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UvVOD VYSLEDKY

Chronicka myeloidni leukémie (CML) predstavuje myeloproliferativni onemocnéni charakterizované pfitomnosti
fuzniho genu BCR::ABL1 a jeho produktu BCR::ABL1 tyrozinkinazy (TK), ktera je zodpovédna za myeloproliferativni
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fenotyp. Soucasna Inhibice downstreamovych signalnich drah je s uspéchem vyuzivana v terapii CML. BCR::ABL1
signalizuje pomoci adaptorového proteinu Crkl, ktery kromé jiného odrdzi s uspéchem monitoring miry Inhibice
BCR::ABL1 TK, pficemz komplex BCR-ABL1-Crkl je aktivator drahy PISK-AKT (proliferace, prezivani, diferenciace,
ovlivnéni autofagie), aktivace komplexem GRB2-SOS (aktivovany BCR::ABL1) downstreamov¢ aktivizuje MAPK-
ERK kaskadu (prolifera¢ni efekt). Aberantni aktivaci JAK2-STATS5 si leukemické bunky zabezpecCuji cytokinovou
nezavislost; aktivaci BCL-XL I antiapoptoticky efekt. Stejn¢ tak dochazi I k aktivacl SFK kinaz (¢aste¢né nezavislé na
BCR::ABL1) a c-Myc (role v blastické fazi)'. V soucasnosti Jsou vyuzivané TKI, z kterych byly vyuzity imatinib
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¢. 1,2: Vysledky PC se sledovanym X-medidnu a dopocitané Inhibice

(Inhibitor ABL TK), dasatinib (dualni inhibitor ABL TK a SFK family) a LGR-3922, latka syntetizovana laboratofi
rustovych faktord PiF 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.
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v procentech pCrkl (aktivita BCR::ABL1 TK), pSFK.

Obr. ¢. 1: Western blot analyza buné¢k K562 s detekci pCRKL/CRKL, pSFK/SFK;
Jako housekeeping gen byl pouzit GAPDH.

Tab. ¢. 3: In vitro kultivace leukemickych bunék pacienti s TKI se sledovanim
terapeutické predikce pomoci vyjadieni miry Inhibice v procentech; vyjadienim
X-median Crkl (100-75% senzitivny, , )?
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Zhodnotit senzitivitu BCR::ABL1 leukemickych bun¢k k TKI po jejich in vitro kultivaci s inhibitory, s vyuzitim

monitorovani Inhibice pCrkl a pSFK priitokovou cytometrii (PC);

Porovnat v In vitro testech uc¢innost Kklinicky pouzivanych TKI Imatinibu (IM) a dasatinibu (DAS) s novym
experimentalnim inhibitorem LGR-3922 (LGR), vyvinutym na PiF UP.

MATERIAL A METODY

Pro optimalizaci analyzy pCrkl a pSFK PC in vitro byla vybrana BCR::ABL1 pozitivni linie K562. Bunky byly
udrzovany v RPMI 1640 doplnéné 0 1% P/S; 10% FBS (Gibco®). Po dosahnuti bunécnosti 10¢/mL, bylo 2x10°¢ bunck
kultivovanych v 50 ml RPMI/FBS/PS médiu s nebo bez inhibitory. Koncentrace TKI byly stanovené na 10 uM pro IM,
L GR-3922 a 250 mM pro DAS.

Na western blot byly po hodinové Inkubaci bunky promyty vychlazenym PBS a pieneseny do 30ul IP pufru
s Inhibitory proteaz a fosfataz; inkubovany hodinu na ledé za resuspendace. Po centrifugaci 16 000 rpm, 4°C, 30 minut
byl supernatant uschovany pro western blot. Proteiny byly rozdéleny na SDS-PAGE gelu a preneseny
na nitroceluléozovou membranu. Membrany byly inkubovany pfes noc s primarni protilatkou pii teploté 4°C, nasledné se

sekundarni hodinu pfi laboratorni teploté a vyvolané chemiluminiscené¢nimi roztoky. Jako promyvaci roztok byl pouzit
TBS s 0,5% Tween 20.

Pro prutokovou cytometrii byly po hodinové inkubaci bunky rozdélené do dvou fad zkumavek (pCrkl, pSFK), kazda
12,5 ml, promyty vychlazenym PBS, fixované 2% p-formaldenydem a permeabilizované 50% vychlazenym
methanolem, nasledné barvené anti-pCrkl (Tyr207,1:50 s 5% BSA, rabbit) anebo anti-pSFK (Tyr416, 1:50 s 5% BSA,
rabbit) od Cell Signaling Technologies®, promyvaci roztok byl 1% BSA s 0,5% Tween 20. Sekundarni protilatka byla
pouzita Alexa Fluor 488 od Ivitrogen® (IgG goat anti-rabbit, 1:1000 s 5% BSA). Pro PC analyzu bylo pouzito 50 000
bunék z kazdého vzorku na Cytomics FC 500 cytometru (CXP2.0 software). Leukemické bunky pacienti byly ziskany
Z LiHeparin 1yzou, promyty Opti-MEM médiem (Gibco®) a kultivovany. Po hodinové Inkubacl se leukemické bunky
fixovaly 2% p-formaldehydem a permebilizovaly vychlazenym 90% methanolem. X-median byl stanoven z gatingu

pacient PCrkl (% inhibice) PSFK (X-median)
no. IM | DAS | LGR 0 IM | DAS | LGR

75 85 20 7,2 | 58 | 53 7
31 23 36 11 | 10,6 | 7,3 9,3
45 37 35 11 11 | 8,6 8,3
7 40 34 49 | 43,6 | 26,3 | 184
0 18 I 34 14 14 17
31 10 25 47 38 29 | 26,3
26 | 14,7 | 9,3 10

ZAVER

Doplnujici data

CML, optim. odp. na IM , DAS; LGR 250nM
CML, parc. odp. na IM, LGR; LGR 250nM
CML, parc. odp. na IM, DAS, LGR 250nM
CML, parc. odp. na DAS, LGR; LGR 10pM
CML, rezistence na IM, DAS, LGR; LGR 10uM
CML, parc. odp. na IM, LGR; LGR 10uM
ALL, LGR 10uM

In vitro kultivace leukemickych bunék v pritomnosti TKI a nasledna PC analyza miize byt aplikovana jako prediktivni
nastroj terapeutické odpoveédi na TKI u pacienti s CML pi1 dobré optimalizaci fixace a permeabilizace s dosazenim
dostatecné separace CD15+ (myeloidni bunky, granulocyty) a CD15- populaci pro presny gating a interpretaci.

LGR-3922 na bunécéném modelu K562 uspél jako inhibitor BCR::ABL1 a SFK, u casti pacientd (N=4) vykazoval
parcialni odpovéd’ pCrkl Inhibice, zbyla ¢ast pacienti (N=2) byla rezistentni. pSFK aktivita byla vyrazné snizena
u 3 CML pacienti (pii koncentraci 10uM). U vzorku ALL (N=1) vykazal srovnatelny inhibi¢ni efekt SFK s dasatinibem
pi1 koncentraci 0 10uM. REFERENCE
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