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PRIKLAD ABSTRAKTU:

PREDIKCE ODPOVEDI PACIENIU § CHRONICKOU
MYELOIDNI LEUKEMII NA LECBU TYROZIN-KINAZOVYMI
INHIBITORY: IN VITRO ANALYZA VYBRANYCH SIGNALNICH
MOLEKUL BCR::4ABL1 POZITIVNICH LEUKEMICKYCH BUNEK

Autor: Lacek M.

Skolitel: Diveky V., doc. RNDr. Ph.D., klinicky konzultant Faber E.,
prof. MUDr. CSc.

Ustav Biologie, LF UP v Qlomouet

Uvod: Chronickd myeloidni leukémie (CML) je myeloproliferativai
onemocnéni charakterizované fiznim genem JBCRABLI, kiery je
zodpovédny za myeloproliferativni fenotyp. V soufamné cilené legbé jsou
mhibice BCR-ABL[ tytozinove kinazy (TK) specifickymi inhibitory (TKI)
dspéiné vyuiiviny v terapi CML. Pro hodnoceni senzitivity a‘mebo
rezistence pacientskvch bunék na TKI ze vyuZiva monitorovani fosforylace
(p) dvou BCR-ABL1 TK aktivovanych signdlnich molekul, Crkl a SFE.
Cile: 1. Zhodnotit senzitivitu leukemiclych bungk k TEI po jejich in vitro
kultivaci s inhibitory, s vyoZitim monitorovani inhibice pCrkl a pSFE
pritokovou cytometrii (PC); 2. Porovnat v in vitro testech G2innost klinicky
pouzivanych TEI imatinibu (IM) a dasatinibn (DAS) s novim
experimentalnim inhibitorem LGER-3922 vyvinutim na PiF UP.

Metodika: Byla analyzovdna BCR--ABL1 pozitivai linie K362 a 7 pacientd
(6 pacienti s CML, 1 akutni leukémie). Budky byly lkultivevany
3 inhibitorem nebo bez n&). Po inkubaci byly budiky lyzovany a analyzovany
western blotem (K562) a PC (K362, vzorky pacientd). Byly detekovany
pCrlkl, pSFE.

Visledky: Detekce pCikl a pSFK uw K562 vykazovaly shodu western
blotem a PC analfzon. U pacientskich vzorkd byla vyjadfena mira
senzitivity nebo rezistence BCRABL1 k TEI mirou inhibice pCrkl. Mira
mhibice pSFE byla méfena nezivizle; SFK aktivita je Easteéne nezdvisla na
BCR-ABL1. LGR-3222 je dualni inhibitor BCR:ABL1 i SFK, stejné jako
DAS. Voti BCREABLI vykazoval inhibici lep$ nez IM, ale hor3{ nez
DAS. V& SFK vykazoval srovnatelnon inhibiéni aktivitu s DAS |

Zaver: In vitro kultivace leukemickych bunék v pfitomnosti TKI a ndsledna
PC analfza miZe byt aplikovéna jako prediktivni ndstroj terapeutické
odpovédi na TKI u pacienth s CML. LGR-3922 na bunééném modelu K362
uspél jako inhibitor BCR:ABLL a SFK kinaz.
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UVOD

Chronicka myeloidni leukémie (CML) pfedstavuje myeloproliferativni onemocnéni charakterizované pfitomnosti
fazniho genu BCR.:ABLI a jeho produkiu BCR:ABL1 tyrozinkinizy (TK), ktera je zodpovédna za myeloproliferativni

fenotyp. Soucasna inhibice downstreamovych signdlnich drah je s tspéchem vyuFivand v terapii CML. BCR:ABL1

signalizuje pomoci adaptorového proteinu Crkl. ktery kromé jiného odrizi s Gspéchem monitoring miry inhibice
BCR:ABL1 TK, pfitemz komplex BCR-ABL1-Crkl je aktiviator drihy PI3K-AKT (proliferace, preZivini, diferenciace,
ovlivnéni autofagie), aktivace komplexem GRB2-S0S (aktivovany BCR::ABLI1) downstreamové aktivizuje MAPK-
ERK kaskadu (proliferatni efekt). Aberantni aktivaci JAK2-STATS si leukemické bunky zabezpeduji cytokinovou
nezdvislost: aktivaci BCL-XL i antiapoptoticky efekt. Stejné tak dochdzi i k aktivaci SFK kiniz (¢istecné nezdvislé na
BCR:ABL1) a e-Mye (role v blastické fazi)'. V soufasnosti jsou vyuZivané TKI, z kterych byly vyukity imatinib
(inhibitor ABL TK), dasatinib (dudlni inhibitor ABL TK a SFK family) a LGR-3922, litka syntetizovand laboratofi
rastovych faktorh PFF UP. Pro hodnoceni senzitivity a/nebo rezistence pacientskych bunék na TKI se vyuZiva
monitorovani fosforylace (p) dvou BCR::ABL1 TK aktivovanych signalnich molekul, Crkl a SFK.

CILE

. Zhodnotit senzitivim BCR::ABL1 leukemickych bunék k TKI po jejich in virro kultivaci s inhibitory, s vyuZitim
monitorovini inhibice pCrkl a pSFK pritokovou cytometrii (PC);
Porovnat v in vigro testech ucinnost klinicky pouZivanych TKI imatinibu (IM) a dasatinibu (DAS) s novym
experimentilnim inhibitorem LGR-3922 (LGR), vyvinutym na PFF UP.

MATERIAL A METODY

Pro optimalizaci analyzy pCrkl a pSFK PC in virro byla vybrina BCR::ABL1 pozitivni linie K562, Buiky byly
udrzovany v RPMI 1640 doplnéné o 1% P/S; 10% FBS (Gibco®). Po dosahnuti bunéénosti 10%/mL, bylo 2x10° bunék
kultivovanyeh v 50 ml RPMUFBS/PS médiu s nebo bez inhibitory. Koncentrace TKI byly stanovené na 10 pM pro IM,
LGR-3922 a 250 mM pro DAS.

Na western blot byly po hodinové inkubaci buiky promyty vychlazenym PBS a pfeneseny do 30pl IP pufru
s inhibitory protedz a fosfataz; inkuboviny hodinu na ledé za resuspendace. Po centrifugaci 16 000 rpm, 4°C, 30 minut
byl supematant uschovany pro western blot. Proteiny byly rozdéleny na SDS-PAGE gelu a pleneseny
na nitrocelulézovou membranu. Membrany byly inkuboviny ples noc s primarni protilatkou pfi teploté 4°C, nasledné se
sekundirni hodinu pfi laboratorni teploté a vyvolané chemiluminiscenénimi roztoky. Jako promvyvaci roztok byl pougit
TBS s 0.5% Tween 20.

Pro pritokovou cytometrii byly po hodinové inkubaci buiky rozdélené do dvou fad zkumavek (pCrkl, pSFK), kazda
12,5 ml, promyty vychlazenym PBS, fixované 2% p-formaldehydem a permeabilizované 50% wvychlazenym
methanolem, nasledng barvené anti-pCrkl (Tyr207,1:50 s 5% BSA, rabbit) anebo anti-pSFK (Tyrd16, 1:50 s 3% BSA,
rabbit) od Cell Signaling Technologies®, promyvaci roztok byl 1% BSA s 0.5% Tween 20. Sekundimi protilitka byla
pouzita Alexa Fluor 488 od Ivitrogen® (IgG goat anti-rabbit, 1:1000 s 5% BSA). Pro PC analyzu byle pouzito 50 000
bunék z kazdého vzorku na Cytomics FC 500 cytometru (CXP2.0 software). Leukemické bunky pacientl byly ziskany
z LiHeparin lyzou, promyty Opti-MEM médiem (Gibco®) a kultivoviny. Po hodinové inkubaci se leukemické bufky
fixovaly 2% p-formaldehydem a permebilizovaly vychlazenym 90% methanolem. X-median byl stanoven z gatingu
vybrané populace.

VYSLEDKY

PSFK | Aktivita BCR::ABLI (pCrkl) |

pSFK - medidn| inhibice (%) pCrkl - medidn| inhibice (%)
0 41.3 6.7

M 20,0 516 m 3.5 478
DAS 15 818 DAS 2.0 70,0
PON 28,0 322 PON 48 284
CRKL LGR . 85.7 LGR 2.9 57,0

pCRKL

PSFK Tab. €& 1,2: Visledky PC se sledovanym x-medidgnu a dopocitané inhibice
v procentech pCrkl (aktivita BCR::ABLI TK), pSFK.
Sk Obr. & 1: Western blot analiza bunék K562 s detekei pCRKL/CRKL, pSFK/SFK;
jako housekeeping gen byl pouZit GAPDH.
PERK1/2 - Tab. € 3: fn virro kultivace leukemickvch bunék pacienti s TKI se sledovanim
terapeutické predikce pomoci vyjadfeni miry inhibice v procentech: vyjadfenim
ERK1/2 EBSBSE i yediin Crkl (100-75% senzitivay, . &

GAPDH

pacient pCrkl (% inhibice) pSFK (x-medidan)
no. IM | DAS | LGR 1] IM | DAS | LGR
73 BS 20 7.2 38 | 53 7 JCML, optim. odp. na IM , DAS; LGR 250nM
31 23 36 11 106 | 73 9.3 |CML, parc. odp. na IM, LGR; LGR 2500M
45 a7 ER] 11 11 8.6 8.3 |CML, parc. odp. na IM, DAS, LGR 250nM
40 kL) 49 | 436 | 263 | 184 |CML, parc. odp. na DAS, LGR: LGR 10pM
18 7 34 14 14 17 |JCML, rezistence na IM, DAS, LGR: LGR 10pM
10 25 47 3% 29 | 26,3 JCML, parc. odp. na IM, LGR: LGR 10uM
26 | 147 | 93 10 |ALL, LGR 10pM

Dopliwujici data

ZAVER

In vitro kultivace leukemickych bunék v pfitomnosti TKI a nasledna PC analyza mize byt aplikovina jako prediktivni
nastroj terapeutické odpovédi na TKI u pacientd s CML pfi dobré optimalizaci fixace a permeabilizace s dosaZenim
dostatetné separace CD15+ (myeloidni bufiky, granulocyty) a CD15- populaci pro pfesny gating a interpretaci.
LGR-3922 na bundéném modelu K562 uspél jako inhibitor BCR::ABL1 a SFK. u &asti pacientd (N=4) vykazoval
parcidlni odpovéd pCrkl inhibice, zbyld &ist pacienti (N=2) byla rezistentni. pSFK aktivita byla vyrazné snizena
u 3 CML pacienti (pfi koncentraci 10pM). U vzorku ALL (N=1) vykazal srovnatelny inhibi¢ni efekt SFK s dasatinibem
pii koncentraci o 10pM. REFERENCE
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