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ADAPTACE BUNEK CHRONICKE LYMFOCYTARNI LEUKEMIE NA CILENOU LECBU

Abstrakt

Diplomova prace se zaméruje na aktualni problematiku schopnosti adaptace bunék
chronické lymfocytarni leukémie (CLL) na 1é¢bu nizkomolekularnimi inhibitory
signalnich drah. Lécbainhibitory dosahlav poslednich letech velkych pokroktia postupné
dokazala nahradit chemoterapii jakoZto standardni pristup v lécbé CLL. Ibrutinib
(inhibitor drahy B-bunécného receptoru) a venetoclax (inhibitor antiapoptického
proteinu BCL2) jsou nejcastéji vyuzZivanymi inhibitory v klinické praxi, jak pro 1é¢bu
v prvni linii, tak i pro refrakterni formu nemoci. Ackoli drtiva vétSina pacientli na tuto
1é¢bu odpovi, predevsim vlivem mutaci, mikroprostiedi nebo deregulace signalnich drah
je Cast populace bunék CLL schopna 1é¢bé unikat. Tyto bunky se tak na lé¢bu postupné
adaptuji a pri dlouhodobé 1é¢bé vznika riziko manifestace resistence, ktera je zapric¢inéna
genetickymi mutacemi a negenetickymi mechanismy plynoucimi z pozménéné
signalizace. Kone¢nému stavu rezistence piredchazijiz zminény proces adaptace na lécbu,
ktery je v bunkach zahajen okamzité po zapoceti 1écby inhibitory. V tomto procesu jsou
zapojeny predevsim zmény v signalizaci, které je mozné sledovata piivhodné kombinaci
inhibitord jim dokonce zamezit. Tato diplomova prace se zabyva roli transkripéniho
faktoru FoxO1 v souvislosti s adapta¢nimi zménami pri lécbé inhibitorem drahy
B-bunéc¢ného receptoru ibrutinibem a BCL-2 inhibitorem venetoclaxem.



ADAPTATION OF CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA CELLS TO TARGETED THERAPY

Abstract

This diploma thesis is focused on the current topic of adaptation of chronic lymphocytic
leukemia (CLL) cells to targeted therapy with small-molecule inhibitors. Treatment with
the inhibitors has made great progress in recent years and has gradually replaced
chemotherapy as the standard approach in the treatment of CLL. Ibrutinib (an inhibitor
of the B-cell receptor pathway) and venetoclax (an inhibitor of the anti-apoptotic protein
BCL-2) are the most frequently used inhibitors in clinical practice, both for first-line
treatment and for treatment of refractory form of the disease. Although the vast majority
of patients respond to this therapy, a part of the CLL cell population is able to escape it,
mainly due to the influence of the microenvironment and deregulation of signaling
pathways. Thus, these cells gradually adapt to the treatment, increasing a risk of
resistance manifestation caused by genetic mutations and non-genetic mechanisms of
resistance caused by altered signaling. The final state of resistance is preceded by the
process of adaptation to the treatment, which begins in the cells immediately after the
initiation of treatment with inhibitors. Main mechanisms involved in the adaptation are
changes in cell signaling, that can be observed and possibly prevented with a suitable
combination of inhibitors. This thesis describes the role of transcription factor Fox01 in
connection with adaptive changes during treatment with the B-cell receptor pathway
inhibitor ibrutinib and the BCL-2 inhibitor venetoclax.
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1 Uvod a problematika

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nejCastéjsi leukémii dospélych v Evropé a Severni
Americe sincidenci ~5/100 000 obyvatel ro¢né. Jedna se o malignitu vyssiho véku, median
véku pii diagnoze je ~70 let, postihujici Castéji muze (Pulte et al., 2015). Vzhledem Kk vysoké
biologické variabilit¢ nemoci se setkdvame srizné agresivnimi formami od zcela
asymptomatickych az po vysoce rizikové, podobné se pak lisi doba pfeziti od desitek let
po n¢kolik mésict (Dohner et al., 2000).

V poslednich nékolika letech 1é¢ba této nemoci pokrocila vyznamné kupiedu, klasicka
chemoimunoterapie byla téméf vyhradné nahrazena protokoly, jejichZ soucasti je cilena 1écba
tzv. nizkomolekularnimi inhibitory (Hallek et al., 2018). Nespornou vyhodou inhibitorti jsou
oproti chemoterapeutikim méné zavazné vedlejsi U€inky, a tedy moznost vyuziti u pacienti
ve $patné kondici. Lécba inhibitory je také schopna pokryt celé prognostické spektrum a cilit
i na pacienty, jejichz forma nemoci €inila z chemoterapie nevhodny postup (napf. mutace TP53)
(Ahn et al., 2018; O’Brien et al., 2016; Fischer et al., 2019).

Principem fungovani inhibitort je cilené zablokovani klicovych signalnich molekul,
které umoziuji malignim B-lymfocytim ptezivat. Mezi hlavni cile patfi kindzy drahy
B-bunééného receptoru (BCR, z ang. B-cell receptor) a antiapoptoticky protein BCL2 (B-cell
lymphoma 2 protein). V soucasnosti jSou Vvyuzivany nové generace prvotnich inhibitort,
popiipadé jsou zkoumany mnohé dalsi potencialni signalni molekuly, jejichz inhibitory se
nachazeji v riiznych stupnich vyzkumu a testovani.

Velice aktualnim problémem spojenym s lécbou inhibitory je Casty vyskyt rezistentni formy
nemoci, jehoz riziko se zavisle s délkou lécby zvysuje (Hallek a Al-Sawaf, 2021). V dnesni
dobé je mozné takto relabujici nemoc vyfesit nasazenim jiné¢ho typu inhibitoru, ktery je k 1écbé
schvalen, nicméné tento pfistup je pouze do¢asnym feSenim problému rezistence. Manifestace
rezistence plyne z postupné budovanych adaptacnich mechanismi uvnitf malignich bungk,
které ve vysledku vyusti v iplnou rezistenci, popft. se jedna o ziskanou, geneticky podminénou
rezistenci. Velmi slibnym pfistupem by v budoucnu mohla byt kombinovana terapie inhibitory,
ktera by dokazala adaptacnim mechanismiim zabranit. Proto je v soucasnosti kladen velky
duraz na objasnéni téchto procesii, najejichz zakladé by mohla byt sestavena potencialné
kurativni 1é¢ba CLL. Tato diplomova prace se zabyva schopnosti bunék CLL adaptovat se
na cilenou 1écbu inhibitory ibrutinibem (BCR inhibitor) a venetoclaxem (BCL2 inhibitor),

a to v kontextu ptisobeni transkripniho faktoru FoxO1.
14



1.1 Chronicka lymfocytarni leukémie

Chronicka lymfocytarni leukémie je charakterizovana klonalni expanzi zralych B-lymfocytl
se specifickym imunofenotypem (CD5*, CD19*, CD23*, CD204™, slgdim), které se hromadi
Vv kostni dfeni a sekundéarnich lymfatickych organech. Diagndza CLL je nejcastéji stanovena
na zakladé pfitomnosti monoklonalni B-lymfocytézy (MBL), tedy stavu, kdy leukemické
buriky s imunofenotypem CLL prekro¢i pocet 5x10° bunék na litr krve. Diagndoza CLL je
podminéna leukemickym imunofenotypem. Samotny stav MBL neznaci onemocnéni CLL,
nicméné piiblizné u 1 % pacienti s MBL se ro¢né leukémie rozvine. V piipadech, kdy je nemoc
zachycena v pozdé&jsich fazich, se piipojuji diagnostické piiznaky jako je lymfadenopatie
¢i hepatosplenomegalie (Hallek et al., 2018). Ackoliv se vétsina pacienti béhem zivota nesetka
s vyraznou progresi nemoci, u 0,5 — 1 % pacienti rocn¢ dochazi k transformaci CLL
do difizniho velkobunééného B-lymfomu (DLBCL, z ang. diffuse large B-cell lyphoma)
oznacovanou jako Richteriiv syndrom s velice nepfiznivou prognozou, riziko transformace se
u CLL pohybuje mezi 2 a 10 % (Parikh et al., 2013).

Prognosticka stratifikace CLL pacientti je urovana na zdklad¢ nckolika parametri,
podle nichZ je sestaven tzv. Mezinarodni prognosticky index CLL (CLL-IPI) zavedeny
v roce 2016. Hodnoti se celkem pét kritérii: vek, klinicka faze podle Bineta a Raie (Binet et al.,
1981; Rai et al., 1975), hladina sérového B2-mikroglobulinu, muta¢ni stav genu variabilni
oblasti tézkého fetézce (IGHV) a stav genu TP53. Vzhledem s vysoké biologické variabilité
nemoci, kterd je spojena Sruznou dobou pieziti, se u CLL pouzivaji i dalSich prognostické
markery, piikladem hladiny vybranych proteini ZAP-70 (zeta-chain associated protein 70),
CD49d nebo CD38 (Bulian et al., 2014; Damle et al., 1999; Rassenti et al., 2004) nebo
nékterych prognosticky vyznamnych miRNA (napf. miR-150 a miR-155; Mraz et al., 2014;
Cuiet al., 2014).

Z hlediska CLL-IPI jsou nejvyznamnéjsimi markery mutacni stavy gend IGHV a TP53.
Na zaklad¢ pfitomnosti mutaci genu IGHV jsou CLL pacienti typicky rozdé€lovani do skupin
,mutated CLL* (M-CLL; <98% shoda s ptiivodnim fetézcem) a ,,unmutated CLL* (U-CLL;
>98% shoda s ptivodnim fetézcem), toto déleni se vyrazné odrazi v celkovém chovani nemoci,
kdy u M-CLL pacientti pozorujeme indolentni formu nemoci, obracen¢ pak U-CLL pacienti
nesou prognosticky horsi, agresivnéjsi variantu této leukémie (Hamblin et al., 1999).

Mutace v TP53, popt. delece 17p piedstavovaly do nedavné doby velice vyznamny marker
omezujici moznosti lé¢by, tedy vyrazovaly chemoterapii ze seznamu pouzitelnych 1éciv
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(Zenz et al., 2012). Dnes, v dobé nizkomolekularnich inhibitord, je toto omezeni piekonano
a mnohé klinické studie potvrdily G¢innost tohoto typu 1éCiv i v pfitomnosti defektu TP53.
(vybérem napf. studie Seymour et al., 2018; Sharman et al., 2020). Pfestoze nejsou mutace
v TP53 takovou komplikaci v 1éEbé inhibitory, zhlediska progndzy vsak neztratily

na vyznamu.

1.1.1 Geneticka stranka nemoci

CLL,narozdil od mnoha dalsich malignit, je charakteristicka tim, Ze u této nemoci nenalezneme
typickou ,,driver* mutaci, ktera by stala za jejim rozvojem. U pacienti s CLL se setkavame
se spektrem genomovych a genovych aberaci, které se vyskytuji s riznou, vsak relativné nizkou
Cetnosti. Tato skute¢nost napovida, ze rozvoj CLL je velkou mérou zavisly na procesech
souvisejicich s fyziologii a biochemii uvniti B-lymfocytd, ¢i jejich okolim (Quesada et al.,
2013).

Chromozomové aberace se tykaji cca 80 % pacientt s CLL, na zaklad¢ cytogenetické FISH
analyzy bylo zjisténo, ze nejcastéjsimi jsou v dobé diagnozy delece 13914 (55 %), delece 11q
(18 %), trisomie 12 (16 %) a delece 17p (7 %) (Dohner et al., 2000). K témto genomovym
aberacim byly nasledné& pfipojeny geny, na néZ maji tyto udalosti dopad.

Nejcastéjsi aberace 13ql14 zasahuje region pro nekodujici miR-15a a miR-16-1 (geny
DLEU1a 2 — deleted in lymfocytic leukemia 1 a 2). Funkci téchto miRNA je posttranskripéni
inhibice mRNA pro jiz zminény antiapopticky protein BCL2.V ptipad¢ absence téchtomiRNA
je BCL2 ptitomen ve vysokych koncentracich, ¢imz je narusena fadna signalizace apoptozy
(Cimmino et al., 2005).

Delece 11q ma za nasledek ztratu alely genu pro tumor supresorovy protein ATM (Ataxia
Telangiectasia mutated), jehoz role spociva v regulaci oprav poskozené DNA. Spole¢né
sgenem ATM je také zasazen lokus genu BIRC3 (baculoviral IAP repeat containing 3),
ktery koduje regulator vyznamné drahy transkripéniho faktoru NF-kB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells) (Rossi et al., 2012).

Trisomie 12 predstavuje stiedné zavazny prognosticky marker. Efekt zvySené genové davky
byl popsan u nékolika konkrétnich genti a proteint, jez se na patofyziologii CLL mohou podilet.
Jedna se napiiklad o pozitivni regulator bunééného cyklu cyklin-dependentni kinazu CDK4
(Kienle et al., 2005) nebo ubiquitin ligazu MDM2 (mouse double minute 2 homolog),
ktera negativné reguluje protein p53 (Winkler et al., 2005). V souvislosti s trisomii 12 byla také
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popsana zvysena migra¢ni schopnost CLL bungk, jejiz pfi¢inou je navySena hladina povrchové
adhezni molekuly CD38 (Riches et al., 2014).

Nejhorsi progndézu nesou pacienti s deleci 17p, ktera zasahuje gen TP53, kodujici
nejznamejsi tumor supresorovy protein. Ackoliv se tato aberace v dobé diagndzy vyskytuje
s relativné nizkou cetnosti, v pritbé¢hu 1écby se pak jednd o jednu z nejcastéjSich ziskanych
aberaci. V dob¢ chemoterapie se u relabujicich pacientii nachazela tato mutace ve 30 % ptipada
(Wawrzyniak et al., 2014), u Richterova syndromu je mutace piitomna dokonce az u poloviny
pacienti (Rossi et al., 2011). Z hlediska 1écby inhibitory signalnich drah tato aberace jiz
neptedstavuje tak vyznamnou komplikaci jako v ptipadé chemoterapie, nicméné prognosticky
se stale jedna o velice rizikovy faktor.

S rozSifenim metod celogenomového sekvenovani doslo také k rozsifeni seznamu mutaci,
jez lze s patogenezi CLL spojit a jiz nesouvisi s konkrétnimi genomovymi aberacemi. Mutace
nejCastéji ovliviluji geny podilejici se na bunééné odpovédi pfi poskozeni DNA (jiz zminéné
TP53 a ATM), dale geny téinkujici v upravach mRNA (napt. SF3B1 — splicing factor 3B
subunit 1), mutovany jsou geny odpovédné za prestavbu chromatinu nebo rozvolnéni DNA
(napt. CHD2 — chromodomain helicase DNA binding 2), v neposledni fadé jsou ovlivnény
i geny pro udrzbu telomer (POT1 — protection of telomeres 1). Dalsimi, prognosticky
vyznamnymi jSou napi. mutace genu NOTCH1 — receptorové molekuly s vyznamnou roli
v mikroprosttedi CLL, nebo mutace adaptorového proteinu MYDS88 (myeloid differentiation
primary response 88), ktery zprostfedkovava signalizaci ptes Toll-like receptory. Celkové
se hovoti o pfiblizn¢ 40 potencialnich ,,driver mutacich, jez stoji za rozvojem onemocnéni
CLL (Landau et al., 2015) (Obr. 1 znazoriiuje nejcastéjsi aberace v souvislosti s nékterymi
klinicky vyznamnymi parametry). V nedavné dobé doslo k rozsifeni toho seznamu alteraci,
pozornost byla zaméfena i na epigenetické aberace ¢i expresni profil, spolecné tyto vysledky

ukazuji na obrovskou heterogenitu tohoto onemocnéni (Knisbacher et al., 2022).
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Obr. 1: Kaplan Meierovy kiivky celkového pieziti (A) a doby do zahajeni 1écby (B)
u nejcasté&jsich aberaci u CLL (Rossi et al., 2012, upraveno).

1.1.2 Mikroprostiedi CLL

V tkani lymfatickych organi u pacientt s CLL nachdzime specifické struktury,
tzv. pseudofolikuly, které jsou osidleny malignimi lymfocyty (Stein et al., 1980). Leukemické
buiiky jsou uvnitt pseudofolikulii vystaveny fad€ podnétii, coz ma za nésledek stimulaci mnoha
signalnich drah vyhodnych pro pteziti (Obr. 2). Mikroprosttedi ma z hlediska lé¢by CLL
obrovsky vyznam, ponévadz interakce uvnitf této specifické niky umoziuji malignim buitkdm
odolavat 1é¢bé, a to jak chemoterapeutické, tak i cilené (Mraz etal., 2011; Jayappa et al., 2017).
Bunéénymi typy, jez se téchto interakci Gi¢astni, jsou predevsim stromalni bunky a T-lymfocyty,
jejichz piitomnost umoziiuje CLL bunkam piezivat (Lagneaux et al., 1998), respektive
proliferovat (Ghia et al., 2002). Dale se mezibunééné komunikace Gcastni specifické ,,nurse-
like* bunky odvozené od monocyt, dendritické buniky ¢i buiiky endotelu. Mimo to,
CLL lymfocyty jsou zaroven schopny potlacovat aktivitu NK bunék a cytotoxickych
CD8* T-lymfocytd a unikat tak imunitnimu dohledu (Veuillen et al., 2012; Motta et al., 2005).
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Obr. 2: Vybrané interakce CLL bun¢k s mikroprostfedim lymfatickych organt (Ondrisova
a Mraz, 2020, upraveno).

Proces infiltrace lymfatickych organt se odviji od chemokinové komunikace s nejprve
endotelovymi a nasledné stromalnimi bunikami. Endotelové buriky sekretuji chemokiny CCL19
a 21, které lymfocyty piivadé&ji do blizkosti organu (Till et al., 2002), zde dochazi k chemotaxi
CLL bunék smérem k stromalnim bunkam sekretujicim SDF1 (stromal-derived factor 1),
jehoz receptor CXCR4 je piitomen na povrchu CLL bun¢k (Burger et al., 1999). Adhezi
lymfocyti ke stromalnim bunkam pak zajistuje interakce molekul VCAM1 (vascular cell
adhesion molecule 1) a VLA4 (very late antigen 4) (Hartmann et al., 2009). Chemotakticka
aktivita smérem ke stromalnim buiikdm je zesilena v pifipad¢ ptfitomnosti molekuly CD38
(Vaisitti et al., 2010). Hladiny molekul VL A4 a CD38 u pacientii s CLL siln¢ koreluji a jejich
zvySené hladiny jsou pak vyznamnym negativni znakem asociovanym se zhorSenou prognézou
(Abdelrahman et al., 2018).

Uvniti pseudofolikulu jsou leukemické bunky obklopeny pfedevSsim pomocnymi
CD4* T-lymfocyty a ,,nurse-like” bunkami. Faktory, jez jsou poskytovany T-lymfocyty, jsou
interleukiny 1L6 a 1L4, a molekula CD40L. V odpovédi na interleukiny je zapojena draha
transkripéniho faktoru STAT6 (signal transducer and activator of transcription 6), ktera vede
ke zvySené expresi povrchového IgM a tim aktivaci BCR signalizace, to pak usti ve zvySenou
rezistenci k apoptoze (Aguilar-Hernandez et al., 2016). Povrchovy protein CD40L pfi vazbé

nasvtj receptor na B-lymfocytech spousti drahy kinazy PI3K (fosfoinozitid 3-kinaza)
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a transkripéniho faktoru NF-kB, jez vedou nejen K rezistenci, ale také proliferaci leukemickych
bunék (Kitadaet al., 1999). Signalizace skrze CD40 také zahajuje sekreci chemokini CCL17
a 22, coz ma za nasledek imigraci dalSich T-lymfocytu do pseudofolikulu (Ghia et al., 2002).

,Nurse-like* buiiky (NLC) jsou specifickym bunéénym typem monocytarniho ptvodu,
ktery lze nalézt pouze v piitomnosti CLL lymfocytii. NLC, podobn¢ jako stromalni bunky,
sekretuji vysoké hladiny SDF1, ¢imz stimuluji receptor CXCR4 a nasledné MAPK (mitogen
activated protein kinase) a PI3K drahy (Burger et al., 2000). Dilezitou je také dvojice cytokint
BAFF (B-cell activation factor) a APRIL (a proliferation inducing ligand), jez v B-lymfocytech
aktivuji nekanonickou signalizaci NF-«kB, to mize mit za nasledek zvySenou rezistenci k 1é¢bé
(Nishio et al., 2005).

Charakteristickou vlastnosti CLL je bun¢k je schopnost cirkulovat mezi periferni krvi
a lymfatickymi organy. Ustfedni roli v tomto procesu hraje jiz zminény receptor CXCRA4.
Vazba ligandu mé za nésledek internalizaci receptoru a aktivace drah pak vede ke sniZeni
exprese (Guinamard et al., 1999). Po dobu osidleni pseudofolikulu je hladina této molekuly
snizena na takovou uroven, az lymfocyty vycestovavaji z lymfatickych organt do periferni
krve. V periferni krvi pak dochazi k obnové hladin CXCR4, a tedy obnové schopnosti
infiltrovat lymfatické organy. Na zakladé exprese tohoto receptoru pak lze v periferni krvi
rozliSovat populace CLL bunék, které smé&fuji do lymfatickych organt (CXCR4PrigtCpD5dM) g
bungk, které z organii pravé vycestovaly (CXCR44mCD5brioht) (Calissano et al., 2011).

20



1.2 BCR draha a vyuziti v terapii CLL

Jak jiz bylo zminéno, CLL buiky jsou ve vysoké mife zavislé na interakcich uvnitf
mikroprostiedi, které maji za nasledek spusténi fady signalnich drah. Studium této
problematiky je uz dlouhou dobu jednim z hlavnich sméri vyzkumu CLL, a to pfedevs§im
v souvislosti s cilenou léébou ¢i rezistenci na ni. Nejvetsi ptisun signali dulezitych pro preziti
ziskavaji B-lymfocyty nepochybné skrze drahu B-bunécného receptoru. Tato dradha ma obecné
ve fyziologii lymfocytl nezastupitelnou roli. Ditkazem je skute¢nost, ze delece povrchového

receptoru je pro B-lymfocyty letalni (Lam et al., 1997).

1.2.1 Signalni draha B-buné¢éného receptoru

B-bunécny receptor zastava ve fyziologii B-lymfocytli velmi vyznamnou pozici. Za normalnich
podminek slouzi tento komplex a jeho signdlni draha jako kontrolni bod vyvoje, stavba
receptoru je selekénim markerem, stimulace vede Kk proliferaci a tvorbé protilatek, nadmérna
stimulace naopak vede k eliminaci auto-reaktivnich klond. V ptipadé nékolika typt lymfomt
se setkavame s konkrétnimi mutacemi uvnitt BCR drahy, které zajist'uji zvySenou aktivitu této
signalizace, jedna se piikladem o diftznivelkobunéény lymfom nebo lymfom zaludku. U bunék
CLL se vSak podobné mutace nevyskytuji a K aktivaci drahy dochazi, podobné jako
U normalnich B-lymfocytt, uvnitt mikroprostiedi skrze vazbu antigenu, v periferni krvi je pak

draha stimulovana tzv. tonickou, na ligandu nezavislou, aktivaci receptoru (Lam et al., 1997).

Vlastni antigen

Ciziantigen *
Autonomni vazba *

mezi BCR

Tonicka stimulace
zplsobena spontanni agregaci BCR

= LT =

(NFB ) (mapk) (CARD11) y (@) (OL

Obr. 3: Signalni kaskada drahy B-buné&¢ného receptoru.
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Signalni kaskada BCR (Obr. 3) je zahajena konformacni zménou heterodimeru CD79A a
CD79B, ¢imz dojde k odhaleni tyrozinovych motivi ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif). Konformaéni zména umoznuje aktivaci kinaz LYN (Lnk/Yes novel tyrosine
kinase) a SYK (spleen tyrosine kinase). Jednou fosforylovana kinaza SYK dale
zprosttedkovava dvojitou fosforylaci ITAM motivi a nasledné¢ vlastni autofosforylaci,
¢imz zvysi svou aktivitu. Takto aktivovana SYK kinaza fosforyluje BTK (Bruton tyrosine
kinase) a adaptorovy protein BLNK (B-cell linker protein). Tyto proteiny spole¢né
s fosfolipazou PLCy2 (phospholipase Cy2) tvoii komplex, BTK poté autofosforyluje a prenasi
fosfat na PLCy2. Fosfolipaza pfeménuje membranovy fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2)
na diacylglycerol (DAG) a inositol-3,4,5-trisfosfat (IP3), které slouzi jako sekundarni poslové.
V piipadé DAG dochézi k aktivaci kindzy PKCP (protein kinase CP), ta spousti drahy MAP
kinaz ¢i NF-xB (Shinohara et al., 2005; Sutherland et al., 1996). Molekula IP3 ma vliv
na hladiny vapenatych ionti. Natyto zmény reaguji drahy transkripénich faktort NFAT
(nuclear factor of activated T-cells) a NF-xB (Antony et al., 2004).

Kindzy LYN a SYK aktivuji i paralelni drahu kindzy PI3K, a to skrze fosforylaci
koreceptorové molekuly CD19. PI3K fosforyluje PIP2 na PIP3, to umoziuje nékolika dalsim
proteinim piiblizeni k membrané skrze jejich PH doménu (pleckstrin homology), konkrétné
BTK, Aktnebo GAB1 (Gbr2-associated binding protein 1). Translokace k membrané piedchazi
plné aktivaci BTK (Saito et al., 2001), protein GAB1 ma adaptorovou funkci, pfivadi
k membran¢ dalsi molekuly PI3K a zvySuje tak aktivitu drahy (Ingham et al., 2001; Mraz et al.,
2014). V piipadé¢ kinazy Akt dochazi k nejprve Kk translokaci k membrané a nasledné k dvojité
fosforylaci nejprve komplexem mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2), posléze
pak kinazou PDK1 (PI1P3 dependent kinase 1) (Sarbassov et al., 2005). Kinaza Akt ovliviiuje
Siroké spektrum procest uvnitf buiiky a jeji aberantni aktivita je popsana u mnoha malignit,
na molekularni Grovni jsou to pak vybérem inhibice pro-apoptického proteinu BAD (BCL2-
associated death promoter) nebo deaktivace rodiny transkrip¢nich faktorti FoxO (forkhead-box
protein O), opacné pak Akt umoznuje sestaveni komplexu mTORC1, vyznamného aktivatoru
translace, nepfimo je také schopna aktivace drah NFAT a NF«kB.

Negativni regulace drahy BCR se odviji pfedevsim od aktivity fosfataz PTEN (phosphatase
and tensin homolog), SHIP1 (SH2-domain-containing inositol 5‘-phosphatase 1) a SHP1 (SH2-
domain-containing 5°‘-phosphatase 1), které antagonisticky proti PI3K defosforyluji PIP3. Tyto
enzymy jsou aktivovany pomoci kindzy LYN pies fosforylaci molekul CD22 a FcyRIIB

S inhibi¢nimi tyrozinovymi motivy ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif),
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kam se zminéné fosfatazy posléze navazi a aktivuji (Chan et al., 1998). Zpétnovazebnou
smycku zajistuje také PKCP, ktera inhibi¢né fosforyluje BTK (Kang, 2001). Samostatnou
uroven regulace pfedstavuji miRNA, které jsou zapojeny jak v pozitivni, tak negativni regulaci
(napt. Cernd et al., 2019; Psathas et al., 2013).

Ustfedni kindzy BCR drahy, tedy BTK a PI3K, jsou také zapojeny Vv drahach, které jsou
na stimulaci BCR nezévislé a vychéazeji ze signdli uvnitt mikroprostiedi. Konkrétné se jedna
0 nekanonickou drdhu NF-«kB, kterd je spusSténa vazbou ligandu BAFF na svlij receptor.
Stimulace receptoru rekrutuje kinazu LYN, ktera spousti kaskadu vedouci k aktivaci
transkripéniho faktoru (Patke et al., 2006). Druhym piikladem aktivace BTK a PI3K skrze
chemokinové receptory CXCR4 a 5. Cytoplazmaticka c¢ast receptord vaze G-protein,
po stimulaci G-protein disociuje a jeho podjednotka Gy aktivuje obé zminéné kinazy
(de Gorter et al., 2007).

1.2.2 BTK inhibitory
Z ptedchoziho textu jasné vyplyva vyznam signalni drahy B-bun&tného receptoru a jeji Siroky
ptispévek k prezivani leukemickych bune¢k. Dukazem toho jsou mutace v povrchovém
imunoglobulinu, které determinuji agresivni ¢i indolentni onemocnéni, a tedy prognéozu CLL
(IGHV status — ,,mutated vs. ,,unmutated* CLL). Struktura BCR je pro leukemické bunky
natolik vyznamna, Ze az u 30 % pacientii nalezneme tzv. stereotypni BCR. Leukemické bunky
témert tfetiny pacientti exprimuji na svém povrchu BCR receptory, jejichz variabilni vazebné
oblasti jsou totozné (Stamatopoulos et al., 2007). To ukazuje na skutecnost, ze pro CLL bunky
je vyhodnénést BCR specifické struktury. V navaznostina objevy, které potvrzovaly dulezitost
BCR signalizace u B-bunécnych malignit, probiha poslednich cca 15 let také intenzivni vyzkum
molekul, jez maji schopnost kaskadu narusit, a vykazuji tedy i potencial pro pouziti v 1é¢bé.
Prvnim schvélenym a Vv soucasné dobé nejpouzivanéjSim inhibitorem v 1écbeé CLL je
ibrutinib (Imbruvica, PCI-32765), inhibitor kindzy BTK. Molekularné inhibice spociva
v ireverzibilni kovalentni vazb¢ na cystein C481 na BTK, kdy vazba brani autofosforylaci a
nasledné aktivaci fosfolipazy PLCy2 (Pan et al., 2007). Tato inhibice ma konkrétné za nasledek
zastaveni proliferace CLL buné¢k uvniti lymfatickych organti v dusledku blokace drah PI3K a
NF-kB (Herman et al., 2014). Z hlediska piezivani bunék ma vSak tato blokace minoritni dopad.
Hlavnim mechanismem obecné BTK inhibitorii je znemoznéni nejprve adhezni a posléze
migracni signalizace mezi leukemickymi buiikami a mikroprostiedim. Pfic¢inou je blokace

adheze mezi integrinem o4p1, fibronektinem a VCAM1, a migra¢ni kapacity smérem
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k chemokiniim SDF1a CXCL13 (de Rooij et al., 2012). To ma za nasledek nucenou retenci
malignich bunék v periferni krvi, pfechodny stav lymfocytézy a postupné vymirani CLL bunék
(Byrd etal., 2013).

Jelikoz byl ibrutinib prvnim inhibitorem pro 1é¢bu CLL schvalenym v roce 2013, do dnesni
doby jiz doslo k vyvoji dalSich generaci BTK inhibitorti, u nichz pozorujeme z dtivodu vyssi
specifity predevsim lepsi cytotoxické vlastnosti, nez ma jejich predchiidce. Vyzkum dalsich
generaci se stal také relevantnim z pohledu ziskané genetické rezistence vici ibrutinibu,
ktera bude pfedmétem dalSich kapitol. V ramci 1é¢by CLL jsou momentalné agenturou FDA
schvaleny k pouziti krom ibrutinibu také acalabrutinib a zanubrutinib, které funguji na stejném
principu jako ibrutinib. Pfi SirSim pohledu se lze setkat s tirabrutinibem a orelabrutinibem,
jez ziskaly vroce 2020 osvédceni pro 1é¢bu B-bunéénych malignit v Japonsku, respektive
v Cing, a jejich testovani probiha také pro Spojené staty a Evropu. Zalezitosti ledna 2023
je schvaleni pirtobrutinibu, nekovaletniho BTK inhibitoru tfeti generace, pro 1é¢bu
refrakterniho/relabujiciho lymfomu z plastovych bunék ve Spojenych statech, ktery by zaroven
mohl byt piihodnym feSenim pro geneticky podminénou rezistenci vuc¢i kovalentnim

inhibitoram u CLL.

1.2.3 PI3K inhibitory
Druhou tiidu klinicky vyuzivanych BCR inhibitort pfedstavuji inhibitory kindzy PI3K,
ktera stoji na pocatku osy PI3K-Akt signalizace. Zakladnim mechanismem tuc¢inku je inhibice
katalytické podjednotky p110, ktera zajistuje tvorbu sekundarmiho posla PIP3, jenz je
dokovacim mistem pro velké mnozstvi dalSich molekul. Vysledkem této inhibice je pak
primarné snizena hladina fosforylované kinazy Akt (Lannutti et al., 2011).

Klinicky schvalenymi inhibitory této kategorie jsou idelalisib a duvelisib. Idelalisib cili
o izoformu pl10, ktera je specificky exprimovana pouze u leukocyt, CLL bunky ji pak
exprimuji v jest¢ vyss$i mife nez buiiky zdravé. Inhibice této izoformy vede u leukemickych
bunék K naruSeni integrace anti-apoptickych signalti z mikroprosttedi (pfedevsim CD40
a BAFF-R signalizace), zaroven dochazi k pferuSeni adherentni interakce ptes fibronektin
(Herman et al., 2010). Druhym schvalenym inhibitorem je duvelisib, ktery krom & izoformy
inhibuje také izoformu y. Dopady na signalizaci jsou u podobné jako u idelalisibu, u duvelisibu
se ptidava navic blokace migra¢ni signalizace vedouci ptes I1L4 (Ali et al., 2018).

Z hlediska pouziti v 1é¢bé v CR je soucasti doporuéeni pouze idelalisib, a to pro piipady

relapsu ¢i pii vyskytu komorbidit. Nicméné praktické pouziti PI3K inhibitorti ustupuje novym
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generacim BTK inhibitorti a venetoclaxu, ve srovnani s témito odliSnymi typy inhibitort je
inhibitory (Bird et al., 2020). Pfi¢inou toxicity je pfedev§im inhibice PI3K u ostatnich typa
leukocytii, Vv nejvyssi mife se jedna o T-lymfocyty, coz mize vést az ke vzniku vaznych
autoimunitnich poruch (Chellappa etal., 2019). V soucasné dobé je v riznych fazich klinickych
studii pomémé velké mnozstvi druhé generace PI3K inhibitord, jez si kladou za cil pfedev§im

snizeni toxicity.
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1.3 Rodina BCL2 v signalizaci apoptézy

V souvislosti s cilenou 1éCbou je nezbytné nutné zminit vnitni, mitochondrialni drahu
apoptozy, ktera je Fizena proteinovou rodinou BCL2. Pravé tato draha je z hlediska CLL velice
atraktivnim cilem inhibice pomoci tzv. BH3 mimetik, kam patii také venetoclax, klinicky
vyuzivany BCL2 inhibitor, jenZ se od svého zavedeni v roce 2016 stava v mnoha indikacich
lékem €. 1 pro 1é¢bu CLL. Nejcastéjsi genetickou aberaci onemocnéni CLL je delece 13q14.
Tato aberace zasahuje lokusy DLEU-1 a 2, které nesou miR-15a a miR-16-1, negativni
regulatory anti-apoptického proteinu BCL2. V dusledku této delece pak sledujeme
u leukemickych bunék nadmémé hladiny toho anti-apoptického proteinu, a tedy vyznamné
naruSenou signalizaci bunécné smrti (Cimmino et al., 2005). Tento aspekt tedy ¢ini z CLL
ptihodnou pro cilenou 1é¢bu tohoto typu.

Signalizace vnitini cesty apoptozy stoji na velice komplexnich interakcich uvniti rodiny
BCL2. Do této rodiny je dnes zafazeno cca 30 riznych proteind, jejichz spolenym znakem je
pfitomnost alesponi jedné ze c¢tyt tzv. BH domén (BCL2-homology). Pravé na zakladé
zastoupeni jednotlivych domén Ize BCL2 rodinu rozdélit do tii skupin — BCL2-like, BH3-only
a BCL2 efektory (Obr. 4). Funkéné délime proteiny rodiny BCL2 do celkové ¢ty skupin, které
odrazeji predevsim dusledky jejich ptipadné interakce s ostatnimi funkénimi skupinami. Jedna

se o inhibitory, senzitizatory, aktivatory a efektory apoptozy (Obr. 5).

Anti-apoptické BCL2-like proteiny

S , ' ‘ ~, BCL2, BCL-XL,
(_(BH4 (BH3 | (BH1 | BH2 [ (TMD{ ( ) BCLC-V\:, BFL1/A1
aMCL

Pro-apoptické BCL2 proteiny
Efektory

[ v/ f / f { / / { \~.‘
.,\BH} { .\BHl L I\BHZ - .\TMDw.\ ) BAX, BAK a BOK

BH3-only proteiny
7 , 7~ BID, BIM*, BAD, BIK*, BMF,
\BH3 | \_/ HRK*, NOXA a PUMA
(* obsahuji TMD)
Obr. 4: Strukturni déleni rodiny BCL2 za zaklad¢ piitomnosti BCL2 homology domén;

TMD - transmembranova doména (Bock a Tait, 2020; upraveno).
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Obr. 5: Funkéni rozd¢€leni ¢leni BCL2 rodiny.

Spusténi apoptozy se mize odvijet jak od vnéjSich (napt. stimulace TNF-R — tumor necrosis
factor receptor), tak vnitinich signali (napf. poSkozeni DNA), které v kone¢ném dusledku
vyusti do permeabilizace vnéj§i mitochondridlni membrany a uvolnéni cytochromu c¢
do cytosolu bunky. Samotna permeabilizace je aktivovana zménou konformace a naslednou
oligomerizaci efektorovych proteinit BAX (BCL2-associated X protein) a BAK (BCL2
homologous/antagonist Killer), ktera vede k utvofeni makropor v mitochondrialni membrang.
V pfipad¢ normalnich, pfeziti prospéSnych podminek spolu heterodimerizuji BH3 domény
efektorovych a anti-apoptickych BCL2-like proteini. Funkce BCL2-like proteini je
abundantni, nicméné rizné bunéfné typy exprimuji rizné hladiny téchto anti-apoptickych
proteinii a jsou na jejich pfitomnosti riizné zavislé. Pokud je osud bunky nasmérovan
do apoptozy, dochazi k aktivaci BH3-only proteinti a soucasné ke dvéma jevim. Jednak je
nutné uvolnit BH3 doménu efektorovych proteinti z vazby s anti-apoptickymi BCL2-like. Tuto
ulohu zprosttedkovavaji tzv. BH3-only senzitizatory. Tyto proteiny vyuZiji vlastni BH3
doménu k vytvoreni vazby s BCL2-like proteiny, ¢imz je vyblokuji a zamezi inhibi¢ni vazbé
na efektory. Druhou skupinou, kterd reaguje na apopticky signal, jsou BH3-only aktivatory.
Jejich vazba na BH3 doménu efektorovych proteini umoznuje aktivaci a konformaéni zménu
efektoru, jez vyusti v tvorbu oligomeri a permeabilizaci mitochondrialni membrany (Letali

et al., 2002).
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1.3.1 Venetoclax

Inhibitor anti-apoptického proteinu BCL2 venetoclax je vedle BTK inhibitord dalSim
nejpouzivanéj$im inhibitorem Vv 1é¢bé CLL. Venetoclax spada svou strukturou do skupiny
tzv. BH3 mimetik, tedylatek, které vice ¢i méné selektivné vazi BH3 domény anti-apoptickych
¢lent rodiny BCL2, jimz je timto zabranéno tvofit heterodimer s efektorovymi proteiny.
Vyzkum a vyvoj venetoclaxu podobnych molekul probiha jiz fadu let a mnoho z nich
postoupilo do klinického testovani, nicméné prozatim pouze venetoclax Gspésné prosel vSemi
fazemi a je nyni prakticky vyuZzivan. Tento 1€k byl pro lécbu CLL schvalen ve zrychleném
fizeni vroce 2016 a od té doby se dostal do doporucenych 1écebnych postupti u vsech
prognostickych podskupin CLL, a to jak samostatn¢, tak v kombinaci s lé¢bou anti-CD20
monoklonalnimi protilatkami (rituximab, obinutuzumab).

Velkou vyhodou venetoclaxu je jeho vysoka selektivita vici proteinu BCL2, na kterém jsou
leukemické bunky vysoce zavislé, a schopnost t¢inku na apoptozu bunek v horizontu 24 hodin
(Souers et al., 2013). Tento akutni ucinek je vSak u pacientti nezadouci a vyvolava syndrom
nadorového rozpadu, v praxi se tedy inhibitor aplikuje v postupné se zvySujicich davkach
(Seymour et al., 2014). Oproti jinym BH3 mimetikim disponuje venetoclax jiz zminénou
vysokou selektivitou via¢i BCL2. Soucasna inhibice BCL2 a BCL-XL (B-cell lymphoma extra
large), pozorovana u predchtidce navitoclaxu, totiz vede k toxicité viuci krevnim destickam a
zavaznou trombocytopenii (Roberts et al., 2012).

Lécba venetoclaxem je krom¢ CLL schvalena i pro akutni myeloidni leukémii, klinické
testovani probiha pro né€kolik dalSich typl hematologickych malignit. Klinické testovani bylo
také zahajeno u inhibitoru lisaftoclaxu, selektivnimu inhibitoru BCL2 nové generace.
V preklinickém vyzkumu tento novy inhibitor vykazoval podobny terapeuticky potencial jako
jeho pfedchiidce, byla také popsana jeho uc¢innost u bunck geneticky rezistentnich

na venetoclax (Deng et al., 2022; Zhai et al., 2023).

28



1.4 Mechanismy rezistence na cilenou lé¢bu v CLL

Lécba nizkomolekularnimi inhibitory zaznamenala od svého zavedeni mnoho tuspéchu
a dodnesni doby témét bezvyhradné nahradila chemoterapii jako primarni 1éebny piistup
U pacientti S CLL. Jejimi hlavnimi vyhodami je nizsi cytotoxicita a moznost pouziti u vSech
prognostickych skupin. Pies vSechny tytoklady, u vyznamné ¢asti pacientti Ié¢enych inhibitory
pozorujeme sruzné¢ dlouhym Casovym odstupem od zahajeni 1é¢by relaps onemocnéni,
jenz je projevem plné manifestace rezistence. K dosaZeni zddané klinické odpovédi je nutna
dlouhodoba expozice malignich bun¢k vici inhibiéni 1é¢bé, a to zejména v piipadé BCR
inhibitora. Tato expozice vytvaii na buiky velky selekéni tlak, v dasledku ¢ehoz si nemoc
postupem casu vybuduje rezistentni fenotyp. Ziskana rezistence je néasledkem jak genetickych
mutaci, nejcastéji v inhibovanych proteinech, tak i negeneticky podminénych zmén v aktivité
signalnich drah malignich bunék, kdy je mozné u pacientt pozorovat oba tyto mechanismy
soucasné. Vzhledem k zaméfeni experimentalni ¢asti této prace jsou v nasledujicich kapitolach
popisovany piedev§im mechanismy rezistence k inhibitoraim kindzy BTK a venetoclaxu,

inhibitoru anti-apoptického BCL2 proteinu.

1.4.1 Geneticky podminéna rezistence

Jak jiz bylo fe€eno, genetické pficiny rezistence k 1é¢b¢ inhibitory vyplyvaji nejcastéji z mutaci
ptimo v blokovanych proteinech, jez zabranuji vazb¢ inhibitoru, popftipad¢ tuto vazbu oslabuji.
Existuji v8ak i jiné cile mutaci, pfispivajicich Kk zisku rezistence, které budou v této kapitole
také zminény.

Z hlediska tohoto typu rezistence je nejlépe prozkoumanym lékem ibrutinib, u né€hoz je
fosfolipazu PLCy2 (Woyach et al., 2014; Quinquenel et al., 2019). V piipad¢ mutaci v genu
BTK je nejcastéji zasazena katalyticka doména, konkrétné cysteinové reziduum v pozici 481.
Diisledkem je pak oslabené vazba inhibitoru na molekulu kindzy, kdy zbytkova aktivita enzymu
umoziuje spusténi naslednych drah (Woyach et al., 2014). U fosfolipazy PLCy2 jsou
popisovany mutace, jez zvySuji afinitu k BTK a vedou k mozné aktivaci inhibovanou ¢i
neaktivni BTK (Wist et al., 2020). U relabovanych pacientti jsou také popsany mutace
v PLCy2, které zcela méni afinitu tohoto enzymu. Takto mutovana fosfolipdza je pak
aktivovana kinazami SYK a LYN i bez aktivni BTK (Liu et al., 2015). V pfipadé¢ mutaci

v kindze BTK jsou potencidlni alternativou nekovalentni inhibitory BTK, jako je piikladem
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pirtobrutinib. U pacienta s relapsem v disledku mutaci v PLCy2 se pak nabizi pouze zména
1écby na jiny typ inhibitord, zde se jevi jako vhodné pouziti inhibitorGi kindz LYN a SYK
(Liu et al., 2015). Retrospektivni studie ukazuji i na prognosticky potencial téchto mutaci.
U kohorty pozorovanych pacienti se mutace v BTK objevuji nejpozdéji 3 mésice
pied relapsem, existuje tedy moznost zménit 1é¢bu jesté pred klinickym relapsem a zabranit
komplikacim s nim spojenym (Woyach et al., 2017).

Krom mutaci pozorovanych piimo v BTK ¢ PLCy2 se setkavame s aberacemi,
které, ackoliv nezasahuji ptimo drahu BCR, tak vedou k manifestaci rezistence. Jedna se
0 deleci 8p, jez zasahuje gen pro TRAIL-R (TNF-related apoptosis inducing ligand receptor),
CLL burnky jsou v dusledku aberace necitlivé k TRAIL-indukované apoptoze (Burger et al.,
2016). Druhou aberaci je zisk genetického materialu v oblasti 2p, ktery vede k nadmémé
expresi proteinu XPO1 (exportin 1). Tento protein pak zajistuje zvyseny export nékterych
tumor supresorovych transkripcnich faktori zjadra do cytoplazmy, ptikladem p53,
¢imz zajistuje rezistenci nejen k BTK inhibitoriim, ale 1 chemoterapeutikim ¢i PI3K
inhibitoraim (Cosson et al., 2017).

V dnes$ni dobé jsou jiz k1écbé schvaleny kovalentni BTK inhibitory dal$i generace,
kam patfi acalabrutinib a zanubrutinib. Mechanismus U¢inku téchto inhibitorti je totozny
s ibrutinibem. U pacienti S genetickou rezistenci k acalabrutinibu jsou pozorovany stejné
mutace v BTK a PLCG2 jako u rezistence k ibrutinibu (Woyach et al., 2019). Co se tyce
zanubrutinibu, jez byl k 1é¢bé schvalen v lednu 2023, 1ze ptedpokladat stejné mechanismy
geneticky podminéné rezistence, nicméné klinicka data, ktera by tyto pfedpoklady potvrdila,
prozatim nejsou k dispozici. Casteénym otaznikem je dnes také genetickd rezistence
k nekovalentnim inhibitorim BTK. Vysledky analyz z klinickych studii pirtobrutinibu
u pacientu, ktefi béhem studie progradovali, ukazuji na mutace v katalytické doméné BTK,
pt. L528W (Wang et al., 2022).

V kontextu genetické rezistence k venetoclaxu se u relabovanych pacientd nejéastéji
vyskytuji mutace G101V, Vv mensi mife pak D103Y. Tyto mutace nezasahuji pfimo misto vazby
venetoclaxu, ale jejich pfitomnost vede ke konformaéni zméné vazebného mista na reziduu
E152, ¢imz je posléze znemoznéna vazba venetoclaxu na BCL2 (Blombery et al., 2019;
Birkinshaw et al., 2019). Aktualné lze fesit tento typ rezistence zménou na lécbu BTK
inhibitory, urcity potencial pfedstavuje BCL2 inhibitor lisaftoclax, u néjz byla v preklinickych
studiich pozorovana G¢innost u bungk s klinicky vyznamnymi mutacemi spojenych s rezistenci

k venetoclaxu (Zhai et al., 2023).
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Na urovni genomu a genetickych aberaci se krom mutaci v genu BCL2 setkavame takeé
s rekurentnimi aberacemi v dalSich proteinech drahy BCL2, popi. v up-stream signalnich
drahach, které typicky ptesouvaji roli hlavniho regulatoru apoptézy na dalsi anti-apoptické
proteiny drdhy BCL2. Bunky tedy ztraceji svou puvodni zavislost na hladindich BCL2 a
rozhodujicimi se stavaji hladiny MCL1 (myeloid cell leukemia 1) ¢i BCL-XL. Prikladem lze
uvést mutace v SMARCA4, ktery je soucasti komplexu SWI-SNF (SWItch/Sucrose Non-
Fermentable). Ten tucastni remodelace chromatinu a nepiimo vede ke zvySeni hladin
BCL-XL (Agarwal et al., 2019). Studiemi rezistence k venetoclaxu in vitro byla popsana role
trisomie 12, ktera se vyskytuje u 16 % pacientd s CLL. Ackoliv klinicka data neukazuji
na vyznamny pokles uc¢innosti venetoclaxu u pacientt s trisomii 12, piedpoklada se,
Ze trisomie vede ke zvyseni hladin MCLI1 skrze absenci IRF4 (interferon regulatory factor 4),
regulatoru drahy NOTCH, ktera v koneéném dusledku aktivuje expresi MCL1 (Fiorcari et al.,
2022). U piipadt relapsu na venetoclaxu byl také popsan vyskyt amplifikaci lokusu 1g21
s genem MCL1, ¢i riznych zasahti v genech pro dalsi ¢leny BCL2 rodiny (Thijssen etal., 2022).
Obecné lze fict, ze genetické pozadi rezistence K venetoclaxu je mezi pacienty mimotradné

heterogenni, podobn¢ se lisi také studie zabyvajici se touto problematikou.

1.4.2 Negenetické mechanismy resistence
Vznik mutaci, vedoucich k rezistenci K inhibitoriim, 1ze obecné oznacit za nahodny a nasledna
selekce specificky mutovanych bunék je dlouhodoby proces. Naproti tomu, adaptacni zmény
signalnich drah, z nichZ negeneticka rezistence vychéazi, mohou zapocit ihned po nasazeni lécby
a bunika mize cilen¢ reagovat na vypadek konkrétni signalni drahy. Vyzkum moznych cest
budovani negenetické rezistence ziskal do dnesni doby velky vyznam, pfedevsim z hlediska
kombinované 1é¢by. Z tohoto pohledu mé velky potencial 1éCba takovou kombinaci inhibitort,
jez by dokazala spole¢n¢€ s inhibici hlavnich drah pro pteziti také blokovat signalni drahy,
které buiika vyuziva ke zmirnéni uc€inkl prvotni inhibice a potencialné k vybudovani rezistence.
Az 20 % pacientd rezistentnich k ibrutinibu nenese zadnou z diive popsanych mutaci
¢i aberaci spojenych s rezistenci (Ahn et al., 2017). N¢kolik studii u primarnich CLL bunék
i bunéénych linii potvrdilo zvysenou aktivitu drahy PI3K-Akt, soucasti BCR signalni drahy,
v souvislosti s rezistentnim fenotypem vuci ibrutinibu. Pti dlouhodobé inhibici BTK pomoci
ibrutinibu dochazi inicialné k aktivaci negativnich regulatortt PI3K drahy, konkrétné FoxO3A
(forkhead box protein O3A) a PTEN, nasledné vSak maligni bunky snizuji expresi téchto

regulatort, coz jim umoznuje obnovit zivotu prospé$nou drahu PI3K-Akt (Kapoor et al., 2019).
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Lécba ibrutinibem vede u pacienti k postupnému zvySovani povrchového IgM,
¢imz dochazi ke zvySeni intenzity down-stream BCR signalizace. V kone¢ném dusledku je
BCR natolik aktivni, ze pfevySuje Géinky inhibice kinazy BTK (Chiodin et al., 2019).

Jak bylo zminéno v kapitole o mechanismech pusobeni inhibitort, ibrutinib vyznamné
omezuje migraéni a adhezni kapacitu. Interakce tohoto typu uvnitié mikroprostfedi poskytuji
CLL bunkam velké mnozstvi prospésnych signalti. Béhem lécby ibrutinibem byla pozorovana
adaptace smérem k obnoveni téchto signalnich drah. Vlivem adaptaéni aktivity PI3K dochazi
k navysSeni hladin CD49d, podjednotky integrinu VL A4, a alternativnimu spusténi integrinové
signalizace. Pravé vysoké hladiny CD49d ptedpovidaji snizenou efektivitu ibrutinibu,
a tedy horsi prognoézu (Tissino et al., 2018).

Obnoveni migracni aktivity skrze PI3K-Akt drahu se také ti€astni adaptorovy protein GABI,
jez umoziiuje kinaze PI3K nasednuti k plazmatické membrané. Béhem IéCby ibrutinibem
dochazi v dusledku pocate¢niho sniZeni aktivity Akt k navySeni exprese proteinu GABI.
Mediatorem této adaptacni smycky je transkripéni faktor FoxO1 (forkhead box protein O1),
ktery je drahou PI3K-Akt negativné regulovan a pfi jeji inhibici aktivuje transkripci GABL.
Vysledkem signalizace FoxO1-GAB1-PI3K je pak obnoveni hladin aktivni kindzy Akt a
posileni migrace CLL bun¢k smérem k chemoatraktantim mikroprostiedi, jako jsou SDF1
nebo CXCL13 (Seda et al., 2021).

Mechanismy stojici za negenetickou rezistenci k venetoclaxu obecné plynou ze zvysenych
hladin dalSich anti-apoptickych BCL2-like proteinti, prfedev§im MCL1 a BCL-XL.
Avsak, signalni drahy, jez vedou k témto zménam, jsou napfi¢ rezistentnimi pacienty velice
heterogenni. Hledani p#i¢in zmén v hladinaich BCL2 proteini je z praktického hlediska
dulezité. Jako fteseni pro tyto piipady rezistence se nabizi kombinovand inhibice vicero
anti-apoptickych ¢lent rodiny BCL2, jak vSak ukazaly experimenty s navitoclaxem, dudlnim
inhibitorem BCL2 a BCL-XL, tato kombinovand inhibice mize byt pro zdravé bunky
vyznamné toxicka (Roberts et al., 2012). Pti vyhledu pouziti kombinované 1é¢by inhibitori
v budoucnu je tedy nutné cilit na pfi¢iny téchto zmén v expresi MCL1 ¢i BCL-XL.

Vyznamnym modulatorem rezistence K venetoclaxu je mikroprostiedi CLL. V ramci
interakci uvnité mikroprosttedi byly popsany drahy, jez vedou ke zvySeni hladin jak MCLI1,
tak BCL-XL (Pedersen et al., 2002; Cuni et al., 2004). V kokultiva¢nich modelech CLL bun¢k
se stromalnimi bunkami, které modeluji mikroprostifedi, byla potvrzena mnohonasobné
(v fadech tisictt) vyssi odolnost CLL buné¢k vici venetoclaxu, jednim z hlavnich induktort této

rezistence je signalizace receptoru CD40 a jeho ligandu, ktery je poskytovany T-lymfocyty
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(Haselager et al., 2020). Podobného efektu bylo dosazeno v Systémech se stimulem IL4,
kdy v CLL bunkach dochazi k indukei transkripénich faktort STAT3 a 6, jejich aktivita pak
vede k expresi proteini MCL1 a BCL-XL (Steele et al., 2010).

Soucasné studie opakované ukazuji na roli transkripéniho faktoru NF-«B v rezistenci
k venetoclaxu. Indukce NF-kB v pribéhu 1é¢by venetoclaxem v disledku aktivace CLL bunék
v mikroprosttedi vede k expresi BCL-XL, popi. BFL-1/A1 (BCL2 related protein Al), dalsiho
anti-apoptického ¢lena rodiny BCL2, jez je vsak v CLL buiikach zastoupen pouze minoritné
(Haselager et al., 2023). Nicméné aktivita NF-kB byla pozorovana také u subpopulace CLL
bungk CXCR4PrigtCp5Am ez piedstavuje neaktivovanou ¢ast bungk, které se vyskytuji
vV chudém prostiedi periferni krve delsi dobu a sméfuji do lymfatickych uzlin. U této populace
vede aktivita NF-xB k expresi MCL1, pfi¢emz se jednd o prvni popsany piipad regulace
transkripce MCL1 skrze NF-xB. To, jaka signalizace umoznuje bunkam aktivovat NF-xB
v periferni krvi neni znamo, ale vysledky studie naznacuji, ze pravé 1é¢ba venetoclaxem je onen
faktor, ktery udrzuje fenotyp aktivniho NF-kB (Thijssen et al., 2022).

S uc¢inky venetoclaxu a spusténim apoptozy také souvisi stav mitochondrii v leukemickych
bunkach. Bylo zjisténo, ze pfic¢iny rezistence k venetoclaxu mohou vychazet jak z vysokého
poctu mitochondrii, tak také z vysoké miry oxidativni fosforylace (Guiéze et al., 2019).

Problematika rezistence k venetoclaxu ziskava v posledni dob¢ stale vetsi vyznam, jednak
ztoho divodu, ze venetoclax je zhlediska CLL velice efektivni terapie a zacind byt
upiednostiiovan jakozto nejucinnéjsi inhibitor v 1é¢bé této malignity. Druhym divodem je jeho
schvaleni pro lécbu akutni myeloidni leukémie. Ackoliv se jednd o odlisné onemocnéni,
problém rezistence je neméné dilezitym, proto je nutné mechanismy jak geneticky,

tak negeneticky podminéné rezistence studovat.
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Obr. 6: Mechanismy adaptace a rezistence k ibrutinibu a venetoclaxu (Ondrisova a Mraz,

2020; upraveno).
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1.5 Transkripéni faktor FoxO1 v kontextu B-lymfocyti a B-malignit

Rodina transkripénich faktorti Forkhead box (Fox) je velice rozsahnou skupinou proteint,
jejiz zastupce lze nalézt ve vSech lidskych bunkach a tkanich. Tato rodina je rozdélena
na 19 podrodin oznacenych pismeny A-S s celkovym poctem 44 zastupcti u cloveéka. Rozdéleni
dopodrodin je na zakladé ~100 AMK dlouhé sekvence DNA-vazebné domény (DBD) souhrnné
ozna¢ovanou jako forkhead doména (Golson a Kaestner, 2016).

Proteiny t¥idy FOXO se od ostatnich tiid odlisuji 5 AMK dlouhou inzerci uvniti DBD. Jejich
DBD rozeznava sekvence 5-GTAAACAA-3', znamou jako vazebny element &lenti rodiny
DAF-16, a5 -(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3’, tedy inzulin-responzivni element (Psenakova et al.,
2019). U savcl nalezneme celkem Ctyfi zastupce této tiidy, a to FoxO1, FoxO3A, FoxO4
a FoxO6 (Obr. 7) (Wang et al., 2008).

FOXO1 NLS  NES
oo NI
1 159 319 329 363 655
2357251 253
FOXO3 NLS NES
DBD
1 157 T 300 11396 673
2427251 259 369 378 386
FOX04 NES
pep [ i TAD |
1 100 180188 221 300 308 358 503 505
FOXO6 NES
SR NLS I 7y |
1 88 182 432 470 492

Obr. 7: Schéma domén FoxO proteini Se znazornénim jejich DNA-vazebnych (DBD)
a transaktivacnich (TAD) domén, spolecné se sekvencemi pro jadernou lokalizaci (NLS)
a export (NES) (Calissi et al., 2021; upraveno).

35



U buné&ného typu B-lymfocyti jsou v nejvétsi mife exprimovany FoxOl a FoxO3A,
kdy oba zastupci se vyznamné podileji na celém procesu vyvoje a zrani bunék. Nejveétsi viiv
maji tyto faktory na zastavu bunécného cyklu a metabolismu, nicméné se ucastni také velice
specifickych procesti spojenych s fyziologii B-lymfocyta.

Regulace téchto faktori je v B-lymfocytech zprostiedkovana v nejvétsi mife drahou BCR,
konkrétné na dvou trovnich. V prvnim pfipadé regulace transkripce je zapojena hladina
vapenatych ionti a indukce Kkalcineurinu, ktery zabranuje transkripci. Na trovni druhé je
aktivita FoxO regulovana post-transla¢ni fosforylaci, zejména kinazou Akt, ktera zapficinuje
export zjadra a naslednou degradaci v cytosolu (Obr. 8). Jsou ale popsany i aktivacni

modifikace napft. kinazami JNK (c-Jun NH2-terminal kinase).

ﬁH Feill ( Foxo ) —— ( Fox0

degradace

Obr. 8: Schéma regulace FoxO na transkrip¢ni a post-transla¢ni trovni drahou BCR.

FoxO3A hraje klicovou roli v uvodnich fazich diferenciace hematopoetickych kmenovych
buné¢k (HSC). Jeho inhibice umoziuje aktivaci bunécného cyklu klidovych HSC, je také
vyznamnym medidtorem pieziti spojenym s pfitomnosti ristovych faktori a expresi proteinu
BIM, podili se také nareakci na vyskyt reaktivnich kyslikovych radikald a oprav DNA
ve spojeni s proteinem ATM (Miyamoto et al., 2008; Herold et al., 2013; Yalcin et al., 2008).

Obecné FoxO3A reguluje spravnou aktivaci hematopoézy.
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Determinace diferenciacni drahy smérem k B-lymfocytim se jiz ve vys$$i mife ucastni
FoxO1. Soucinnost tohoto faktoru s proteiny E2A, HEB, EBF, a PAX5 zajistuje spusténi
exprese prislusnych genti asociovanych B-bunéénou linii (Welinder et al., 2011). FoxO3 vsak
Vv téchto procesech také hraje urcitou roli, jelikoz delece jeho genu vede ke snizeni poctl
pre-B-bungk a zralych B-bunék v organismu (Hinman et al., 2009).

Kritickou roli ma FoxO1 v utvafeni funkéniho BCR receptoru na povrchu B-lymfocytd,
je totiztranskripénim aktivatorem genti pro nukleazy RAG1aRAG2 (recombination-activating
gene), které zajistuji V(D)J rekombinaci imunoglobulinovych fetézci. Tak jako aktivita téchto
nukledz, tak i aktivita FoxO1 v téchto procesech kolisd. Prvotné se FoxO1 ucastni tvorby
produktivni kombinace pre-BCR imunoglobulinu. Uspé&sné sestaveni pre-BCR vede k aktivaci
drahy PI3K-Akt a inhibici FoxO1, tedy i RAG nukleaz (Amin a Schlissel, 2008). Druha vlna
aktivity FoxO1 nastava pii detekci auto-reaktivnich BCR u nezralych B-lymfocyta. Takové
receptory jsou internalizovany, ztrata signalu pak vede k aktivaci FoxO1 a nasledné RAGI
a RAG2 ve snaze zménit specifitu imunoglobulinu (Kuo a Schlissel, 2009). V ptipadé
neuspéchu je do procesu opét zapojen FoxO3A, jez je aktivovan v dusledku opakované
internalizace BCR. Tentokrat se FoxO3A ucastni procesu klonalni delece, ackoliv jeho piesné
zapojeni v celém procesu neni zcela objasnéno (Ottens et al., 2018).

V pozdégjsich fazich vyvoje je signalizace skrze BCR esencialni pro pteziti B-lymfocytu.
Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, slaba tzv. ,tonicka“ signalizace udrzuje
B-bunky v klidovém stavu béhem cirkulace v periferni krvi, silny stimul v podob¢ antigenu pak
pfes BCR drédhu buniky aktivuje k intenzivni proliferaci a dalSimu vyvoji. Pravé inhibice
transkripcnich faktor FoxO1 a FoXO3A umoziiuje tyto procesy. Intenzita tonické signalizace
je dostate¢né vysoka, aby byla zachovana aktivita faktorii FoxO v negativni regulaci buné¢éného
cyklu a metabolismus B-bung¢k, ale zaroven dostate¢né nizka, aby aktivita FoxO nepiesahla
limit, jez by buniky nasméroval k apoptdze. Rozsahla aktivace po stimulaci antigenem pak zcela
inhibuje ¢innost FoxO proteini a B-lymfocyty mohou vstoupit do procesu klonalni expanze
(Srinivasan et al., 2009; Yusuf et al., 2004).

Skala procest v B-lymfocytech, kterych se transkripéni faktory FoxO uéastni, je velka a tyto
proteiny jsou bezesporu velice dulezitymi regulatory spravného vyvoje smérem k funkénim
bunkam imunitniho systému. VVzhledem k tomu, jaké procesy v B-lymfocytech FoxO proteiny
realizuji, neni pfekvapenim, ze FoxO maji svlij vyznam i v B-bunéénych malignitach.
Predchozi text ukazuje na spiSe tumor supresorovy charakter téchto transkripénich faktori,

kterému budou odpovidat i deregulace v nékterych malignitach, nicméné v kontextu aktivity
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konkrétné proteinu FoxO1 to neni zcela jednoznacny popis. V ramci né€kolika B-bunécnych
malignit se setkdvame s aberacemi, jez zasahuji gen pro FOXO1, nicméné¢ dopady téchto aberaci
maji rozdilné dasledky na maligni buiiky, a tedy prabeh samotného onemocnéni.

V piipadé¢ Hodgkinova lymfomu (HL) je tumor supresorova role FoxO1l podpofena
skuteénosti, ze u 11 % pacientli nachazime deleci oblasti 13q14, ktera mimo jiné zasahuje také
gen FOXO1. Dalsim typickym znakem HL je vysoka mira exprese miR-96, miR-182
a miR-183, jejichz kombinace vede ve spojeni s aktivni BCR drahou k efektivnimu zastaveni
veskeré aktivity FoxO1 (Xie et al., 2012). Podobnych poznatkti bylo dosazeno u difuzniho
velkobunééného lymfomu (DLBCL). Delece FOXOL1 byla prokazana u 20 % pacienti a je
asociovana s hors$i progndézou onemocnéni (Szydlowski et al., 2016). Paradoxné vsak
U pacientll, u nichz byl identifikovan mutovany FoxOl1, byly nalezeny i mutace s aktivacnim
potencialem, konkrétné se jedna o mutace zamezujici exportu FoxO1 z jadra, pt. na zbytku T24
(Trinh etal., 2013).

Zcela opacny charakter maji mutace FOXO1 u folikularniho lymfomu (FL). Mutace se
u pacientti S FL vyskytuji v 5 % piipadq, jejich piitomnost je soucasti klinického skorovaciho
systému a znaci hor$i prognozu (Pastore et al., 2015). U agresivniho transformovaného FL se
faktoru (Pasqualucci et al., 2014). Pfedpoklada se, ze dusledky téchto mutaci vedou k expresi
proteinu BCL6, jenz stimuluje proliferaci a potlacuje aktivitu pS3 (Bouska et al., 2017). Velice
podobna situace nastava také u Burkittova lymfomu (BL). U této malignity se setkavame
s mutacemi, které zamezuji inhibi¢ni fosforylaci kindzou Akt, nejCastéji na reziduu S22,
Zdevyzkum pokrocil k experimentalnimu testovani inhibitortit FoxO1 a vysledky studii ukazuji
na potencial toho pfistupu v terapii BL (Gehringer et al., 2019).

Pii pohledu na CLL nejsou aktivaéni ani inhibi¢ni mutace ve FOXO1 popisovany. Studie
role FoxO1 v patogenezi CLL se svymi vysledky lisi. N&které ukazuji, ze pravé indukovana
aktivita FoxO1 v dusledku piimé inhibice Akt zprostiedkovava cytotoxicky t¢inek Akt
inhibitoru na maligni lymfocyty, totozna hypotéza Dbyla tak pfedstavena v piipadé
cytotoxického ucinku BCR inhibitorti (ibrutinib a idelalisib) (Cosimo et al., 2019). Vysledky
nasi vyzkumné skupiny vsak predstavuji FoxO1 v roli diilezitého modulatoru pteziti malignich
bunék vV podminkéch mimo terapii a mediatoru adaptacniho mechanismu k 1é¢bé ibrutinibem.
Nase experimenty ukazaly, ze v subpopulaci CLL bunék dlouho kolujicich v periferni krvi
(CXCR4brigtCD5dm) "y nichz je intenzita BCR signalizace nizka, aktivita FoxO1 umoziiuje

témto bunkdm migrovat smérem do lymfatickych orgdnu a vyhodnych podminek
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mikroprostiedi. Dé&je se tomu skrze spusténi exprese adaptorového proteinu GABI,
jenz integruje odpovéd na chemoatraktanty SDF1 a CXCL13. Stejny proces byl pak popsan
béhem inhibice BCR drahy a naruSeni adheze a migrace CLL bun¢k ibrutinibem. Zvyseni
hladin GAB1 pak v koneéném dusledku vede také ke zvysené aktivité kinazy Akt a lepSimu
prezivani leukemickych bunék. Jednd se tak o dikaz onkogenniho potencidlu tohoto

transkripéniho faktoru v souvislosti s biologii CLL (Obr. 9) (Seda et al., 2021).

Povrchové receptory aktivované v mikroprostredi BCR

Chemokinové receptory

i
S I

R
=

TSchopnost migrace
do mikroprostredi

FoxO1
FoxO1 —
I CA5L
FoxO1 GABT
CXCR4dimCD5bright CXCR4brightcp5dim

Obr. 9: Porovnani aktivity osy FoxO1/GAB1/Akt mezi subpopulacemi CXCR4d4mCD5brigt
(vlevo) a CXCR4brigntCcpsdm  (ypravo) bungk CLL. V aktivované subpopulaci
CXCR44mCD5Prigt bungk, které recentné opustily mikroprostiedi, je exprese GABI snizen4
v dusledku inhibované aktivity FoxO1. Béhem pfemény aktivované subpopulace na klidovou
CXCR4PrightCD5Y9IM s¢ postupné snizuje aktivita signalnich drah a ziistavaji pouze tonicky
udrzované hladiny aktivniho Akt (pAkt). Nasledkem nizkych hladin pAkt je obnovena aktivita
FoxO1, poté zahajena exprese GABL, coz v konecném dusledku navySuje tonickou aktivitu
pAkt a podporuje migra¢ni schopnost CLL bungk smérem do mikroprostiedi uzlin (Sedaet al.,

2021; upraveno).
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FoxO1 se tedy zda, ze hraje dvoji roli v biologii CLL, nicméné aktualné dostupna data
nepopisuji  konkrétni funkci tohoto transkripéniho faktoru. Neexistuji publikovana data,
ktera by piimo testovala, jakym zpiisobem a do jaké miry jsou maligni bunky zavislé na aktivité
FoxO1, jak v kontextu 1éCby inhibitory, tak i z celkového pohledu na patogenezi tohoto

onemocneéni.
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2 Cile diplomové prace

Cilem prace je analyzovat odpovéd bunék chronické lymfocytarni leukémie na cilenou lécbu
inhibitory ibrutinibem a venetoclaxem v kontextu aktivity transkripéniho faktoru FoxOl,

predevsim pak:

1) Potvrdit vyznam transkripéniho faktoru FoxO1 v adaptaci na ibrutinib

2) Popsat roli transkripéniho faktoru FoxO1 v odpovédi na venetoclax
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3 Material a metody

3.1 Primarni buniky pacienti

Primarni bunky pacientli s diagndzou chronické lymfocytarni leukémie (C91.1) byly ziskany
z Interni hematologické a onkologické kliniky Fakultni nemocnice Brno S pisemnym
informovanym souhlasem pacientil, vyzkum byl schvalen Etickou komisi Fakultni nemocnice
Brno. Primami buiiky byly izolovany z periferni krve pacientd pomoci kitu RosetteSep™
Human B Cell Enrichment/CD 3 Depletion Coctail (StemCell Technologies, Kanada) a
nasledné separovany pomoci centrifugace na médiu Ficoll-Paque™ (GE Healthcare, USA).
Takto izolované bunky byly uchovavany v FBS (fetalni bovinni sérum, GE Healthcare, USA)
s piidavkem 10% DMSO v tekutém dusiku. Pro potieby experimentl byly bunky kultivovany
v médiu RPMI-1640 (Biosera, Velka Britanie) s pfidavkem 10% FBS a 100 U-ml-! penicilinu /
100 pg'ml?! streptomycinu (Sigma Aldrich, USA) pfi 37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti cca 95 %.

3.2 Bunééna linie MEC1

Bunééna linie MECI je standardné pouzivanym bunéénym modelem CLL. Tato linie byla
vytvofena v roce 1993 z periferni krve 61letého pacienta. MEC1 bunky jsou EBV-pozitivni,
ovalné, ¢aste¢né adherentni, rostouci jednotlivé ¢i v malych agregatech. Burnky nesou deleci
genu TP53 a exprimuji vysoké hladiny proteini BCL2, BCL-XLaBAX (Stacchini et at., 1999).
Linie byla ziskana ze sbirck DSMZ (Némecko). Linie MEC1 byla kultivovana v médiu IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Biosera, Velka Britanie) s pfidavkem 10% FBS a vyse
uvedenych koncentraci antibiotik. Pasaz bunck probihala tfikrat tydné€, koncentrace byla

udrzovana mezi 0,5 az 2x108 bunék-mlL.

3.3 Bunécna linie HSS

Bunécna linie HSS je immortalizovana linie lidskych stromdlnich bunék kostni dfené. Buiky
linie HSS byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Biosera,
Velka Britanie) obohaceném glukozou (4,5 g-1™) s 10 % FBS a ptidavkem antibiotika (viz
vyse). Pasdzovani probihalo dvakrat az tfikrat tydné po dosaZeni pfiblizné 90 % konfluence.

Pii pasazovani byly bufiky po oplachu fosfatovym pufrem (PBS, phosphate-buffered saline,
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pH 7,4) odlepeny od podkladu smési 50% trypsinu / 0,7mM EDTA (Sigma Aldrich, USA).
Trypsin byl nasledné¢ inaktivovan pfidanim plného média a pro dalsi kultivaci byla odebrana
pfiblizng ' bundk. Kultivace HS5 probihala v lahvi T75 (TPP, Svycarsko) v 15 ml média
v inkubatoru pfi 37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti ~95 %.

3.4 Geneticka modifikace HS5

V laboratofi byla linie HS5 modifikovana k expresi molekul CD40L, IL21, 1L4. Kodujici
sekvence (CDS) lidského IL4 a genu pro rezistenci k puromycinu byly klonovany
do lentovirového vektoru pAIP (katalog. ¢. #74169, Addgene, USA). CDS lidského CD40L a
genu pro rezistenci k blasticidinu byly klonovany do lentivirového vektoru pEZ-Lv197
(katalog. ¢. #EX-GO0117-Lv197, Genecopoiea, USA). CDS lidského IL21 klonovana
doretrovirového vektoru pBMN-IRES-LyT2 byla darovana dr. D. Hodsonem (University
of Cambridge, Velka Britanie), vektor byl nasledné¢ pomnozen v kmenu Stbl3 E. coli
(Invitrogen, USA). Na transdukci linie byly vyuzity virové zabalovaci plazmidy 6R8.91 nebo
gag/pol (lentivirdlni respektive retroviralni), VSV-G a L-GFP (darem od dr. M. Smidy,
CEITEC MU, Ceska republika), a to nasledovné: 3538 ng 8R8.91 nebo gag/pol, 462 ng VSV-
G (kapsida), 400 ng L-GFP (marker transfekce) a 2 pug zajmového genového konstruktu bylo
smichano s 50 ul Opti-MEM média (Gibco, USA), 7 ul DharmaFect (Dharmacon, USA) a
2 ml DMEM a pouzito na transfekci bunék HEK-293T vysetych na 6 cm? Petriho misky.
Po 24 hodinach byly bunky promyty cerstvym DMEM. Virovy supernatant byl sbirdn po 24,
36, 48 a 60 h, poté prefiltrovan skrze 0,45 pm filtr s 10 ug-ml polybrenu (Sigma Aldrich,
USA) a piimo nanesen na bufiky HS5 vysetych na dvou 6 cm? Petriho miskach. Dalsi den bylo
médium vyménéno za Cerstvé. Jeden az dva dny po vyméné média byla zahajena selekce
10 ugml! puromycinem (Sigma Aldrich, USA) nebo blasticidinem (Gibco, USA),
ktera pokracovala dalSich 7 dni. Buiiky byly kultivovany v DMEM s pfidavkem 10% FBS
bez ATB v inkubatoru pii 37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti ~95 %.

3.5 CFSE proliferaéni assay

Purifikované CLL buiky byly obarveny pomoci CFSE barviva (Invitrogen, USA) podle
protokolu Quah et al., 2007. 5x10” CLL buné&k bylo resuspendovano ve 400 ul PBS v 1,5ml
zkumavce. Do vrsku zkumavky bylo ptidano 80 ul PBS, kam bylo nasledné pfidano 0,5 ul 5mM
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CFSE barvy. Tento roztok byl poté ihned smicham s buné¢nou suspenzi a ponecham 5 minut
inkubovat pfi pokojové teploté. Poté byly buiiky dvakrat promyty v PBS s ptidavkem 5% FBS.
Promyté butiky byly nasazeny na y-ozafené HS5"t nebo HS5CP40L. IL21, 1L4 v pomeru 20:1
(CLL:HS5) a takto kultivovany s DMSO ¢&i inhibitory. Analyza proliferace byla provedena
po 5 a 10 dnech kokultivace pomoci pratokové cytometrie. Mira proliferace byla vyhodnocena

pomoci FlowJo v10 softwaru.

3.6 Piiprava FoxO1 knock-out linie MEC1

Linie MEC1 byla pomoci systému CRISPR/Cas9 modifikovana do podoby viabilni FoxO1
knock-out linie. gRN A sekvence cilici na gen FoxO1 byly navrzeny v online néstroji Benchling
(Biology Software, 2019). Sekvence 5’-CACCGGGGCTGTGCGGGGACTTCCA-3’
pro FoxO1-gRNA byla klonovana do pSpCas9(BB)-2A-GFP vektoru (#48138, Addgene).
Pro zisk mutantni varianty byla wild-type linie MEC1 elektroporaci transfekovana
S pfipravenymi plazmidy. Pro elektroporaci byl vyuzit protokol Neon Transfection System
(Thermo Fisher Scientific, USA) a piislusny kit. Parametry elektroporace byly 1500 V, 20 ms,
2 pulzy. Po 48 hodinach byly selektovany zivé GFP-pozitivni bunky, ty byly nasledné
pomnozeny, rozdéleny pomoci single-cell sortingu a opét pomnozeny na jednotlivé FoxOl1
knock-out klony. Tyto klony byly finaln¢ validovany pomoci western blotu pro nepfitomnost

proteinu FoxO1 (viz kapitola Vysledky).

3.7 Kompetitivni rustova assay

Bunééné linie MEC1-wta MEC1-FoxO1-KO byly oznaceny plazmidy kédujicimi GFP a Azurit
(transdukce vektory #36083, respektive #36086, Addgene). Bunky byly smichany v poméru
1:1 (ovéfeno prutokovou cytometrii) a kultivovany v pfitomnosti 2uM ibrutinibu, DMSO
slouzilo jako negativni kontrola. Cerstvé médium s piidavkem ibrutinibu, popt. DMSO, bylo
piidavéano trikrat tydne. Zmény v poméru bunék byly méteny pritokovou cytometrii po 1-4

tydnech kultivace.

3.8 Kultivace linie MEC1 s inhibitory

Pro experimenty na bunécnych liniich byly vyuzity inhibitory ibrutinib (Selleckchem, USA) a

venetoclax (Selleckchem, USA), jez jsou vyuzivany pro cilenou 1é¢bu CLL, a inhibitor FoxO1
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AS184285 (iFoxO1, Selleckchem, USA). Médium s piidavkem dimethylsulfoxidu (DMSO)
v objemu piidaného inhibitoru slouzilo jako negativni kontrola. Standardné pouzivana
koncentrace pro ibrutinib byla 2 uM a pro iFoxO1 0,5 uM. Tyto koncentrace byly zvoleny
inhibitoru.

Za ucelem piipravy proteinovych lyzatd byly vzorky sbirany po 24, 48
a 72 hodinach, kdy byla v pfislusnych ¢asovych bodech také zméfena viabilita bunék.
Koncentrace takto kultivovanych bunék byla 1,5x108-ml1,

Pfi analyze G¢inkl venetoclaxu byla pfipravena koncentracni fada 0,3-20 uM. Bunky byly
nasazeny na 96-jamkovou desku do findlni koncentrace 2,5x10%-ml* s pfislusnou koncentraci

venetoclaxu. Po 24, 48 a 72 hodinach byla nasledné zméfena viabilita t€chto bungk.

3.9 Meéreni viability

Viabilita bunék byla stanovena metodou pritokové cytometrie pomoci dvojitého barveni
DiOCe (z ang. 3,3‘-dihexyloxacarbocyanine iodide, Invitrogen, USA), jeZ barvi mitochondrie
zivych bunék, a propidium jodidem (PI, Sigma Aldrich, USA), ktery barvi DNA mrtvych
bun&k. Barviva byla fedéna v PBS do finalni koncentrace 80nM pro DiOCea500 pg-ml- pro PI,
roztok byl pfipraven vzdy Cerstvy. Ekvivalentni objem barviciho roztoku byl ptidan k bunééné
suspenzi, kterd byla nasledn¢ 15 minut inkubovana ve tmé pii 37 °C. Vzorky byly zméteny
na prutokovém cytometru BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, USA). Vysledky byly
vyhodnoceny pomoci softwaru FlowJo v10 (FlowJo, USA).

3.10 Priprava proteinovych lyzati

Buriky pro proteinovou analyzu byly sesbirany a sto¢eny pii 4 °C na 400 RCF 3-10 minut,
dle objemu suspenze. Po jednom promyti chlazenym PBS byl pelet rozsuspendovan v lyza¢nim
pufru (1% SDS, 10% glycerol, 100mM TRIS-HCI, pH 7.,4) obohaceném o inhibitory proteaz a
fosfataz (Sigma Aldrich, USA) v poméru 100:1:1 — pufr:inhibitor protedz:inhibitor fosfataz.
Vzorky byly sonikovéany (2x5 s, amplituda 60 %; Hielscher, Némecko) a koncentrace proteinli
ve vzorku byla stanovena pomoci DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, USA). Ke vzorkiim

byl pfidan nanaseci pufr obsahujici pB-merkaptoethanol (1 % v/v) a bromfenolovou modi
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(0,02 % v/v). Vzorky byly denaturovany 5 minut pii 98 °C. VSechny lyzaty a pfipravené vzorky
byly dlouhodobé¢ uchovavany pfi teploté -80 °C.

3.11 Western blot

Proteiny (30 pg z totalniho lyzatu) byly rozdéleny pomoci elektroforézy na 10% denaturacnim
polyakrylamidovém gelu pti 60-110 V po dobu piiblizné 2,5 hodiny Vv elektroforetickém pufru
(25mM TRIS, 250mM glycin, 1% SDS, pH 7,2). Metodou wet-blot za pouziti blot pufru
(25 obj. % methanol, 25 mM TRIS, 192mM glycin, 0,1% SDS) byly gely pieneseny na PVDF
membranu (z ang. polyvinylidene diflouride, Millipore, Némecko) pii 250 mA po dobu
75 minut. Elektroforéza i pfenos probihaly na zafizeni Mini Trans-Blot® Cell and Criterion™
Blotter (BioRad, USA). Po dokonceni pienosu byly membrany 1 hodinu blokovany v 5% BSA
(bovinni sérovy albumin, BioSera, Velka Britanie) a inkubovany pies noc pii 4 °C v primarnich
protilatkach (Tab 1.) fedénych podle doporuceni vyrobce. Druhy den byly membrany promyty
vV promyvacim pufru (200mM NaCl, 20mM TRIS-pH 7,4, 0,1% Tween20) tiikrat po dobu
10 minut. Po promyti byly membrany inkubovany v pfislusné sekundarni protilatce
kongujované s kienovou peroxidazou (Cell Signalling, USA). Po inkubaci byly membrany opét
ttikrat promyty po 10 minutach. Vyvolavani probihalo pomoci elektrochemiluminiscenéniho
kitu (BioRad, USA). Detekce byla provedena pomoci piistroje UVITEC Alliance 4.7
a kvantifikace pomoci ptislusného softwaru UVITEC Alliance (UVITEC Cambridge, Velka

Britanie).

De;il;;)e\;::ny V[T'(Ili:l)(;)]St Katalog. ¢islo Pivod Vyrobce
FoxO1 78-82 2880 kralik Cell Signaling, USA
BCL2 28 2872 kralik Cell Signaling, USA

BCL-XL 30 2764 kralik Cell Signaling, USA
MCL1 40 4572 kralik Cell Signaling, USA
BIM (EL, L, S) 23/15/12 2819 kralik Cell Signaling, USA
BAX 20 2772 kralik Cell Signaling, USA
PUMA 23 4976 kralik Cell Signaling, USA
GAPDH 37 2118 kralik Cell Signaling, USA

Tab. 1: Seznam protilatek pouzitych pro metodu western blot
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3.12 Analyza DNA interakci transkrip¢niho faktoru FoxO1 — CUT&RUN

Tato analyza DNA-protein interakci byla provedena podle protokolu S pouzitim
fazniho proteinu  A/G  protein-mikrokokalni  nukleaza (pA/G-MNaza, Addgene,
ID: 123461) a Triton X-100 jaderné extrakce (Janssens, 2019).

3.13 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni a tvorba grafii probihaly s pouzitim softwaru GraphPad Prism 8.0.
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4 Vysledky

4.1 FoxO1 vykazuje zvySenou DNA-vazebnou aktivitu pri 1é¢bé
ibrutinibem u MEC1 bunék

Transkripéni faktor FoxOl ma ve fyziologickém vyvoji B-lymfocyti roli vyznamného
regulatoru apoptdzy a bunécéného cyklu, coz ukazuje na spiSe tumor supresorovy charakter
tohoto transkripéniho faktoru. Publikované experimenty nasi laboratofe ukazuji na paradoxné
onkogenni ulohu FoxOl u CLL, kdy aktivita FoxO1l byla spojena s indukci transkripce
adaptorového proteinu GAB1, jeZ pozitivng reguloval migraéni kapacitu CXCR4PrightCpD5dim
subpopulace CLL bunék smérem do lymfatickych organd. Zaroven jsme popsali, ze k indukci
GAB1 skrze FoxO1 dochazi také pii 1écbé ibrutinibem, kdy tento jev vede k posileni
down-stream signalizace PI3K a zvysené fosforylaci kindzy Akt (Seda et al., 2021). Vysledky
CUT&RUN analyzy DNA-proteinovych interakci na linit MEC1 ukazuji na zvySenou DNA-
vazebnou aktivitu FoxO1 pii pusobeni ibrutinibu. Pocet FoxOl-vazanych gent byl vyssi
U bunék osetfenych 1uM ibrutinibem (n=3354) oproti DMSO kontrole (n=1190; Obr. 10A).
Déle jsme na zékladé vystupti z CUT&RUN provedli analyzu signalnich drah pomoci
webové aplikace Enrichr, kdy jsme seznam FoxOl-vazanych genti porovnali s databéz
signalnich a metabolickych drah KEGG. Spole¢né vysledky pro obé testované podminky
ukazuji na zapojeni transkripéniho faktoru FoxO1l v regulaci genli drdhy B-bunécného
receptoru nebo také na transkripéni regulaci drédhy fosfolipdzy D, kterd se Ucastni aktivace
MAPK a mTOR drahy. Z této analyzy také vyplynulo, ze signalni drahy, jejichz geny FoxOl
reguluje specificky pii 1é¢bé ibrutinibem, maji svlj vyznam v mTOR signalni draze,
popf. souvisi s aktivitou chemokinové signalizace, a mohou tedy piimo souviset s pfezivanim

leukemickych bunék béhem této cilené 1écby (Obr. 10B).
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Obr. 10: (A) Analyza DNA-vazebné aktivity transkripéniho faktoru FoxO1 u linie MEC1

pomoci CUT&RUN. Grafy zobrazuji DNA regiony v oblasti pocatku transkripce genil,

u kterych byla pozorovéana vazba transkripéniho faktoru FoxO1 na jeho DNA -vazebny motiv.
[(] DNA-vazebna aktivita FoxO1 u bunék MEC1 s DMSO. [ii] DNA-vazebna aktivita FoxOl

u bun€k MECI v pfitomnosti 1uM ibrutinibu. (B) Vystup analyzy signalnich drah pomoci
aplikace Enrichr na zakladé¢ dat z CUT&RUN. [i] Signalni drahy pro FoxOl-vazané geny

spolecné jak u negativni kontroly (DMSO), tak u bunék oSetfenych ibrutinibem (1 pM). [ii]

Signalni drahy genli FoxOl-vazanych specificky u MEC1 bunék oSetfenych ibrutinibem

(1 uM).
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4.2 Inhibice FoxO1 snizuje viabilitu v in vitro kokultiva¢nim modelu

Vysledky pfedchozi analyzy jednoznacné ukazuji na potencialni roli transkripcniho faktoru
FoxOL1 v adaptaci na 1é¢bu ibrutinibem, proto jsme pro dalsi experimenty otestovali inhibici
tohoto proteinu u primarnich CLL bunék. Primarni CLL bunky vsak v podminkach in vitro
snadno podléhaji apoptoze, proto jsme pro dalsi experimenty vyuzili model mikroprosttedi,
kokultivaci se stromalnimi HS5 butnikami. Takto je mozno CLL bunky drzet déle v kultuie
cilené 1éCby, kdy lze obecné fict, ze ptritomnost mikroprostiedi ucinnost 1éCby snizuje
(Haselager et al., 2020; Mraz et al., 2011). Analyza CLL bunék v kokultivaci ptekvapivé
ukazuje, Ze samostatnd chemicka inhibice FoxO1 pomoci AS184285 (FoxO1 inh., 0,5 uM)
V porovnani s kontrolou vyznamné snizuje viabilitu CLL bunék (P=0,016 po 5 dnech
kokultivace, n=5). Uginek inhibice na viabilitu CLL bunék byl prohlouben pii vyuziti
kombinace ibrutinibu a FoxO1 inh. (1 pM, resp. 0,5 uM; P=0,006 po 5 dnech, n=5). Ackoliv je
pii pouziti ibrutinibu samostatné pozorovan pouze minoritni pokles viability, tak i tyto vysledky
odpovidaji klinickym pozorovanim (Obr. 11A). Obdobnych vysledkl bylo dosazeno také
pii kokultivaci s geneticky modifikovanymi HSS bunkami, které exprimovaly dalsi faktory
mikroprostiedi: CD40L, 1L21 a IL4, jez u CLL bunék stimuluji proliferaci (Obr. 11B).
Vysledky tohoto experimentu dokazuji, Ze inhibice FoxO1 je pro buiky toxicka, kdy tato

toxicita pretrvava i v podminkach kokultivace s podplrnymi buiikami.
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Obr. 11: (A) Relativni viabilita CLL bunék v kokultivaci s HS5"!. Viabilita byla posouzena
na zaklad¢ procenta DiOCe*/Pl-bunék a vztazena k viabilit¢ DMSO negativni kontroly (ctrl).
Koncentrace pro ibrutinib (ibr) byla 1 uM, pro AS184285 0,5 uM (FoxO1 inh).
Tyto koncentrace byly zachovany i v kombinaci inhibitort. (B) Relativni viabilita CLL bunék
v kokultivaci s HS5CP40LIL2LIL4 "yhodnoceni a podminky kultivace viz vySe. Pro statistické

vyhodnoceni byl pouzit parovy t-test.
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4.3 Inhibice FoxO1 zabranuje proliferaci v piitomnosti T-lymfocytarnich
faktoru v kokultivaci s HS5¢P40L1L2L1L4

Daéle jsme se rozhodli otestovat i duisledky inhibice FoxO1 na schopnost proliferace CLL bunék.
Pro potfeby simulace takového prostiedijsme vyuZili geneticky upravené linie HS5CP40L1L2LIL4
kdy piitomnost téchto faktort vede k proliferaci CLL bungk in vitro. V tomto piipadé byla
inhibice FoxO1 schopna narusit tyto proliferacni podminky, kdy doSlo ke snizeni miry
proliferace ve vSech testovanych piipadech (P=0,014, n=5). Efekt byl umocnén pti kombinaci
s ibrutinibem (Obr. 12). Tyto vysledky prokazuji terapeuticky potencial v inhibici

transkripéniho faktoru FoxO1 a podporuji vyznam naseho dalsiho vyzkumu.
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Obr. 12: CFSE prolifera¢ni assay CLL buné&k v kokultivaci s HS5CP40L.1L21.1L4,

(A) Reprezentativni histogramy intenzity CFSE u populace CLL bunék. Mira proliferace je
méfena na zakladé¢ fedéni barvy CFSE. (B) Schopnost proliferace vyjadiena pomoci
pravdépodobnosti bunécného déleni vV podminkach 1uM ibrutinibu (ibr), 0,5uM AS184285
(FoxO1 inh), ¢i jejich kombinace. Buiiky byly inkubovany v téchto podminkach 5 dnti. DMSO
slouzil jako negativni kontrola (ctrl). Vypocet je soucasti proliferaéni platformy softwaru

FlowJo v10. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit parovy t-test.
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4.4 Validace FoxO1 knock-out linie MEC1

Pro dalsi experimenty jsme vyuzili moznosti genového inzenyrstvi a metodou CRISPR/Cas9
jsme pripravili single-cell klony stabilni FoxO1 knock-out linie MEC1. Nasledujici ukazky
valida¢nich imunoblotd potvrzuji vytvoreni uspé$ného knock-outu (KO; Obr. 13). Pro potieby

dalSich experimentl byly zvoleny KO klony €. 16, 29, 31 a 33.
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Obr. 13: (A) Prvni kolo validace pomoci western blotu. Cerven& podbarvené klony byly
vybrany do druhého kola validaci. (B) Druhé kolo validace pomoci western blotu. Zluté
podbarvené klony byly vybrany pro dalsi experimenty. U klond ¢. 12, 38, 41, 46, 49 a 51 vedla
mutageneze pomoci CRISPR/Cas9 pouze k vytvofeni pieddasného stop kodonu. Sipka

oznacuje nespecificky band.
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45 FoxO1 knock-out MEC1 linie je oproti wild-type linii v podminkach
ibrutinibu znevyhodnéna

Poslednim experimentem této casti byla kompetitivni rdstova assay, kterd mela doposud
dosazené vysledky uzaviit a potvrdit ptedevS§im roli FoxO1 v adaptaci na lécbu ibrutinibem.
Opacné barevné kombinace geneticky upravenych FoxO1-KO a wild-type bun¢k (wt) (GFP
vs. Azurit) byly smichany v poméru 1:1 a po dobu 4 tydnil oSetfeny 2 uM ibrutinibu nebo
DMSO. Nasledné byl pomoci pratokové cytometrie hodnocen pomér jednotlivych populaci
v ramci kultury. Z vysledki tohoto experimentu vyplyva, Ze absence transkripéniho faktoru

vyznamn¢ znevyhodnuje leukemické bunky v pfitomnosti ibrutinibu (Obr. 14).

P<0,0001 (ANOVA) pro kaZzdou kombinaci
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Obr. 14: Kompetitivni rastova assay MEC1 wt vs. FoxO1-KO v piitomnosti ibrutinibu
(2 uM, 4 tydny) hodnocend jako relativni pomér populaci ve srovnani s pfislusnou DMSO
negativni kontrolou. Wt a KO bunky byly oznaceny GFP a Azuritem (a opacné pro vylouceni
vlivu barevného znaceni) a smichany v poméru 1:1 (n=4 repetice pro kazdou kombinaci wt
vs. KO). lbrutinib (popt. DMSO) byl pfidavan do média tiikrat za tyden. Pro statistické

vyhodnoceni byla pouzita analyza rozptylu.
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46 Analyza interakce FoxO1 s DNA metodou CUT&RUN odhalila cile
uvniti BCL2 rodiny

Vzhledem k uvedenym cilim prace jsme transkripcni faktor FoxO1 hodnotili i z pohledu
mozné role vV odpovédi leukemickych bun€k na BCL2 inhibitor venetoclax. Nejprve jsme
se rozhodli analyzovat data ziskana metodou CUT&RUN na linit MEC1. Obr. 15 znazornuje
signalni kaskddu rodiny BCL2. Ve schématu jsou vyznaceni ¢Elenové BCL2 rodiny,
u nichz byla zachycena vazba transkripéniho faktoru FoxO1 najejich DNA. Jedna se
0 anti-apoptické BCL2 a BFL1/A1, a pro-apoptické BMF (BCL2 modifying factor) a BIM.

Toto pozorovani nam poskytlo solidni podklad pro nasledujici sérii experimenti.
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Obr. 15: Schema mterakm ﬁvmtr BCL2 rodmy S Vyznacenyml c111 transkripéniho faktoru
FoxO1 identifikovanymi metodou CUT&RUN na linii MECL1 (ve schématu tu¢né, podtrzeng).
Geny byly vybrany za zaklad¢ zachyceni vazby FoxO1 na jeho zndmy DNA -vazebny motiv.
(Jolma etal., 2013).
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4.7 FoxO1lknock-outlinie MEC1 vykazuje zvySenou odolnost vi¢i BCL2
inhibici venetoclaxem

Vzhledem k identifikaci n¢kolika FOXO1 transkripénich cild uvnitt BCL2 rodiny jsme se
rozhodli na nasi FoxO1-KO linii otestovat u¢innost venetoclaxu. KO bunky jsme vystavili
koncentra¢ni fadé venetoclaxu (0,3-20 uM, n=3) a po 24, 48 a 72 hodinach byla naméfena
viabilita buné€k. Po 24 hodinach jsme pozorovali statisticky vyznamny rozdil v relativni viabilité
(P=0,0009) mezi FoxO1-KO klony a wild-type linii. Po 72 hodinach jiz tento celkovy rozdil
mezi liniemi pozorovan nebyl, nicméné jednotlivé u koncentraci venetoclaxu 5 a 10 uM lze
trend zvySené odolnosti pozorovat (Obr. 16). Podle analyzy rozptylu jednotlivych klont vaci
wild-type vysel statisticky vyznamné pouze klon ¢&. 33 (P=0,0168).
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Koncentrace venetoclaxu (uM) Koncentrace venetoclaxu (uM)

Obr. 16: Koncentra¢ni fada venetoclaxu na MEC1 FoxO1-KO linii pro 24 (vlevo) a 72 hodin
(vpravo) (n=3). Relativni viabilita je vztazena k viabilit¢ negativni kontroly (DMSO).
Po 48 hodinach byl do média ptidan Cerstvy venetoclax v pfislusné koncentraci. Pro statistické

vyhodnoceni byla pouzita analyza rozptylu.
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4.8 FoxO1l knock-out linie ma vyznamné pozménéné proteinové hladiny
nékterych ¢lenu rodiny BCL2

Pozorovany trend v odolnosti vi¢i venetoclaxu u FoxO1-KO kloni ve spojeni s vysledky
z CUT&RUN analyzy nas vedl k hledani molekularnich mechanismil této odolnosti spojenych
pfedevsim s rozdilnou expresi proteint rodiny BCL2. Analyza pomoci metody western blot
s vyuzitim dostupnych protildtek ukazala komplexni fenotyp KO linie na urovni proteind.
Vysledky imunobloti na prvni pohled ukazuji vyznamné pozménéné hladiny proteini BCL2
a BIM, u kterych byl pozorovany fenotyp konzistentni napfi¢c vSemi opakovanimi,
coz podporuje hypotézu transkripéni regulace téchto proteinii skrze FoxOl. Proteiny,
u nichZ nebyla pozorovana vyznamna zména, byly anti-apopticky MCL1 nebo pro-apopticky
PUMA (Obr. 17). Pro vybrané proteiny byla také provedena kvantifikace na zakladé optické
denzity. Touto analyzou jsme krom¢ BCL2 také ukazali vyznamné zvySené hladiny
u anti-apoptického BCL-XL, piekvapivé doslo v disledku knock-outu ke zvySeni hladiny
pro-apoptického efektoru BAX (Obr. 18).
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Obr. 17: Reprezentativni imunobloty vybranych FoxO1-KO klont. Bulk oznacuje
transfekované bunky MECI1 pied single-cell sortingem.
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Obr. 18: Relativni opticka denzita vybranych proteini BCL2 rodiny u FoxO1-KO klona (n=3
nezavislé sbéry piislusnych linii) pomoci western blotu. Opticka denzita je normalizovana
nejprve k hodnotam endogenni kontroly (GAPDH) a poté relativizovana K primémé hodnoté

optické denzity pro wild-type linii. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit neparovy t-test.
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5 Diskuse

Pfichod nizkomolekularnich inhibitor do klinické praxe zasadné¢ zménil lécbu CLL
a inhibitory se velice rychle staly primarné vyuzivanym zptsobem terapie. Pfestoze inhibitory
zaznamenavaji nevidané klinické Gspéchy a vétsina pacientll na 1écbu odpovida, CLL je stale
nevylécitelnym onemocnénim. Vyznamny faktorem, jez limituje lé¢bu inhibitory, je casto
pozorovana ziskana rezistence vuci témto terapeutikim. Vznik rezistence plyne jak z geneticky
podminénych, tak negenetickych mechanismi, jez se u pacientd buduji béhem lécby, pticemz
riziko jejich manifestace se s dobou 1écby zvySuje. V soucasnosti je kladen velky duraz
na objasnéni téchto mechanismti a dochazi k popisu mnoha dil¢ich adaptacnich procesu,
které riiznou mérou mohou k celkové rezistenci pfispivat. NejCastéj$imi inhibitory, s nimiz se
setkame v klinické praxi, jsou BTK inhibitor ibrutinib a BCL2 inhibitor venetoclax,
schvalenymi v roce 2013, resp. 2016. Tyto inhibitory blokuji kli¢ové signalni drahy
v malignich lymfocytech, které¢ jim umoznuji piezivani a proliferaci.

V piipadé ibrutinibu je cileno na drahu B-bunééného receptoru, jez je z hlediska fyziologie
esencialni pro spravny vyvoj a piezivani B-lymfocytt (Lam et al., 1997). Béhem preklinického
testovani ibrutinibu na in vitro a mysich modelech byla dokazana G¢inna indukce apoptozy
U leukemickych bunék (Ponader et al., 2012), nicméné tento efekt neni pozorovan u CLL
pacientd in vivo. Ackoliv je u pacienti mira odpovédi na ibrutinib velice vysoka,
az 90 % po ttech letech (Coutré et al., 2017), apoptdza probiha u malignich lymfocytt velice
pomalu. Vysledkem lé¢by ibrutinibem je totiz spiSe zastaveni proliferace CLL bun¢k a naruSeni
interakci v mikroprostiedi. To pak vede k pfechodné lymfocytoze zptisobené emigraci CLL
bun¢k z lymfatickych organti do periferni krve. Pfestoze jsou signdly z mikroprostiedi
povazovany za zivotné dulezité, maligni lymfocyty koluji v periferni krvi a v tomto na zZiviny
a signaly chudém prostiedi prezivaji po dobu mnoha mésicti, nez za¢nou podléhat apoptoze
(Burger et al., 2017; Byrd et al., 2015). Z tohoto hlediska je tedy dlouhodoba 1é¢ba nezbytna
pro dosazeni dostatecné klinické odpovédi. Bohuzel vSak pravé jednim z aspektii dlouhodobé
1é¢by inhibitory je jiz zminéné riziko vzniku rezistence.

Skutecnost, Ze jsou maligni bunky schopné béhem lécby prezivat v periferni krvi, ukazuje
na pfitomnost adaptacnich procest, kterymi buiiky kompenzuji absenci stimulti mikroprostfedi
v disledku inhibice kinazy BTK. Objasnéni téchto procesii Se stalo jednim z hlavnich smért

vyzkumu CLL v souvislosti s BTK inhibitory. Nové popisované mechanismy adaptace s sebou
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piinaseji velké mnozstvi potencialnich cilli terapie, protoze pravé kombinovana lécba inhibitory
predstavuje velice slibny pfistup, jak adaptacnim mechanismiim zabranit.

Vysledky na$i laboratofe ukazuji na zapojeni transkripéniho faktoru FoxO1 v adaptaci
na 1écbu ibrutinibem, konkrétné jsme popsali proces indukce adaptorového proteinu GABI
prostiednictvim FoxO1, v jejimZ dusledku dochazi ke zvySené aktivacni fosforylaci kinazy Akt
(Seda et al., 2021). Pravé obnova aktivity drahy kindzy Akt byla jednim z prvotné popsanych
mechanismi negenetické rezistence na 1é¢bu ibrutinibem (Kapoor et al., 2019). U jinych
B-bunécénych malignit, Burkittova a transformovaného folikularniho lymfomu, se setkavame
s piipady, kdy aberantni aktivita FOXO1 zapfi¢inéna mutacemi souvisi S patogenezi daného
onemocnéni (Kabrani et al., 2018; Pastore et al., 2015). Zajimavym aspektem z tohoto pohledu
je fakt, Ze Burkittv 1 transformovany folikularni lymfom jsou vysoce maligni a proliferativni
malignity. Je dilezité podotknout, Ze s podobnymi mutacemi se u CLL vibec nesetkavame
(Knishacher et al., 2022). Studie na CLL spiSe ukazuji na opacny fenomén, tedy ze pravé
indukce FoxO1 v dusledku inaktivace drahy BCR a osy PI3K-Akt pii 1é¢bé inhibitory
zprostiedkovava cytotoxicky efekt inhibitortt (Cosimo et al., 2019). Prozatim vsak neexistuji
zadna data, ktera by cilila na otazku, jakym zptsobem a do jaké miry jsou CLL bunky zavislé
¢1 nezavislé na aktivité tohoto proteinu.

Pro zodpovézeni otazky role FoxO1 u CLL jsme provedli analyzu DN A-vazebnych interakci
FoxO1 metodou CUT&RUN. Zvysena aktivita FoxO1 v podminkach ibrutinibu vyplyvajici
z celkového poétu vazanych gent souhlasi s u¢inkem inhibice BTK na down-stream signalizaci
BCR drahy, tedy zvyseni aktivity FoxO1 v dusledku snizené fosforylace kinazy Akt a inhibice
BTK (Hinman et al., 2007). Tato zvySena aktivita FoxO1 nicméné neukazuje na jeho roli
v adaptaci na tuto 1é¢bu, pouze vyplyva z Gcinki inhibice BCR drahy. Pfi pohledu na zatazeni
vazanych gena dosignalnich drah vSak lze nalézt pifevazné drahy souvisejici S piezivanim
¢i aktivaci bunék, a to jak u bun€k oSetifenych ibrutinibem, tak bun€k neosettenych. Timto
experimentem jsme ukdzali na zapojeni FoxO1 v né€kolika vyznamnych drahach, jez zajistuji
prezivani buné€k, a tim i na potencial tohoto transkripéniho faktoru v adaptaci na ibrutinib,
zda se jedna o pozitivni ¢i negativni regulaci téchto drah vSak zlstalo neobjasnéno. Odpoveéd
pfinesl experiment s inhibici FoxO1. Samotna inhibice FOXO1 Vv primarnich buiikdch vedla
K vyznamnému snizeni viability, které bylo navic prohloubeno v kombinaci s ibrutinibem.
Stejné negativni Uc¢inky méla inhibice FoxO1 také na proliferaci bunc¢k pii kultivaci
S podpirnymi bunkami. Pokud na tomto misté¢ spole¢né zhodnotime vysledky analyzy

signalnich drah a negativni vliv inhibice FoxO1 na leukemické bunky, tak je mozné usoudit,
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7e podstataregulace téchto vyhodnych signalnich drah transkripénim faktorem FoxO1 bude mit
u CLL bungk spiSe pozitivni charakter. Z tohoto pohledu jiz je mozné uvazovat FoxO1 jako
potencialni medidtor adaptace. Pro konkrétnéjsi zavéry je vSak za potiebi hlubsi analyzy
zapojeni FoxO1 v danych drahach, touto problematikou se nase vyzkumna skupina blize
zabyva a byl na ni recentné vypracovan manuskript. Pochopitelné je nutné i ovéfeni
na primarnich bunkach pacientd zopakovanim metody CUT&RUN. Potvrzenim vyznamu
FoxO1 v adaptaci na ibrutinib byla kompetitivni ristova assay, konkrétné §lo o porovnani wild-
type linie MEC1 s FoxO1-KO klony vytvofenych modifikaci této linie, a to za pfitomnosti
ibrutinibu. V téchto podminkach kultivace byl FoxO1l knock-out ve vyznamné ristové
nevyhodé, vysledek je tedy v souladu s nasi celkovou hypotézou. Souhrnem Ize FoxO1 oznacit
za vyznamny faktor v adaptaci na ibrutinib, inhibice ¢i absence tohoto transkripéniho faktoru
vyrazné znevyhodiuje leukemické buiiky v pfitomnosti ibrutinibu. Z praktického hlediska pak
inhibice FoxO1 pifedstavuje potencialné vhodného partnera pro kombinovanou lécbu s BTK
inhibitory, pokracovani vyzkumu timto smérem pak jednoznacné vyzaduje dalsi experimenty,
predevsim se zvifecimi modely.

Argumentem, ktery podporuje relevanci testovani FoxOl1 inhibitoru, je skutecnost,
ze inhibice FoxO1 ziskala terapeuticky potencial v 1écbé Burkittova lymfomu, u néhoz
se setkavame S aktivaénimi mutacemi tohoto transkripéniho faktoru (Gehringer et al., 2019).
Podobny zavér ma také recentni studie FoxO1 inhibice u lymfomu z plastovych bunék, dalsi
malignity s vysokou proliferacni aktivitou, kde bylo pozorovano zasadni postaveni
transkripéniho faktoru FoxOl1 z hlediska podileni se na pteziti a proliferaci malignich bunck,
a negativni dopad inhibice FoxO1 na pieziti bunék lymfomu (Jang et al., 2022). Pokud je tedy
mozné najit spojeni mezi aktivitou FoxO1 a proliferacni kapacitou malignich bunék, nabizi se
Vv této situaci také protiargument vyplyvajici z biologie CLL. CLL buiky jsou schopné
dlouhodobé¢ piezivat a proliferovat pouze v podminkach mikroprostfedi (Herishanu et al.,
2011). Z podstaty téchto procesi vime, ze dochazi k aktivaci kinazy Akt, ¢imz by také mélo
dojit k inaktivaci faktoru FoxO1 skrze Akt zprostiedkovanou fosforylaci, export z jadra
a degradaci FoxOl. Hypoteticky by se tedy FoxOl nemél tcastnit procesq,
které¢ v mikroprosttedi CLL aktivuji proliferaci. Jak se ale ukazalo, aktivita Akt a jaderna
lokalizace FoxO1 se vzdjemné nevylucuji (Sedaet al., 2021; Kabrani et al., 2018). Transkrip&ni
aktivita FoxO1 by tedy mohla mit také svlij dopad na proliferaéni kapacitu CLL bun¢k
v mikroprosttedi, na coz také ukazuje vysledek analyzy proliferace primarnich bunck

V podminkdch inhibice FoxO1l v nasem zjednoduseném modelu mikroprostfedi s buiikami
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HS5. Pokud tedy shmeme poznatky, Ze FoxO1 se ucastni obnoveni migracni aktivity béhem
1é¢by ibrutinibem (Seda et al., 2021), kdy by v diisledku navratu do mikroprostiedi mohla byt
zahajena proliferace bunék, jiz se z naSich vysledkt FoxO1 také ucastni, tak by kombinovana
terapeuticka inhibice ibrutinibem s inhibitorem FoxO1 mohla mit zasadni dopad na celkovou
uspesnost 1écby CLL. VSeobecnou dulezitost aktivity FoxO1 v odpovédi na 1é€bu ibrutinibem,
a tedy i relevanci z hlediska kombinované 1écby pak dokumentuje vysledek kompetitivni
ristové eseje, kdy byla FOxO1 knock-out linie ve vyznamné ristové nevyhodé oproti svému
wild-type protéjsku v pfitomnosti ibrutinibu.

Dalsim nejcastéji vyuzivanym inhibitorem Vv 1é¢bé CLL je venetoclax, BH3 mimetikum,
které je schopno blokace anti-apoptické aktivity proteinu BCL2. Tento inhibitor byl zaveden
v roce 2016 pro pacienty s mutaci v genu TP53, nicméné velice rychle poté se zacal pouZzivat
u vSech pacientti bez ohledu na prognostické markery ¢i kondici.

Nejcastéjsim dlivodem pieruseni lécby venetoclaxem je progrese onemocnéni, kterd se
projevuje az u 50 % pacient 1éCenych timto inhibitorem (Mato et al., 2020). Pfi¢inou této
progrese mohou byt mutace pfimo v genu pro BCL2, které zabranuji vazbé venetoclaxu.
Cetnost vyskytu tdchto mutaci pii progresi na venetoclaxu se mezi riznymi studiemi lis,
pohybuje se mezi 10 az 50 % sledovanych piipadi (Thijssen etal., 2022; Blombery et al., 2019;
Kuang et al., 2022). Resenim tohoto typu rezistence je pouze zména na jiny typ inhibitort,
pfedev§im BCR inhibitory, nicméné tato varianta mize byt netinna u pacientli, u nichz
v minulosti probéhla progrese 1 na tomto typu lécby. Dalsi z pficin relapsu je zvySeni hladin
ostatnich anti-apoptickych BCL2 proteinti, nejcastéji se pak jedna o BCL-XL a MCL1
(Haselager et al., 2020). ZvysSeni exprese BCL-XL bylo spojeno piedevsim se stimuly
z mikroprostfedi. Uvnitt lymfatickych orgdni dochazi ke stimulaci drdhy NF-kB,
po niz pozorujeme navySeni hladin BCL-XL, ktery je popsanym cile transkripéniho faktoru
NF-xB (Haselager et al., 2021). Zapojeni této drahy bylo recentné popsano i Ve zvyseni hladin
MCL1, a to dokonce mimo lymfatické organy (Thijssen et al., 2022). Manifestaci tohoto typu
rezistence by bylo mozné ptedchézet pravé kombinovanou inhibi¢ni 1é¢bou. Pro prvni zminény
mechanismus se nabizi kombinované 1écba s BCR inhibitory, které jsou schopné narusit vazby
mikroprostiedi. U druhého mechanismu se Ize setkat se studiemi ¢inné kombinace inhibitort
BCL2 a MCL1 u akutni myeloidni leukémie (Ramsey et al., 2018).

Studium adapta¢nich zmén u CLL vedoucich k manifestaci rezistence a relapsu pii 1écbé
venetoclaxem se od studia adaptace na BCR inhibitory vyznamné lisi. Na rozdil od drah

cilenych BCR inhibitory, kde inhibované molekuly reguluji rozsahlou down-stream signalizaci
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vedouci ke zméné transkripce, inhibice BCL2 vede k okamzitému spusténi apoptdzy,
kdy buiikky maji minimalni ¢as ke spusténi hypotetickych kompenzacnich drah a zméné¢ exprese
smérem Kk rezistentnimu fenotypu. SpiSe neZz o adaptaci, mizeme u venetoclaxu hovofit
0 intenzivni selekci preexistujiciho fenotypu, ktery se mtize u CLL bunék Vv urcité subklonalni
populaci vyskytovat. Toto tvrzeni je také podpoieno pfitomnosti rozsahlé heterogenity CLL
bunék u rezistentnich pacientt, kdy je tato heterogenita pozorovana i mezi jednotlivymi CLL
bunikami jednoho pacienta (Thijssen et al., 2022).

Vyznam transkripéniho faktoru FoxO1 v adaptaci na ibrutinib jsme potvrdili, a proto se
nabizela otdzka, zda miiZe transkripéni faktor FoxO1 néjakym zptisobem modulovat senzitivitu
k venetoclaxu, dalsimu klinicky relevantnimu inhibitoru. Z literatury vyplyva, ze FoxOl
zastava b&hem vyvoje B-lymfocytii vyznamnou pozici a bylo ukdzano, Ze se tento transkripéni
faktor mize podilet na signalizaci apoptozy (Modur et al., 2002; Gilley et al., 2003). Nase
vysledky CUT&RUN ukazuji na piimou regulaci nckolika ¢leni BCL2 rodiny, vcetné
venetoclaxem inhibovaného BCL2 proteinu. Krom genu pro BCL2 analyza odhalila vazbu
FoxO1 na gen anti-apoptického BFL1/Al, a geny pro-apoptickych BIM a BMF. Z tohoto
hlediska se tedy studium FoxO1 v souvislosti s venetoclaxem jevi jako relevantni. Zajimavou
je z tohoto pohledu zvysena exprese BCL2 a snizena exprese BIM u FoxO1-KO linie MEC1
z vysledka western blotu. Oba proteiny lze povazovat z hlediska CLL za velice vyznamné.
Expresi BCL2 lze oznacit za jednu z kanonicky deregulovanych u CLL, kdy jsou pozorovany
az 25krat vyssi hladiny u malignich B-lymfocytd nez u zdravych protéjska (Hanada et al.,
1993). V ptipadé molekuly BIM zde mame piimou navaznost na inhibiéni 1é¢bu. Uginek BH3
mimetik je totiz zavisly na pfitomnosti tohoto apoptického aktivatoru (Del Gaizo Moore et al.,
2007). Logicky jsme na tétolinii otestovali koncentra¢ni fadu venetoclaxu, z vysledki viability
vychazi, ze FoxO1 knock-out linie vykazuje také zvySenou odolnost vi¢i inhibici BCL2,
coz by odpovidalo vySe zminénym zjisténim Del Gaizo Moorové z roku 2007.

Problematika aktivity FoxO1 v souvislosti s citlivosti na venetoclax ma svij presah také
v kontextu kombinované inhibi¢ni 1é¢by BTK inhibitory s venetoclaxem, ktera je aktualné
predmétem nékolika Klinickych studii. Vysledky zvysené aktivity FoxO1 pii 1é¢bé ibrutinibem,
jez byly predmétem diskuze v piedchozi ¢asti, Vv této souvislosti piinadseji zajimavou otazku.
Mezi BTK inhibitory a venetoclaxem je pozorovdna vyznamna synergie, jak v preklinickém
vyzkumu, tak klinickych testovanich (Jain et al., 2019; Kater et al., 2021). Pfi 16¢b¢ ibrutinibem
sledujeme zvySeni aktivity FoxOl, v pfipadé FoxO1l-KO pak zvySenou odolnosti

k venetoclaxu, nabizi se tedy hypotéza, zda neni transkripéni faktor FoxO1 modulatorem
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pozorované synergie mezi BTK inhibitory a venetoclaxem. Molekularni pfic¢ina synergie BTK
a BCL2 inhibice se ptedpoklada z jiz popsanych G¢inkd jednotlivych inhibitortt na signalni
drahy, to, zda mize FoxO1 také modulovat tuto synergii vSak popsano nebylo. Odpovéd by
mohly pfedstavovat experimenty s konstitutivné aktivnim FoxOl1, popf. overexprese tohoto

proteinu.
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6 Souhrn

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nejCastéjsi leukémii dospélych v Zapadnim svéte.
Jedna se o nevylécitelné onemocnéni, které se vyznacuje hromadénim malignich B-lymfocytii
se specifickym imunofenotypem v krvi, lymfatickych orgénech a kostni dfeni. Jednou
zZ charakteristik tohoto onemocnéni je zavislost malignich B-lymfocyti na signéalech
mikroprostfedi, v nejvétsi mife pak na aktivité drahy B-bunééného receptoru (BCR). Velice
uspeSnym terapeutickym pfistupem je lécba tzv. nizkomolekularnimi inhibitory, které blokuji
signalni drahy potfebné k preZiti leukemickych bunék a v soucasnosti predstavuji primarni
volbu v 1é€bé CLL. Bohuzel, jednim z aspektt této 1éCby je manifestace rezistence, jeZ prameni
jak z genetickych, tak negeneticky podminénych mechanismii. Pravé studium negenetickych
mechanismi, které spoc¢ivaji v riiznych zpiisobech adaptace aktivity signalnich drah k inhibi¢ni
lécbe, je velice atraktivnim smérem vyzkumu a klade si za cil nalezeni takovych kombinaci
inhibitorti signalnich drah, které by dokézaly spole¢né s hlavni signalni drdhou také blokovat
kompenzacni signalizaci v malignich B-lymfocytech. Tato diplomova prace testuje roli
transkripcniho faktoru FoxO1 v odpovédi na nejcastéji vyuzivané inhibitory signalnich drah
v klinické praxi— inhibitor BCR signalizace ibrutinib a inhibitor anti-apoptického proteinu
BCL2 venetoclax.

V souvislosti s 1é¢bou ibrutinibem nase laboratoi popsala adapta¢ni mechanismus, ktery je
zprostiedkovan pravé transkripénim faktorem FoxO1 (Seda et al., 2021). Jedna se o diikaz
onkogenni aktivity toho transkripcniho faktoru, kterd doposud nebyla u FoxO1 v ptipadé CLL
popsana. Prace potvrzuje, Ze b&hem lécby ibrutinibem jsou leukemické bunky vyznamné
zavislé na aktivit¢ FoxOl, ktera se pravé pfi¢inou lécby zvysuje. Inhibice FoxO1l vede
k apoptoze CLL bungk, a to i za piitomnosti protektivnich signaltt z mikroprostiedi. SniZena je
I schopnost proliferace malignich bunék. Indukce apoptdzy i snizeni proliferace jsou dale
posileny kombinaci FoxOl inhibitoru s ibrutinibem. Z toho hlediska se jevi kombinovana
inhibice BCR drahy spole¢né s FoxO1 inhibici jako perspektivni terapeuticky pfistup.

Absence FoxO1 naopak vedla k vyssi odolnosti k 1é¢bé venetoclaxem u nasi FoxO1 knock-
out linie. Knock-out FoxO1 vedl ke zvyseni hladin anti-apoptického BCL2, a naopak ke snizeni
hladiny pro-apoptického BIM. Tato pozorovani ukazuji na mozné zapojeni FoxO1 v odpoveédi
na lé¢bu venetoclaxem. Pochopeni role FoxO1 v souvislosti s u¢inkem venetoclaxu ma vyznam
pro studium sledované synergie mezi ibrutinibem a venetoclaxem, kdy pravé FoxO1 mize byt

jednim z mediatoril tohoto synergického vztahu mezi inhibitory.
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7 Summary

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common leukemia in the Western world.
Itis an incurable disease, that is characterized by an accumulation of malignant B-lymphocytes
with specific immunophenotype in peripheral blood, lymphatic organs, and bone marrow.
A typical feature of this malignancy is its dependency on stimuli from microenvironment and
pathway signaling, especially on activity of B-cell receptor (BCR) pathway. A very successful
therapeutic approach is a treatment with “small molecule” inhibitors that effectively block these
pro-survival pathways, and currently represent the primary choice in the therapy of CLL.
Unfortunately, manifestation of resistance resulting from genetic or non-genetic mechanisms
of compensatory signaling can occur during the treatment. Studying non-genetic mechanisms
of adaptation to the inhibition therapy, is a very attractive topic of research, and aims to find
such inhibitory combinations that, together with the main signaling pathway, could also block
the adaptive compensatory signaling in malignant B-cells. This thesis tests the role of the
FoxO1 transcription factor in the response to the most frequently used inhibitors in clinical
practice — BCR inhibitor ibrutinib and an inhibitor of anti-apoptotic BCL2, venetoclax.

In context of ibrutinib treatment, our laboratory described an adaptation mechanism that is
mediated by the transcription factor FoxO1 (Seda et al., 2021). This is the first evidence
of oncogenic activity of FoxO1 not yet described in CLL. The thesis confirms that during
ibrutinib  therapy, leukemic cells are greatly dependent on the activity of FoxOl,
which is increased due to the therapy. Inhibition of FoxO1 leads to apoptosis of CLL cells,
even in the presence of pro-survival microenvironmental stimuli. We also observed a decreased
proliferation upon FoxO1 inhibition. Both, apoptosis induction and proliferation decrease, were
deepened in combination of FoxO1 inhibitor and ibrutinib. The combined inhibition of the BCR
pathway together with FoxO1 inhibition thus appears as a promising therapeutic approach.

On the contrary, absence of FoxO1 enhanced resistance to venetoclax therapy in our FoxO1
knock-out cell line. The knock-out led to upregulation of anti-apoptotic BCL2
and downregulation of pro-apoptotic BIM. These discoveries suggest FoxO1 involvement
in the response to venetoclax therapy. Furthermore, our findings might be relevant for the study
of observed synergy between ibrutinib and venetoclax, where FoxO1l could mediate

this synergistic effect, as well as for understanding the global role of FoxO1 in CLL.
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