,0
Pufr 11 (10x; Applied Biosystems,) 50
MgCl. (25 mmol-I*t; Applied Biosystems,) 4,0
dNTPs mix (10 mmol-I*t; Promega) 1,0
Primer B/A F1 (0,1 mmol-I?) 0,4
Primer B/A R1 (0,1 mmol-I*) 0,4
Taq DNA polymerase (5U/ul; Applied Biosystems) 0,4
Produkt prvniho kola RT-PCR 1,0

Teplotni profil RT-PCR reakce druhého kola

e PocateCni denaturace: 95 °C, 7 min

e Denaturace: 95 °C, 1 min

e Hybridizace primert: 57 °C, 1 min 35 cykla
e ProdluZovani primera: 72 °C, 3 min

e Finalni extension: 72 °C, 10 min

Sekvence primert druhého kola
Primer BBAF2 5 - CAG ATG CTG ACC AAC TCG TGT - 3"

Primer BBAR2 5 - CTT CTC TAG CAG CTC ATA CAC C - 3"

4.4.4 FElektroforeticka separace a purifikace produktu

Amplifika¢ni produkt nested RT-PCR fazniho genu BCR-ABL1 byl detekovan
elektroforetickou separaci na 1,5% agarézovém gelu (Obr. 15.). Pod UV lampou
byl z agar6zového gelu vyfezan specificky PCR produkt o relativni molekulové hmotnosti
cca 1 200 bp. Tento produkt byl nasledné purifikovan pomoci QIAquick Gel Extraction Kit
dle protokolu doporué¢eného vyrobcem (QIAGEN).

1. Piipravit 1,5% agarozovy gel (2,25 g agardzy, 150 ml 1x TBE) obarveny 2 pl
ethidium bromidem (10 g-1"%). Do jamek v gelu nanést 40 pl produktu druhého kola
nested RT-PCR piedem smiseného s 6 pl 6x nanaseciho pufru, do dalsi jamky nanést
8 ul 100 bp DNA Ladder (0,13 g-1™%). Separovat cca 1 hod pii 100 V.

2. Pod UV lampou vytiznout z gelu sterilnim skalpelem separovany produkt o velikosti
cca 1200 bp a umistit jej do 1,5ml mikrozkumavky. Do mikrozkumavky ptidat
600 pl QG pufru a inkubovat v termobloku pti 50 °C do rozpusténi gelu.
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3. Cely objem mikrozkumavky pienést na kolonku, kterd je umisténa v zachytné
mikrozkumavce, a centrifugovat 1 min pfi 13 000 g. Vylit obsah zichytné
zkumavky.

4. Do kolonky ptidat 500 ul QG pufru, centrifugovat 1 min pii 13 000 g. Vylit obsah
zachytné zkumavky.

5. Na kolonku piidat 750 ul PE pufru, centrifugovat 1 min pfi 13 000 g. Vylit obsah
sbérné zkumavky. Centrifugovat kolonku 2 min pfi 13 000 g.

6. Kolonku pfenést do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky a na jeji membranu pridat 40 pul EB
pufru. Nechat stat 1 min pfi laboratorni teploté. Centrifugovat 2 min pii 13 000 g.
Eluovana DNA (obsahuje specificky RT-PCR produkt) byla pouZita pro sekvenacni

analyzu a analyzu MassArray.

nespecifické |
produkty
reakce

Obr. 15. Detekce amplifikovaného fuzniho genu BCR-ABL1 na 1,5%
agarozovém gelu. Draha M obsahuje standard molekulové hmotnosti
100 bp (Promega). Rameéek ukazuje produkty druhého kola RT-PCR
0 cca 1200 bp pacientt 21-25 (Tab. 11.). Draha 4 a 5 obsahuje navic
nespecifické produkty reakce. Z diivodu nizké hladiny transkriptu
BCR ABL1 u jednoho pacienta se fuzni gen dostateéné nepodafilo
amplifikovat, proto v drahach 6 a 7 nebyl detekovan specificky produkt.
Draha 8 predstavuje negativni kontrolu.

445 Sekvenacni analyza kinazové domény BCR-ABL1 genu
Eluovana DNA byla podrobena sekvenacni analyze, ve které se vyuzivaly 4 primery
amplifikujici useky KD genu BCR-ABLL. Produkty sekvenacni reakce byly po purifikaci
analyzovany genetickym analyzatorem ABI PRISM 3100 a hodnoceny programem Chromas
Version 2.6.2.
1. Dle Tab. 6. ptipravit sekvenac¢ni reakéni smés a piidat 2 pl eluované DNA. Celkovy
reakéni objem ¢inil 10 pl.
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Tab. 6. Slozeni reakéni smési pro sekvenaéni analyzu

Reagencie Objem na 1 reakci [pl]
Deionizovana H.0 4,0
Big Dye Terminator v 1.1 kit 2,0
Sekvenacni pufr (5x) 1,0
Sekvenaéni primer 1, 2, 3, 4 (5 umol-I?) 1,0
Purifikovany produkt RT-PCR 2,0

Teplotni profil sekvena¢ni reakce

Pocateéni denaturace: 95 °C, 5 min
Denaturace: 95 °C, 30 s
Hybridizace primerti: 53 °C, 15 s 28 cykla

Prodluzovani primert: 60 °C, 4 min

Sekvence primeru pro sekvenovani

SEQAbI1(R) 5 - GTT CTC CCC TAC CAG GCA G - 3"
SEQAbI2(F) 5°
SEQADbI3(F) 5"
SEQADbI4(R) 5°

AGA GAT CAA ACA CCC TAA CCT - 3¢

TGG TTC ATC ATC ATT CAA CGG - 3"

GGA CAT GCC ATA GGT AGC A - 3"

2. PCR smés prenést do nové 1,5ml zkumavky, pfidat 1 pl octanu sodného (3 mol-1?,
pH 5,5) a 25 ul 96% ethanolu. Precipitovat 10 min pii -80 °C.

3. Centrifugovat 10 min pii 16 500 g pti 4 °C. Odstranit supernatant, k peletu ptidat
50 pl chlazeného 70% ethanolu (-20 °C) a opét centrifugovat.

4. Odstranit supernatant a pelet susit ve tmé¢. Pelet rozpustit ve 20 pl deionizovaného
formamidu. Produkt pienést do jamek sekvenaéni desticky, denaturovat 5 min
pii 95 °C, prudce ochladit na ledu, pienést do sekvenatoru a provést sekvenacni

analyzu.

4.4.6 MassArray analyza mutaci v BCR-ABL1 genu

Pfed samotnou MassArray analyzou byly firmou Agena Bioscience nadesignované
a nasyntetizované specifické PCR a iPLEX extenzni primery pro 18 uréenych a ¢astych mutaci
v KD genu BCR-ABL1. Tyto primery byly rozdéleny do 8 skupin (plext) tak, aby nedochazelo

k jejich nespecifické hybridizaci a fale$né pozitivnim vysledkim.
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Ptiprava vzorkii zahrnovala PCR amplifikaci iseku DNA s hledanou bodovou mutaci,

SAP reakci (shrimp alkalicka fosfataza) a IPLEX extenzni reakci charakterizujici urc¢itou

bodovou mutaci. Mikrotitra¢ni desticka s takto pfipravenymi vzorky byla vlozena spolu

se SpectroCHIP do genetického analyzatoru MassArray, kde probéhla samotna analyza.

1. Ptipravit 8 PCR primer mix@i o koncentraci 0,5 umol-I"? obsahujicich ptislugné

nforward“ a ,reverse* primery, které odpovidaji analyzovanym plexiim. Pfipravit

8 mixi iPLEX extenznich primert o koncentraci 7; 9,3; 11,6; 14 umol-I*! dle jejich

molekulové hmotnosti (Tab. 7.). Naredit vzorek eluované DNA na koncentraci

5mg-I™

Tab. 7. Amplifika¢ni a extenzni primery detekovanych mutaci KD genu BCR-ABL1

iPLEX | Mutace Sekvence amplifikaénich primeri Sekvence extenznich primeri
5¢- 3¢ 5¢- 3¢
1 E255V F - CATCACCATGAAGCACAAGC GGGGCCAGTACGGGG
R - GGCTGTATTTCTTCCACACG
M351V F - TACATGGCCACTCAGATCTC CTTCTCCAGGTACTCCA
R - CCCTACCTGTGGATGAAGTT
T315A F - CAAACACCCTAACCTGGTGC CGTAGGTCATGAACTCAG
R - TCAGGTAGTCCAGGAGGTTC
2 Y253H F - CATCACCATGAAGCACAAGC CGTACACCTCCCCGT
R - GGCTGTATTTCTTCCACACG
M351T F - TACATGGCCACTCAGATCTC AGATCTCGTCAGCCA
R - CCCTACCTGTGGATGAAGTT
T315I F - CAAACACCCTAACCTGGTGC CCCCGTTCTATATCATCA
R - TCAGGTAGTCCAGGAGGTTC
3 G250E F - CATCACCATGAAGCACAAGC TCCCCGTACTGGCCC
R - GGCTGTATTTCTTCCACACG
F3591/L/V | F - ACATGGCCACTCAGATCTCG GTACCTGGAGAAGAAAAAC
R - GTTTCGGGCAGCAAGATCTC
F3171/L/V | F - AGCCCCCGTTCTATATCATC CCGTTCTATATCATCACTGAG
R - TTGCACTCCCTCAGGTAGTC
4 Y253F F -CATCACCATGAAGCACAAGC TCGTACACCTCCCCG
R - GGCTGTATTTCTTCCACACG
F317L/L | F- AGCCCCCGTTCTATATCATC GAGGTTCCCGTAGGTCAT
R - TTGCACTCCCTCAGGTAGTC
5 Q252H/H | F- CATCACCATGAAGCACAAGC GTACACCTCCCCGTA
R - GGCTGTATTTCTTCCACACG
F311L F - ACGTGTTGAAGTCCTCGTTG TGAACTCAGTGATGATATAGA
R - TTCCCGTAGGTCATGAACTC
6 M244V F - ACTACGACAAGTGGGAGATG CCAGCTTGTGCTTCA
R - GGCTGTATTTCTTCCACACG
F317C F - AGCCCCCGTTCTATATCATC GTTCCCGTAGGTCATG
R - TTGCACTCCCTCAGGTAGTC
7 E255K F - CATCACCATGAAGCACAAGC CGCCCTCGTACACCT
R - GGCTGTATTTCTTCCACACG
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IPLEX | Mutace Sekvence amplifika¢nich primeri Sekvence extenznich primeru

§¢_ 3¢ §5¢_ 3¢
H369R F - ATTTTGGCCTGAGCAGGTTG GGAACTTGGCTCCAGCA
R - GGTGCAGTCCATTTGATGGG
8 L248V F - ACTACGACAAGTGGGAGATG CACCATGAAGCACAAG

R - GGCTGTATTTCTTCCACACG
*na 5° konci amplifika¢niho primeru je ptidana specifickd Agena sekvence ACGTTGGATG

2. Dle Tab. 8. pripravit 8 PCR reak¢nich smési liSicich se v pipetovanych primer
mixech. PCR reakéni smési rozpipetovat po 5 ul do piislusnych jamek
v miktotitraéni desti¢ce. DestiCku zalepit, lehce zcentrigugovat a provést

amplifikacni reakeci.

Tab. 8. Slozeni reak¢ni smési pro PCR amplifikaci tiseki KD genu BCR-ABL1

Reagencie Objem na 1 reakci [pl]
H.0 (HPLC) 08
Buffer (10x; Agena Bioscience) 0,5
MgCl, (25 mmol-I"; Agena Bioscience) 0,4
dNTPs mix (25 mmol-I*; Agena Bioscience) 01
Primer mix 1-8 (0,5 umol-I") 1,0
HotStartTaq polymeraza (5U/ul; Agena Bioscience) 0,2
cDNA (5 mg-1?) 2,0

Teplotni profil PCR reakce

e Pocate¢ni denaturace: 95 °C, 2 min

e Denaturace: 95 °C, 30 s

e Hybridizace primeri: 56 °C, 30 s 45 cykla
e Prodluzovani primera: 72 °C, 1 min

e Finalni extension: 72 °C, 5 min

3. Dle Tab. 9. ptipravit v 1,5ml zkumavce SAP reak¢éni smés. Piidat ke vzorkim
v miktotitra¢ni desti¢ce 2 ul SAP mixu. Celkovy objem po adici ¢inil 7 pl. Zalepit
mikrotitrani  desticku, lehce zcentrifugovat a inkubovat v termocycléru
dle nasledujicich podminek: 40 min pti 37 °C, 5 min pii 85 °C. Vzorek uchovavat
pii 4 °C.

Tab. 9. Slozeni SAP reakéni smési

Reagencie Objem na 1 reakci [ul]
H>0 (HPLC) 1,53
TS buffer (10x; Agena Bioscience) 0,17
SAP enzym (1,7 U/ul; Agena Bioscience) 0,30
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4. Dle Tab. 10. pfipravit v 1,5 ml zkumavce 8 iPLEX reakénich smési lisicich
se v mixech extenznich primert. Pfidat 2 pl iPLEX mixu ke vzorkim
v mikrotitracni desti¢ce. Celkovy objem reakce po adici ¢inil 9 pl. Zalepit

mikrotitracni desticku, lehce zcentrifugovat a provést extenzni reakci.

Tab. 10. Slozeni iPLEX extenzni reak¢ni smési

Reagencie Objem na 1 reakci [ul]
H20 (HPLC) 0,619
IPLEX buffer (10x; Agena Bioscience) 0,200
IPLEX termination mix (Agena Bioscience) 0,200
Primer mix (7; 9,3; 11,6; 14 umol-I?) 0,940
IPLEX enzym (Agena Bioscience) 0,041

Teplotni profil iPLEX extenzni reakce

Pocatecni denaturace: 94 °C, 30 s

Denaturace: 94 °C, 5 s

Hybridizace primerii: 52 °C, 5 s 45 cykla
5 cykla

Prodluzovani primera: 80 °C, 5 s

Finalni extension: 72 °C, 3 min
5. Pfidat ke vzorkim v mikrotitra¢ni desticce 30 ul H.O (HPLC) a lehce

zcentrifugovat. Vlozit mikrotitratni desticku se vzorky spolu se SpectroCHIP

desti¢kou do MassArray analyzatoru a provést MALDI-TOF analyzu.
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5 Vysledky

Na Hemato-onkologické klinice FN a LF UP v Olomouci bylo od zati 2019 do ¢ervence
2020 vysetfeno 25 pacientti S diagnostikovanou CML, kteti byli 1éceni v obdobi od roku 2010
do roku 2020, a u kterych se projevila rezistence na podavané 1é¢ivo. Soubor pacientu Cital
8 muzt (32 %) a 17 zen (68 %), pii¢emz jejich vékovy median ¢inil 65 let.

Z periferni krve, popf. kostni diené pacienti byla izolovana celkovd RNA,
ktera se reverzni transkripci prepsala do cDNA. Po amplifikaci genu BCR-ABL1 metodou
nested RT-PCR, nasledné eclektroforetické separaci a purifikaci byl vzorek sekvenovan
Sangerovym pifimym sekvenovanim a podroben MassArray analyze. Metodami
rezistenci pacienta na lécbu.

Z celkového souboru pacientti byly bodové mutace v kindzové doméné BCR-ABL1
potvrzeny u 7 pacientd (Tab. 11.). Detekované mutace se nejcastéji nachazely v oblasti
P-smyc¢ky (L248V, G250E, Y253H, E255K) nebo v oblasti vazebného mista pro 1é¢ivo
imatinib mesylat (T3151, F317L). Detekovany byly také bodové mutace v oblasti SH2 kontaktu
(M351T), Vv oblasti katalytické domény (F359V) a na N-konci kinazové domény Bcer-Abll
(M244V).

Tab. 11. Piehled zjisténych mutaci v KD genu BCR-ABL1 Sangerovym sekvenovanim
a MassArray metodou

Pacient | Pohlavi / vék Mutace v KD genu BCR-ABL1
Sangerovo sekvenovani MassArray metoda

1 7182 - -

2 7182 - -

3 7148 - -

4 7141 - -

5 72172 - -

6 7148 - -

7 M /75 T315I T3151

8 7153 T3151, Y253H T3151, Y253H
9 7165 F359V F359V

10 72177 - -

11 7180 - -

12 M /82 - -

13 7155 - -

14 M /65 - -

15 M/73 - -

16 7184 - -

17 7189 - -

18 7162 - -
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Pacient | Pohlavi / vék Mutace v KD genu BCR-ABL1
Sangerovo sekvenovani MassArray metoda
19 Z/15 - -
20 M /82 - -
21 M /82 - -
22 7160 L248V L248V
23 M /69 Y253H, M244V Y253H, G250E, M244V
24 7169 M351T, F317L M351T, F317L
25 M/31 T3151, E255K T3151, E255K

Legenda: M = muz, Z = Zena

Mutace v oblasti KD genu BCR-ABL1 nebyly Sangerovym sekvenovanim a metodou
MassArray detekovany u pacientii 1-6 a pacientti 10-21. Hmotnostni spektrum téchto pacientti
zobrazovalo pouze wild type alely. Priklad nepfitomné mutace zobrazuje Obr. 16.,
ktery zachycuje negativni MassArray detekci mutace E255K u pacienta ¢. 1. Tato mutace
vznika v disledku nukleotidové substituce guaninu za adenin, ktera méni aminokyselinu

glutamat na lysin v pozici 255 aminokyselinového fetézce Ber-Abll.
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Obr. 16. Negativni vysledek MassArray analyzy mutace E255K u pacienta ¢. 1. Nukleotidové substituce

guaninu za adenin zapfiCifiujici aminokyselinovou substituci glutamatu za lysin v pozici 255

aminokyselinového fetézce Ber-Abll nebyla u pacienta €. 1 detekovana.

f
5000 5100

Sangerova metoda z 9 typt mutaci odhalila 8, kdy frekvence mutantni alely G250E
nebyla dostatecna pro zachyt (Obr. 33.). Metoda MassArray detekovala vSechny mutace,
véetné G250E (Obr. 32.), pticemz diky lepsi citlivosti umoznila v nékterych ptipadech
I1épe charakterizovat procentudlni zastoupeni wild type a mutantni alely (napt. Obr. 40.).

U pacienta €. 7 byla potvrzena ptfitomnost mutantni alely T3151, kterd vykazovala 60%
zastoupeni vici wild type alele T315 (Obr. 17). Od pacienta €. 8 byly analyzovany 3 vzorky,
které byly odebrany v kvétnu 2019, v srpnu 2019 a v tnoru 2020. U pacienta byly detekovany
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mutace T3151 a Y253H. V kvétnu 2019 byla mutantni alela T315I vici wild type alele v 50%
zastoupeni (Obr. 18.) a mutantni alela Y253H viici wild type alele v 30% zastoupeni (Obr. 23.).
Vzorek odebrany v srpnu odhalil relaps choroby, kdy wild type alela T315 jiz nebyla
detekovana (Obr. 19.) a frekvence mutantni Y253H alely se zvysila na 40 % (Obr. 24.).
V tnorovém vzorku wild type alela T315 taktéz nebyla detekovana (Obr. 20.) a frekvence

mutantni Y253H alely dosahovala 45 % (Obr. 25.).
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Obr. 17. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 7. Mutantni alela s nukleotidovou
substituci cytozinu za tymin je cca v 60 % zastoupeni.

Rs121913459
E
C T
80+ T315
: : C—-T
560__
w
8 40+
=
20
oY | : | a ] - |
5350 5400 5450 5500 5550 5600 5650 5700 5750

Mass

Obr. 18. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 8 (kvéten 2019). Mutantni alela
s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin je vaci wild type alele bez substituce v pfiblizné stejném
zastoupenti.
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Obr. 19. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 8 (srpen 2019). Wild type alela
nebyla detekovana. P¥itomna je pouze mutantni alela s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin.
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Obr. 20. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151u pacienta ¢. 8 (inor 2020). Wild type alela nebyla
detekovana. Pfitomnd je pouze mutantni alela s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin.

Mutace T315A a T3151 zasahuji stejny ACT kodon 315 exonu 7 genu ABL1 (Obr. 21.).
V piipadé existence pouze mutantni alely T3151 (Obr. 19., 20.), kdy dochazi k nukleotidové
substituci cytozinu na tymin, se z divodu nekomplementarity bazi posledni nukleotid
na 3 konci extenzniho primeru pro mutaci T315A nemuze na sekvenci vazat, nedochazi
k ptipojeni ddNTP a nelze tuto mutaci detekovat (Obr. 22.). To samé plati v ptipadé existence
pouze mutantni alely T315A s nukleotidovou substituci adeninu za guanin, ktera opét méni
sekvenci pro nasednuti extenzniho primeru pro detekci alely T315I, coz neumoziuje

jeji detekci. Jedna se tedy o nepiimy dikaz existence pouze mutantni alely T315L, resp. T315A.
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CoT
Ex. primer pro T3151
ACCCGGGAGCCCCCGTTCTATATCATCAC
5' - ACCCGEGAGCCCCCGTTCTATATCATCACTGACGTTCATGACCTACGGERACCTC — 310
ACTGAGTTCATGACCTACGGGALCCTC
Ex. primer pro T313A
A—-G
Obr. 21. Sekvence exonu 7 genu ABL1 pro navazani extenznich primerd pro mutace T315A a T3151.
Substituce cytozinu za tymin (T315I) neumozituje navazani primeru pro detekci mutace T315A.
Substituce adeninu za guanin (T315A) neumoziiuje navazani primeru pro detekci mutace T3151.
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Obr. 22. Negativni vysledek MassArray analyzy mutace T315A u pacienta ¢. 8 (inor 2020). Z dtvodu

nepiitomnosti wild type T315 alely se primer pro detekci T315A nemohl pIn€ navazat a extenzni reakce
neprobéhla. Nejvetsi pik v hmotnostnim spektru pfedstavuje volny extenzni primer.

Rs121913461
T C

80—+
360__

w
S 40+
=

20+

Re— ; ; s s —
4400 4450 4500 4550 4600 4650 4700 4750

Mass

Obr. 23. Vysledek MassArray analyzy mutace Y253H u pacienta ¢. 8 (kvéten 2019). Mutantni alela
s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin je vii¢i wild type alele asi v 30% zastoupeni.
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Obr. 24, Vysledek MassArray analyzy mutace Y253H u pacienta ¢. 8 (srpen 2019). Mutantni alela
s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin je vuci wild type alele asi v 40% zastoupeni.
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Obr. 25. Vysledek MassArray analyzy mutace Y253H u pacienta ¢. 8 (nor 2020). Mutantni alela
s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin je vii€i wild type alele asi v 45% zastoupeni.

U pacienta ¢. 9 lze v hmotnostnim spektru pozorovat krom¢ mutantni alely F359V
i silny pik pro volny extenzni primer, coz naznaCuje chybu v piipravné reakci zpusobenou
nejspiS nefunkénim primerem (Obr. 26.). U pacienta €. 22 byla detekovana mutantni alela
L248V, ktera dosahovala 95% frekvence (Obr. 27.). U pacienta ¢. 23 byla detekovana mutantni
alela M244V (Obr. 28., 29.), jejiz frekvenci nelze z hmotnostniho spektra zhodnotit z divodu
vysokého pozadi, které je pravdépodobné zpisobené zhorSenou kvalitou matrice.
Dale byla u pacienta ¢. 23 detekovana mutace Y253H, ktera méla dle MassArray
i dle Sangerovy metody 60% frekvenci (Obr. 30., 31.). Posledni detekovanou mutaci u pacienta
¢. 23 byla mutace G250E, jejiz 15% frekvenci zachytila pouze metoda MassArray
(Obr. 32, 33)). U pacienta ¢. 24 byla potvrzena mutantni alela M351T a F317L,
ktera v obou ptipadech dosahovala 100% frekvence (Obr. 34-37.). U pacienta ¢. 25

39



byla potvrzena mutantni alela T3151, jejiz frekvence byla Sangerovou metodou stanovena
na 100 %, nicméné MassArray analyza odhalila 15% zastoupeni wild type alely T315
(Obr. 40, 41.). Posledni mutaci u pacienta ¢. 25 byla mutace E255K, ktera dosahovala 30%
zastoupeni (Obr. 42.).
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Obr. 26. Vysledek MassArray analyzy mutace F359V u pacienta ¢. 9. Mutantni alela s nukleotidovou
substituci tyminu za guanin byla z divodu nefunkénosti primeru nedostate¢né amplifikovana, coZ znaci
jeji slaby pik. Nejvétsi pik v hmotnostnim spektru piedstavuje volny extenzni primer.
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Obr. 27. Vysledek MassArray analyzy mutace L248V u pacienta ¢. 22. Mutantni alela s nukleotidovou
substituci cytozinu za guanin se viici wild type alele nachazi v 95% zastoupeni
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Obr. 28. Vysledek MassArray analyzy mutace M244V u pacienta ¢. 23. Pfi¢inou vysokého pozadi
mohlo byt zhorSeni kvality matrice. I ptes vysoké pozadi Ize detekovat mutantni alelu s nukleotidovou
substituci adeninu za guanin, ktera se vyskytuje s nizsi frekvenci nez wild type alela M244.
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Obr. 29. Detekce mutace M244V u pacienta ¢. 23 Sangerovou metodou pfimého sekvenovani. Mutantni
alela s nukleotidovou substituci adeninu za guanin (ATG — GTG; Sipka) ma cca 20% frekvenci.
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Obr. 30. Vysledek MassArray analyzy mutace Y253H u pacienta ¢. 23. Mutantni alela je vaci wild type
alele s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin asi v 60% zastoupeni.
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Obr. 31. Detekce mutace Y253H u pacienta ¢. 23 Sangerovou metodou pifimého sekvenovani. Mutantni
alela s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin (TAC — CAC; sipka) ma cca 60% frekvenci.
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Obr. 32. Vysledek MassArray analyzy mutace G250E u pacienta ¢. 23. Mutantni alela s nukleotidovou
substituci guaninu za adenin je asi v 15% zastoupeni.
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Obr. 33. Netspésna detekce mutace G250E u pacienta ¢. 23 Sangerovou metodou pifimého sekvenovani.
Z diivodu nizsi frekvence mutantni alely, nelze mutaci zachytit. Sipka ukazuje pozici nukleotidové
substituce guaninu za adenin v piipadé¢ detekce G250E (GGG — GAG).
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Obr. 34. Vysledek MassArray analyzy mutace M351T u pacienta ¢. 24. Nejsilngjsi pik ve spektru

znazoriiuje mutantni alelu M351T s nukleotidovou substituci tyminu za cytozin. Wild type alela M351
nebyla detekovana. Ve spektru lze detekovat navic pik wild type alely Y253.

e

Obr. 35. Detekce mutace M351T u pacienta ¢. 24 Sangerovou metodou piimého sekvenovani. Wild
type alela nebyla detekovana. Sipka ukazuje nukleotidovou substituci tyminu za cytozin (ATG —
ACQG).
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Obr. 36. Vysledek MassArray analyzy mutace F317L u pacienta ¢. 24. Mutace F317L/L vznika
nukleotidovou substituci cytozinu za guanin nebo Vv tomto piipadé za adenin. Wild type alela nebyla
detekovana.
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Obr. 37. Detekce mutace F317L u pacienta ¢. 24 Sangerovou metodou piimeho sekvenovam. Wild
type alela nebyla detekovana. Sipka ukazuje nukleotidovou substituci cytozinu za guanin (TTC —
TTA).

Mutace F317L/L a F317C zasahuji stejny TTC kodon ¢. 317 exonu 7 genu ABL1
(Obr. 38.). V piipadé existence pouze mutantni alely F17L/L (Obr. 36., 37.), kdy dochazi
k nukleotidové substituci cytozinu za guanin nebo adenin, se z divodu nekomplementarity bazi
extenzni primer pro mutaci F317C nemutzZe na sekvenci vazat a nelze ji v MassArray analyze
detekovat (Obr. 39.). Naopak nukleotidova substituce tyminu za guanin u mutantni alely F317C
neméni sekvenci pro nasedani extenzniho primeru pro detekci mutantni alely F317L/L,

coz umoziuje jejich soucasny zachyt.

C—- AIG
Ex. primer pro F317L/L
CATGACCTACGGEAACCTCCTGEACTAC
Y - CCCCGTTCTATATCATCACTGAGTTCATGACCTACGEGARCCTCCTGEACTAS — 30
TCATGACCTACGEGARCCTCCTGGACTAC
Ex. primer pro F317C
T—-G
Obr. 38. Sekvence exonu 7 genu ABL1 pro navazani extenznich primeri pro mutace F317L/L a F317C.
Substituce cytozinu za guanin nebo adenin (F317L/L) neumozni navazani primeru pro detekci mutace
F317C. Naopak substituce tyminu za guanin (F317C) umoziuje navazani primeru pro detekci F317L/L.
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Obr. 39. Negativni vysledek MassArray analyzy mutace F317C u pacienta ¢. 24. Z divodu
nepfitomnosti wild type F317 alely se primer pro detekci F317C nemohl navazat a extenzni reakce
neprobéhla. Nejvetsi pik v hmotnostnim spektru predstavuje volny extenzni primer.
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Obr. 40. Vysledek MassArray analyzy mutace T3151 u pacienta ¢. 25. Mutantni alela s nukleotidovou
substituci cytozinu za tymin byla viic¢i wild type alele v 85% zastoupeni.
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Obr. 41. Detekce mutace T315I u pacienta &. 25 Sangerovou metodou piimého sekvenovani. Sipka
ukazuje substituci cytozinu za tymin u mutantni alely (ACT — ATT). Wild type alela nebyla
detekovana.
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Obr. 42. Vysledek MassArray analyzy mutace E255K u pacienta ¢. 25. Mutantni alela s nukleotidovou
substituci guaninu za adenin byla vi¢i wild type alele v 30% zastoupeni.

Pro stanoveni detek¢niho limitu metody MassArray a Sangerovy metody piimého
sekvenovani byly vybrany vzorky pacienti 6 a 8. Vzorek pacienta 8§ (unorovy odbér),
u kterého byla detekovana pouze mutantni alela T315I, sefedil vzorkem pacienta 6,
u kterého byla prokazana pouze wild type alela T315 (Obr. 20., 43.). Jejich smichanim vznikly
vzorky s mutantni alelou T3151 v 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5% a 1% zastoupeni.

Sangerova metoda piimého sekvenovani spolehlivé zachytila mutaci s 50% a 25%
frekvenci. Mutace s 10% frekvenci byla v chromatogramu témét nedetekovatelna (Obr. 44.).

Mutace s 5% frekvenci Sangerova metoda viibec nezachytila (Obr. 45.).
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Obr. 43. Negativni MassArray detekce mutace T3151 u pacienta ¢. 6. Piitomna je pouze wild type alela
T315 bez substituce cytozinu za tymin znadzornéna nejsiln€jsim pikem.
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Obr. 44. Detekce mutace T315I s 10% frekvenci Sangerovou metodou piimého sekvenovani. Sipka
ukazuje substituci cytozinu za tymin u mutantni alely (ACT — ATT). Substituovany tymin je zobrazen
cervenym pikem.
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Obr. 45. Negativni detekce mutace T3151 s 5% frekvenci Sangerovou metodou piimého sekvenovani.
Sipka ukazuje pozici substituce cytozinu za tymin u mutantni alely (ACT — ATT). Mutantni alela T3151
nebyla zachycena.
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Mutantni alela T3151 byla MassArray metodou spolehlivé detekovana v piipadé 50%,
25%, 10% a 5% zastoupeni (Obr. 46-49.). V hmotnostnim spektru lze ¢aste¢né detekovat
také mutaci s 2,5% vyskytem (Obr. 50.), jejiz pfitomnost l1ze predikovat z kalibra¢ni kiivky
(Obr.52.). Mutace s 1% vyskytem ve hmotnostnim spektru neni patrna (Obr. 51.),
nicmén¢ Z kalibracni kiivky lze jeji pfitomnost predvidat. V piipad¢ dosazeni tohoto vysledku
u diagnostikovaného pacienta je mozné u opakované mutacni analyzy za uréité ¢asové obdobi

predpovidat zachyt mutantni alely.
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Obr. 46. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin v 50%
zastoupent.
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Obr. 47. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin v 25%
zastoupeni.
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Obr. 48. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin v 10%
zastoupent.
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Obr. 49. MassArray detekce mutantni alely T315I s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin v 5%
zastoupent.
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Obr. 50. MassArray detekce mutantni alely T3151 s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin v 2,5%
zastoupeni. Mutantni alela T315I je zachycena velmi slabym pikem. Pfitomnost mutace Ize predikovat
z kalibraéni kiivky (Obr. 51.).

Rs121913459

BEPEIGIZISY

a0 § .

Intensity

| | : | X
U J ! J 1 f U T
5350 5400 5450 5500 5550 5600 5650 5700
Mass

Obr. 51. MassArray detekce mutantni alely T315I s nukleotidovou substituci cytozinu za tymin v 1%
zastoupeni. Mutantni alelu v hmotnostnim spektru nelze detekovat, v kalibraéni k¥ivce lze pozorovat
mirnou odchylku od vzorku se 100% wild type T315 alelou (Obr. 51.).
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Obr. 52. Kalibraé¢ni kiivka detekce mutantni alely T3151 v 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5% a 1% zastoupeni.
WT zobrazuje vzorek pacienta 6 se 100% wild type T315 alelou. MT zobrazuje vzorek pacienta 8
se 100% mutantni T315I alelou. MassArray detekce byla spolehliva do 5% frekvence mutantni T315]
alely. Mutantni T315I alela s 2,5% frekvenci byla v hmotnostnim spektru zastoupena mirnym pikem,
v kalibra¢ni kiivce 1ze vidét odchyleni od vzorku se 100% wild type T315 alelou. Mutantni alela T3151
s 1% frekvenci nebyla v hmotnostnim spektru detekovana, v kalibra¢ni kiivce 1ze vidét mirné odchyleni
od vzorku se 100% wild type alelou.
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6 Diskuze

Chronickd myeloidni leukémie je myeloproliferativni klonalni onemocnéni,
které je charakteristické pfitomnosti derivovaného chromozomu Philadelphia (Ph) vzniklého
reciprokou translokaci mezi chromozomy 9 a 22, a tvorbou fazniho genu BCR-ABLL1. Expresi
fuzniho genu vznikd konstitutivné aktivovana tyrosin kindza Ber-Abll, kterda stimuluje
proliferaci krvetvornych bun¢k (Doubek et al., 2013). Cilena 1écba CML zahrnuje uzivani
tyrosin kinazového inhibitoru (TKI) prvni generace — imatinibu. V ptipad¢ selhani
¢i netolerance se 1écba méni na TKI druhé¢ (nilotinib, dasatinib, bosutinib,...) a tfeti generace
(ponatinib). U lécenych pacientli s CML je pravidelné sledovana dynamicka exprese fuzniho
genu BCR-ABL1, jehoz nartst signalizuje Spatnou odpovéd’ na lécbu a rozvoj rezistence
(Lee et al., 2002). Nejznaméjsi pti¢inou vzniku sekundarni rezistence jsou bodové mutace
vgenu BCR-ABL1, piedev§im voblasti kindzové domény (KD) tyrosin kinadzy
(La Rosée a Deininger, 2010). Doporu¢enou metodou pro detekci mutaci v KD BCR-ABL1
genu je Sangerova metoda pfimého sekvenovani. K analyze mutaci 1ze pouzit také metodu
MassArray. Rozvoj rezistence mize byt také diisledek mnohocetné 1€¢kové rezistence (MDR),
konstitutivni aktivace jinych signalnich drah (napf. Src kinazy) a amplifikace genu BCR-ABL1,
popt. jeho overexprese. Rezistence muze byt také asociovana s dal§imi cytogenetickymi
zménami ¢i zménami v influxu a exfluxu bunéénych transportéri (Jabbour et al., 2011).

Na Hemato-onkologické klinice FN a LF UP v Olomouci bylo od zaii 2019 do ¢ervence
2020 vySetieno 25 pacientu S CML, ktefi byli 1é¢eni v obdobi od roku 2010 do roku 2020,
a U kterych se v pribéhu 1écby projevila sekundarni rezistence na podavany medikament.
Veékové rozmezi pacienti se pohybovalo od 15 do 82 let a v€kovy median Cinil 65 let.
Z celkového souboru pacientt byly mutace v kinazové doméné Bcer-Abll detekovany
U 7 pacientd.

Pro detekci mutaci byla pouZzita doporucovand Sangerova metoda pfimého sekvenovani
s udavanou cca 15-25% citlivosti (Soverini et al., 2011) a metoda MassArray s reagenciemi,
které slibuji zachyt mutace vyskytujici se v 5% zastoupeni (iPLEX Gold, Agena Bioscience).
Pti testovani citlivosti Sangerovy metody byl spolehlivy detekéni limit mutace stanoven
na 25 %, coz odpovida literatufe. I pfes relativné nizkou citlivost je sekvenovani vyhodné,
protoZe lze detekovat veskeré mutace v ramci sekvenovaného tseku. U metody MassArray
byl detekéni limit stanoven na 5 %, coz opét souhlasi s literaturou. Nevyhodou metody

MassArray je zacileni pouze na urcité znamé typy mutaci.
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Sangerova metoda odhalila 8 typti mutaci, krom¢ mutace G250E s 15% frekvenci,
ktera nestaci pro jeji zachyt. Metoda MassArray detekovala vSechny mutace véetné G250E
a diky lepsi citlivosti uptesnila procentudlni zastoupeni wild type a mutantnich alel.

U 3 pacientl byla detekovana mutace T3 151, ktera patii mezi relativné ¢astou a klinicky
nejvyznamngj$i mutaci oznacovanou jako ,gatekeeper® mutaci. T3151 mutace
je charakterizovana nukleotidovou substituci cytozinu na tymin (ACT—ATT) v kodon 315
genu ABL1 v tseku vazebného mista pro imatinib, pfiCemz méni aminokyselinu threonin
na izoleucin. Threonin 315 je pro vazbu imatinibu kli¢ovy a jeho zménou dochazi k poruseni
vodikovych vazeb mezi Bcer-Abll a imatinibem, coz vede k destabilizaci komplexu
a neumoZznéni navazani imatinibu do ATP vazebné domény. Nositelé mutace jsou rezistentni
na vSechny TKI druhé generace, u¢inny je pouze TKI 3. generace ponatinib. Mutace se poji
s klinicky $patnou progn6zou (Rahem et al., 2017).

V oblasti vazebného mista pro imatinib byla dale u 1 pacienta detekovana mutace
F317L. Tato mutace se vyznacuje nukleotidovou substituci cytozinu za guanin nebo adenin
(TTC—HTTG/A) v kodonu 317 genu ABL1 zapfi¢inujici zménu aminokyseliny fenylalanin
na leucin (Rohoni a Faber, 2013). Mutace generuje bunécné klony s citlivosti na nilotinib
a stiedni citlivosti k imatinibu a dasatinibu (Jabbour et al., 2008).

U 2 pacientli byla detekovana mutace Y253H, ktera je také relativné Casta a vznika
nukleotidovou substituci tyminu za cytozin (TAC—CAC) v kodonu 253 genu ABL1,
pfiCemZz méni aminokyselinu tyrosin na histidin. Mutace zasahuje oblast P-smycky,
ktera zprosttedkovava vazbu ATP, a poskozuje konformaci kindzové domény potiebnou
pro vazbu imatinibu (Miething et al., 2006). Buné¢né klony obsahujici mutace Y253H
jsou rezistentni na imatinib, stfedné citlivé na nilotinib a citlivé na dasatinib a poji se s horsi
prognozou (Rohoii a Faber, 2013).

V oblasti P-smy¢ky byla dale u 1 pacienta detekovana mutace L248V charakterizovana
nukleotidovou substituci cytozinu na guanin (CTG—GTG) v kodonu 248 v genu ABL1
se zdménou aminokyseliny leucinu na valin. Mutaci vznikd sekundarni sestfihové misto
vexonu 4 genu ABL1, pificemz alternativnim sestfihem vznikd krat$i inaktivni varianta
Ber-Abll s deletovanym aminoterminalnim koncem, resp. s deletovanymi aminokyselinami
248-274. Mutace je asociovana s Vysokym stupném rezistence na imatinib a horsi prognézou
(Sherbenou et al., 2008).

Dale byla v oblasti P-smy¢ky u 1 pacienta detekovana mutace G250E, ktera je typicka
nukleotidovou substituci guaninu na adenin (GGG—GAG) v kodonu 250 genu ABL1

anaslednou zménou glycinu na glutamat. Mutace destabilizuje konformaci P-smycky
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potiebnou pro navazani imatinibu, ¢imz generuje bunécné klony stiedni citlivosti k imatinibu.
Mutace je spojena s horsi prognézou (Reddy a Aggarwal, 2012).

Posledni mutaci, ktera byla detekovana v oblasti P-smycky, byla E255K
charakteristicka nukleotidovou substituci guaninu na adenin (GAG—AAG) v kodonu 250 genu
ABL1, coz méni aminokyselinu glutamat na lysin. Mutace v tomto tseku méni konformaci
P-smycky, ktera je dulezita pro navazani imatinibu (Reddy a Aggarwal, 2012). Buné¢né klony
S touto mutaci jsou rezistentni na imatinib, stfedné citlivé na nilotinib a citlivé na dasatinib.
Mutace je spojena s horsi prognézou (Rohon a Faber, 2013).

Dale byla u 1 pacienta detekovana mutace F359V, kterd zasahuje oblast katalytickée
domény Bcr-Abll. Mutace je podminéna nukleotidovou substituci tyminu na guanin
(TTC—GTC) a zménou aminokyseliny fenylalaninu na valin. Fenylalanin 359
se van der Waalsovymi silami podili na vazb&é imatinibu a jeho substituce destabilizuje
komplex (Reddy a Aggarwal, 2012). Bunécné klony s mutaci F359V jsou stfedné citlivé
na imatinib a nilotinib, naopak citlivé k dasatinibu (Rohon a Faber, 2013).

U 1 pacienta byla detekovana mutace M351T, ktera postihuje oblast SH2 kontaktu.
Vznik je podminény nukleotidovou substituci tyminu na cytozin (ATG—ACG) v kodonu 351
genu ABL1 a zménou methioninu na threonin. Mutace snizuje katalytickou aktivitu
a transformujici kapacitu tyrosin kinazy Ber-Abll (Gharote et al., 2015). Bunééné klony s touto
mutaci jsou citlivé na imatinib, nilotinib i dasatinib (Rohoi a Faber, 2013).

Detekovana byla také mutace M244V, ktera zasahuje aminoterminalni konec KD
Ber-Abll, kdy v kodonu 244 dochazi k nukleotidové substituci adeninu na guanin
(ATG—GTG), coz méni aminokyselinu methionin na valin. Jeji efekt na tyrosin kinazu neni
zcela objasnén, nicméné je spojena se stiedni citlivosti na imatinib a citlivosti na nilotinib
a dasatinib (Shen et al., 2015).

Klinicky vyznam mutaci s nizkou frekvenci vyskytu zatim nebyl prokdzan, nicméné
jejich véasna detekce muze predikovat progresi onemocnéni a naznacovat potfebu zmény
lé¢ebné strategie (Hughes et al., 2006). Z téchto divodt je metoda MassArray vhodnym
doplitkem Sangerovy metody pfimého sekvenovani.

U pacientd s nedetekovanou bodovou mutaci v KD tyrosin kindzy Bcer-Abll
je rezistence na 1é¢bu zapfic¢inéna jinymi mechanismy (konstitutivni aktivace jinych signalnich

drah, amplifikace ¢i overexprese genu BCR-ABL1 aj.).
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo detekovat mutace metodou MassArray u vybrané
skupiny hematologickych pacientt.

Teoreticka c¢ast shrnuje zdkladni informace, molekularni podstatu a diagnostiku
chronické myeloidni leukémie. Dale byla popsana lécba chronické myeloidni leukémie, rozvoj
sekundarni rezistence a detekce mutaci v oblasti kinazové domény fizniho genu BCR-ABL1,

Experimentalni ¢ast se vénuje detekci 18 vybranych mutaci v kindzové doméné
Bcr-Abll pomoci metody MassArray u 25 pacientti, u kterych se v prubéhu 1é¢by projevila
rezistence na podavané 1écivo. Ze vSech pacientii byla U 7 z nich potvrzena pfitomnost jedné
¢i vice mutaci v KD Bcr-Abll. Celkem bylo detekovano 8 typi mutaci, které nejcastéji
zasahovaly oblast vazebného mista pro 1é¢ivo imatinib mesylat (T3151, F317L) nebo oblast
P-smyc¢ky (L248V, G250E, Y253H, E255K). Byly nalezeny také bodové mutace v oblasti SH2
kontaktu (M351T), v useku katalytické domény Ber-Abll (F359V) a na N-konci KD Bcer-Abll
(M244V).

Déle byla porovnana citlivost Sangerovy metody pfimého sekvenovani, ktera se obecné
doporucuje pro detekci mutaci v kinazové doméné Ber-Abll, s metodou MassArray. Sangerova
metoda spolehlivé detekovala mutaci s minimalné 25% frekvenci. Metoda MassArray
byla schopna spolehlivé detekovat mutaci s minimalné 5% frekvenci.

Piestoze je Sangerovo piimé sekvenovani hlavni metodou pro detekci mutaci v KD
Ber-Abll, ma nizsi citlivost nez MassArray technika, ktera mize byt jejim vhodnym

doplnénim.
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