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Nézev diplomové prace: Hodnoceni vlivu novych FLT3 inhibitori na akumulaci
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Inhibitory fms-podobné tyrosinkinazy 3 (FLT3) pfedstavuji novou generaci 1€Civ v terapii
akutni myeloidni leukémie (AML). Standardni 1écba AML je zahajena indukéni terapii
zahrnujici kombinaci cytarabinu s antracykliny. Jeji nevyhodou je vznikajici rezistence ¢asto
zpisobena vlivem ABCBI efluxniho transportéru. Jako prospésny ptistup k terapii se proto
jevi soucasnd inhibice FLT3 a ABCBI, ktera byla prokdzana u FLT3 inhibitort midostaurinu
a gilteritinibu pouZivanych v klinické praxi. Jejich U¢innost vSak klesa, proto je snaha
vyvinout nové molekuly inhibujici FLT3. Cilem nasi prace bylo zjistit, zda dva nadéjné nové
FLT3 inhibitory (7225, 7596) budou inhibovat i ABCB1. Kromé& promyelocytarni bunécné
linie se zvySenou expresi ABCBI (HL60-ABCBI1) a parentnich HL60-par jsme pro
hodnoceni pouZili 1 AML bunécné linie (MOLM-13, THP-1, Kasumi-1). Akumulac¢ni studie
na HL60-ABCB1 prokéazaly silnou schopnost latek 7225 1 7596 inhibovat
ABCBIl-mediovany eflux. Souc¢ésti této prace je i charakterizace leukemickych linii ve
smyslu genové exprese ABCBI a proteinové exprese u vybranych modeli. Exprese ABCBI
byla u HL60-ABCB1 potvrzena jak na tirovni mRNA, tak pomoci Western blottingu. Linie
Kasumi-1 exprimovala ABCBI mén¢ a funkcni inhibice ABCB1 nebyla prokdzana. Exprese
ABCBI v liniich MOLM-13 a THP-1 byla zanedbatelna a tyto buiiky tak nepfedstavovaly
vhodny model pro studium funkce ABCBI a jejiho ovlivnéni. Zavérem tato prace odhalila
dva nové inhibitory FLT3 se silnym ABCBI inhibi¢nim potencidlem, ¢imZ by mohly

pfedstavovat 1éc¢iva s vyhodnym kombina¢nim tu¢inkem v terapii rezistentni AML.



Abstract
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Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) inhibitors represent a new generation of drugs in the
treatment of acute myeloid leukemia (AML). Standard therapeutic regimen of AML is
initiated with induction therapy consisting of cytarabine and anthracyclines. The
disadvantage of this combination is emerging resistance often caused by the
ABCBI1-mediated efflux. Therefore, simultaneous inhibition of FLT3 and ABCBI, which is
inhibited by FLT3 inhibitors used in clinical practice, appears to be a beneficial approach to
therapy. However, their effectiveness is declining hence the effort to develop new
FLT3-inhibiting molecules. The aim of our work was to evaluate whether our two promising
new FLT3-inhibiting compounds would inhibit ABCB1 as well. Promyelocyte cells
overexpressing ABCB1 (HL60-ABCBI1) and parent HL60-par were used in this study
alongside AML-derived cell lines (MOLM-13, THP-1, Kasumi-1). Employing accumulation
studies on HL60-ABCBI, strong inhibitory effect towards ABCB1 was demonstrated for
both studied compounds. This work includes characterization of cell lines in terms of ABCBI
gene expression and protein expression. ABCB1 expression was confirmed in HL60-ABCBI1
both at the mRNA level and protein level (using Western Blotting). Kasumi-1 expressed
ABCBI very weakly and inhibition of ABCBI1 function was not observed. In MOLM-13 and
THP-1, ABCBI1 expression was negligible and thus these cells did not represent suitable
models for studying ABCBI function. In conclusion, this study has revealed two novel FLT3
inhibitors as potent inhibitors of ABCBI1, which could represent novel compounds with a

beneficial combination effect in the treatment of resistant AML.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ABC ,»~ATP-binding casette*, ATP-vazajici membranovy transportér

ABCBI1 ABCBI1 membranovy protein, P-glykoprotein, P-gp

ABCCl1 ABCC1 membranovy protein, ,multidrug resistance protein-1°,
MRP1

ABCG2 ABCG2 membranovy protein, breast cancer resistance protein, BCRP

ADP adenosindifosfat

AML akutni myeloidni leukémie

API voda pro injekci

APS peroxodisiran amonny

ATP adenosintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin

CDK cyklin-dependentni kinaza

DAU daunorubicin

FLT3 fms-podobna tyrosinkinaza 3

HEB hematoencefalick4 bariéra

HL60-par parentni bunécéna linie HL60

HL60-ABCB1 bunééna linie HL60 s exprimovanym ABCB1 transportérem

LY 335979 LY, zosuquidar, modelovy inhibitor pro ABCBI

MDR mnohocetna Iékova rezistence

MQ Milli-Q voda

NBD cytoplasmatickd doména vazajici nukleosid

PBS fostatovy pufr

PCR polymeréazova fetézova reakce

SDS dodecylsulfat sodny

TBS-T Tris Buffered Saline + Tween-20

TEMED tetramethylethylendiamin

TMD transmembranova doména



2 UVOD

I ptes pouziti intenzivni konvencni chemoterapie a transplantace krvetvornych kmenovych
bunck, zistava akutni myeloidni leukemie (AML) stile obtizné 1éCitelnym malignim
onemocnénim krve. VétSina pacientll zemie ptfimo v souvislosti s vlastnim onemocnénim,
nemald ¢ast vSak i vlivem komplikaci zplisobenych pomérné agresivni protinadorovou
1é¢bou. Potieba novych chemoterapeutik, které jsou efektivni a zdrovein dobfe tolerovana, je
nezpochybnitelnd prevazné u starSich a kiehich pacienti. Pro AML je charakteristicka
heterogenita onemocnéni, diky které se odpovéd’ na 1é¢bu u jednotlivych pacientii velmi lisi.
Bylo identifikovano nékolik prognostickych ukazatelti souvisejicich s charakteristikami
pacienta a jeho zdravotnim stavem, fenotypovym zafazenim majoritni populace jeho
leukemickych bunék a dale jejich cytogenetickymi vlastnostmi a odchylkami (Popat, 2011).
U pacienti s AML casto dochéazi ke genetickym mutacim, pficemz mutace fms-podobné
tyrosinkinazy 3 (FLT3) patii mezi jednu z nejcastéjSich. Pti FLT3 mutaci dochazi ke stalé
aktivaci FLT3 receptoru, coZ ma za nasledek nekontrolovanou proliferaci bunék. Pritomnost
FLT3 mutace je spojena se Spatnou progndézou AML, a proto je kladen dlraz na vyvoj FLT3

inhibitorti (Daver, Schlenk, Russell, & Levis, 2019).

Krom¢ mutaci je uspéSnost konvencni chemoterapie Casto ohrozena taktéz vznikem
mnohocetné 1ékové rezistence (MDR), kdy se nadorové builky stavaji rezistentni vici
velkému mnoZstvi chemoterapeutickych latek, které mohou byt odlisné ve funkci 1 strukture.
Jednim z hlavnich mechanismt ve vzniku MDR fenoménu zejména pii 1écbé antracykliny,
které stale tvoii esencidlni sloZku indukéni chemoterapie AML, jsou efluxni membranové
transportéry schopné ptenaset fadu substratli proti koncentraénimu gradientu, a tak snizovat
intracelularni kumulaci 1é¢iva (Borowski, Bontemps-Gracz, & Piwkowska, 2005).
Identifikace transportérii podilejicich se na MDR mitize zvySit Sanci 1€cby AML. Inhibici
ABCBI, nejvice prozkoumaného ATP-vézajiciho kazetového (ABC) transportéru, muize
dojit k vyraznému zlepSeni vysledkli konvencni cytotoxické terapie (Mahadevan & List,
2004). Schopnost inhibice ABCB1 pomoci nového FLT3 inhibitoru midostaurinu byla
prokazana nedavno nasi skupinou, jak u bunéénych modeld, tak mononuklearnich bunék
AML pacientli, kde midostaurin vyrazné zvySoval vnitrobunéénou koncentraci, a tim i

efektivitu terapie antracykliny. Kombinovanéd inhibice FLT3 a ABCBI se tak jevi jako



potencidlné prospésny piistup ke zvySené ti€innosti anti-AML chemoterapeutik. Tato prace
se proto timto tématem dale zabyvala. Pro t¢el hodnoceni novych FLT3 inhibitorti byly
v laboratofi nove zavedeny bunécné linie odvozené od AML, u nichz byla nejprve hodnocena
genova a proteinova exprese ABCB1. Nésledné byla zkouména schopnost inhibice tohoto

transportéru dvéma experimentalnimi FLT3 inhibitory oznacenymi pracovnimi kody 7225 a
7596.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Charakteristika AML

AML je hematologické maligni onemocnéni charakteristické klonalni expanzi myeloidnich
blast v periferni krvi, kostni dfeni a jinych tkanich. Jednd se o nejcastéjsi formu akutni
leukémie u dospélych pacientti (O'Donnell et al., 2012). V dne$ni dobé je AML Iécitelna u
35-40 % pacientil mladsich 60 let a pouze u 5-10 % pacienti star§ich 60 let (Wang, 2014).
Uspé&snost terapie udavana jako pétileta doba pieZiti je 30,5 % (NIH, 2022a). U starsich
pacientl, ktefi nejsou schopni dostavat intenzivni chemoterapii, je vysledek terapie velmi
neptiznivy s medidnem pieziti pouze 5 az 10 mesicli. Pro AML je typicka heterogenita, nizka
doba preziti a vysoké riziko relapsu. Prognozu zhorsuje i fakt, ze AML pacienti byvaji ¢asto

rezistentni ke standardni 1é¢bé (Dohner, Weisdorf, & Bloomfield, 2015).

Standardni terapeuticky rezim, znamy jako 3+7, se sklada z daunorubicinu podavaného po
dobu 3 dnti a kontinualniho podani cytarabinu po dobu 7 dnt. U pacientti s vysokym rizikem
relapsu je dale vyuzivana konsolida¢ni terapie, véetné alogenni transplantace kmenovych
bunék. I pfesto, Ze tento rezim ma dileZité postaveni v terapii AML jiZ mnoho let, miiZe byt
Spatné tolerovan, ptedevSim u pacientl s komorbiditami, hor§im zdravotnim stavem nebo
vy$$im vE€kem. Kromé toho, neuspokojiva odpovéd’ na lécbu byla zaznamenana také u
pacientdl s pfitomnymi vysoko-rizikovymi cytogenetickymi zménami nebo molekularnimi

mutacemi (Daver et al., 2020).

Mutace FLT3 je pfitomna piiblizné u 1/3 pacient s AML. Jedna se o jednu z nej¢astéjsich
u pacientl a kratsi dobu celkového preziti (Daver et al., 2019). V soucasnosti se proto zjist'uje
pfitomnost FLT3 mutace prostiednictvim diagnostickych vysetfeni, aby se optimalizovala
terapie jednotlivé u kazdého pacienta. Receptorova tyrosinkindza FLT3 exprimovana na
krvetvornych progenitorovych a dendritickych buinikach je zodpovédna za proliferaci,
diferenciaci a regulaci téchto bunék. Stala aktivace tyrosinkinazy FLT3 zptsobuje potlaceni
apoptozy a diferenciace leukemickych bunck, véetn€ deregulace proliferace leukemickych
bunck. Cilem 1éCby je tedy zabranit nadmérné aktivité FLT3 jeji inhibici (M. Wu, L1, & Zhu,
2018).
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3.1.1 FLT3 inhibitory
Kvili zvySené frekvenci vyskytu mutace FLT3 a jeji nepfiznivé progndéze u AML pacienti

je snaha vyvinout inhibitory cilici na tuto tyrosinkindzu. Mechanismus FLT3 inhibitort
spoc¢iva v kompetitivni inhibici vazebnych mist ATP na FLT3 receptoru, kterd vede k zastave

bunécného cyklu a diferenciaci (Cerchione et al., 2021).

Nyni jsou v klinické praxi registrovany pouze dva FLT3 inhibitory, midostaurin a gilteritinib,
diky kterym doslo k vyraznému zvySeni uspéSnosti 1écby AML (M. Wu et al., 2018).
Midostaurin byl schvalen Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro 1é¢bu AML
s detekovanou mutaci FLT3. V 3. fazi randomizované¢ multicentrické studie RATIFY
vzrostla ¢tyfleta doba preziti u pacientii léCenych kombinaci ,,3+7 s midostaurinem z 44,3
% na 51,4 % a median doby pfeziti byl u pacientli 1é€enych kombinaci ,,3+7° roven 74,7
meésicim oproti 25,6 mésicim u pacientll s placebem. Gilteritinib byl schvalen FDA pro
1é¢bu refrakterni AML s FLT3 mutaci a 1é¢bu relabujici AML. Tieti faze multicentrické
klinické studie ADMIRAL prokazala jeho ucinnost, kdyz 34 % pacienti lécenych
gilteritinibem dosdhlo kompletni remise, zatimco ve skupiné pacientll bez uziti gilteritinibu
bylo dosazeno kompletni remise pouze u 15,3 % pacientl (Cerchione et al., 2021; Perl et al.,
2019). Dalsi FLT3 inhibitory jako napf. quizartinib a crenolanib jsou zatim v pokrocilém

stadiu klinického vyvoje (Daver et al., 2020).

Experimentalni 1é¢iva 7225 a 7596 pouzitd v této praci se jevi jako efektivni inhibitory FLT3
a zaroven cyklin-dependentnich kindz 2 a 4 (CDK2, CDK4). Cyklin-dependentni kin4zy hraji
dilezitou roli v regulaci bunééného cyklu, transkripce a opravy DNA a predstavuji
terapeuticky cil u mnoha nadord (Lee & Zeidner, 2019). Nerovnovaha v aktivité CDK2 a
CDK4 muze vést ke zvySené proliferaci bun¢k (Murphy & Dickler, 2015). Kombinovany
inhibi¢ni uc¢inek FLT3 a CDK2/4 se proto jevi jako prosp€sny v terapii pacienta s AML.

3.2 ABC transportéry
3.2.1 Obecna charakteristika

ABC transportéry patii mezi membranové proteiny, které aktivné ptfenaseji ligandy pres

biologické membrany pomoci ATP hydrolyzy. ABC transportéry jsou pfitomny u vSech
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zivocisnych druht a u ¢lovéka bylo doposud zaznamenéno dohromady 48 ABC transportérii
(Linton, 2007). Jedna se o jednu z nejvétsich skupin transmembranovych proteind, ktera je
rozdélena do 7 podrodin, oznacovanych pismeny A-G (ABCA-G) (Begicevic & Falasca,
2017). Jejich role je vyznamna z klinického hlediska, nebot’ efluxnim mechanismem
nékterych ABC transportéri mize dochazet k mnohocetné lékové rezistenci. Naopak
v disledku mutaci téchto transportéri dochazi k jejich dysfunkci, coz vede k rozvoji

genetickych nemoci véetné poruchy krvaceni, onemocnéni jater a oc¢i (Linton, 2007).

3.2.2 Funkce
Fyziologicka funkce ABC transportérii spo¢iva v transportu Zivin do bunék, regulaci pohybu

slou€enin pfes membrany, sekreci proteinil, regulaci syntézy proteintl, prezentaci antigent a
mnoho dal$ich. Podle sméru aktivniho transportu se ABC transportéry déli na importéry a
exportéry. Importéry jsou zodpovédné predevsim za piijem zivin do bunék bakterii, zatimco
exportéry za eflux latek ve sméru ven z buné€k, véetné bunék Zivocisnych. Vlivem efluxu
latek dochézi v buiikach také ke snizené dostupnosti nékterych chemoterapeutik, kterych
intracelularni akumulace je vazéana na tyto transportéry, a tedy k selhavani terapie (George,

2016).

3.2.3 Struktura a mechanismus
ABC importéry 1 exportéry jsou sloZzené minimalné ze 4 domén — 2 transmembranovych

domén (TMD) a 2 cytoplazmatickych domén vazajicich nukleotid (NBD), které pohéané;ji
transport hydrolyzou ATP. Obé¢ jednotky NBD (NBD1 a NBD2) tvoti symetricky dimer se
2 jednotkami ATP, které jsou vloZené na rozhrani dimeru diky vazbam s fostatovou smyckou
a charakteristické sekvenci ,,LSGGQ®*. TMD obsahuji nékolik transmembranovych
Sroubovic, které spole¢né vytvareji transmembranovy pér. Po navazani substratu na TMD
dochazi k hydrolyze ATP na adenosindifosfit (ADP) v NBD, kterd vede ke zméné
konformace v TMD, cozZ umozni transport z vn¢ a vnitiku bunky pfes lipidovou dvojvrstvu
(Obr. 1). ABC transportéry umoziiuji transport ptes membranu Sirokému spektru substrata —

od nukleosidli, aminokyselin, vitamini aZ po polysacharidy, peptidy a lipidové molekuly.
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Vétsina ABC transportéri je u eukaryot tvoiena jedinym polypeptidem, ktery obsahuje
vSechny 4 domény. Existuje par vyjimek, které jsou sestaveny z poloviéniho mnozstvi domén
a spolecné tvoifi homodimer nebo heterodimer. Spolecnym prvkem pro vSechny ABC
transportéry je pritomnost smycky véazajici fosfat a sekvence “LSGGQ” v NBD, ktera se
podili na vazbé nukleotidi (Wilkens, 2015).

A TMDA TMDZ2
ﬂ [\-‘H ﬁ ﬂ f\"" ﬂ Extraceilular space
=] [ [y [—
1] 12 3 4 56 Tia [9aq g Lipid bilayer

Cytosol

NBD2 —COCH

B step | step |l step Il step IV

Extracellular space

Obr. 1 Obecna struktura a mechanismus transportu litek pies ABC transportéry

(A) Charakteristicka struktura ABC transportéru slozeného ze 2 transmembranovych domén
(TMD1 a TMD?2) a 2 cytoplazmatickych domén vazajicich nukleotid (NBDI a NBD2). Kazda
TMD je navic slozena z nékolika transmembranovych sroubovic.

(B) Mechanismus transportu ldtek je slozen ze 4 krokii: (I) navazani substratu na TMD, (11)
zmeéna konformace TMD zpiisobena hydrolyzou 2 ATP na ADP v NBD a uvolnéni substratu
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v intracelularnim prostoru, (IIl) uvolneni ADP a inorganického fosfatu (Pi), (IV) obnoveni
privodni konfigurace ABC transportéru.

Prevzato z: (C. Wu, Chakrabarty, Jin, Liu, & Xiao, 2019)

3.2.4 Lokalizace
ABC transportéry se vyskytuji ve vétSin¢ zdravych tkani. V placenté, jatrech a

hematoencefalické bariéfre (HEB) se naptiklad podileji na detoxikaci od organickych
hydrofobnich molekul (Wilkens, 2015). Avsak nékteré ABC transportéry mohou byt vice
exprimovany také v nadorovych bunkach (Begicevic & Falasca, 2017). Patii mezi né
ABCBI1, ABCCI1 a ABCG2, které svou pritomnosti v tumorovych buiikaich mohou vést
k jejich ochrané a ptispivat tak k nizké efektivite 1écby (Wilkens, 2015).

3.2.5 Mnohocetna lékova rezistence
Castym problémem pii 1é¢bé rakoviny je rozvoj mnoholetné lékové rezistence (MDR)

(Robey et al., 2018). MDR fenomén nastavd, kdyz nddorovd buiika vystavena jedné
chemoterapeutické latce, vykazuje rezistenci také k jinym chemoterapeutickym latkam
odlisné struktury a funkce (Choi, 2005).

Rezistence miiZze byt zpiisobena fadou mechanismii v nddorovych bunikach. Mezi tyto
mechanismy patii aktivace enzymil metabolizujicich léky (napt. CYP450), aktivace
mechanisml opravy DNA, naruSeni signdlnich cest ovliviiyjicich apoptdzu, sniZzeni influxu
1éCiv a zvySena aktivita efluxnich pump (Jaramillo, 2018). Mezi nejvice zkoumané
mechanismy vedouci k MDR se znamou klinickou vyznamnosti patii transportéry, které
zprostfedkovavaji eflux cytotoxickych latek zbunék (Choi, 2005). V souasnosti se
predpoklada, ze pringjmenSim 15 ABC transportéri pfispiva k rezistenci na
chemoterapeutika, piicemz mezi nejdalezitéjsi patii ABCB1, ABCCIl a ABCG2.
Overexprese téchto transportérii je spojovana se Spatnym vysledkem terapie u pacientll

(Jaramillo, 2018). Jejich struktury jsou zobrazené na Obr. 2.
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P-gp/ABCB1

MRP1/ABCC1

BCRP/ABCG2

O =nucleotide binding domain N=amino terminus C= carboxyl terminus

Obr. 2 Znazornéni struktury ABC transportéri spojovanych s MDR

Schéma znazornuje strukturu nejvyznamnéjSich ABC  transportérii  zpusobujicich
mnohocetnou lékovou rezistenci: (A) P-gp/ABCBI transportér, (B) MRPI1/ABCCI
transportér, (C) BCRP/ABCG?2 transportér.

Prevzato z: (Jaramillo, 2018)

3.2.6 ABCBI1
ABCBI1 (P-glykoprotein, P-gp) je jednim z prvnich objevenych a nejvice prozkoumanych

efluxnich transportérii. Jedna se o ABC transportér, ktery hraje vyznamnou roli v rezistenci
k cytotoxickym latkdm. Je slozen z 1280 aminokyselin, které jsou kodovany jako jeden
polypeptid. Transmembranova doména je slozena ze 12 Sroubovic a jeho molekulova
hmotnost ¢ini 140 kDa (George, 2016). Hlavni funkci ABCBI transportéru je ochrana téla
pted toxickymi latkami a xenobiotiky jejich vylu¢ovanim do Zluci a moci a zamezenim jejich

vstupu do plodu, mozku a varlat (Jaramillo, 2018). ABCB1 umoziluje transport Sirokého
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spektra 1éCiv a xenobiotik z intraceluldrniho prostoru do extracelularniho v mnoha tkénich,
jako napftiklad ve stfevech, jatrech, ledvinach a HEB. Jeho lokalizace je zndzornéna na Obr.

3.

Bile Brain parenchyma W
canaliculi
Hepatocyte Endothelial p ADP
cell P
P-gp P-gp
aop AT
Capillary Capillary
\, lumen (blood) lumen (blood) )
rlntestinal Proximal tublule )
lumen lumen (urine)
P-gp P-gp
Intestinal ppp ATP Proximal app ATP
epithelial tubule
cell cell
Capillary Capillary
\_lumen (blood) lumen (blood) )

Obr. 3 Lokalizace ABCBI1 transportéru

ABCBI transportér je lokalizovany v mnoha tkanich, kde zaujima nekolik klicovych
funkcnich roli. (A) ABCBI jako jedna ze slozek HEB ochranujici mozkovou tkan pred
vniknutim xenobiotik pres endotel. (B) Podporuje vylucovani jater transportem latek
s omezenou rozpustnosti ve vode. (C) Zajistuje vylucovani ve vodeé rozpustnych latek moci
v proximalnich tubulech nefronu. (D) Brani absorpci patogenii a toxinii ze stravy.

Prevzato z: (Hano et al., 2018)
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Mezi substraty ABCBI1 transportéru patfi mnoho chemoterapeutik, napi. docetaxel,
paklitaxel, irinotekan, vinkristin, doxorubicin, vinblastin, mitoxantron, teniposid, topotekan,
etoposid, imatinib, sunitinib, ale i IéCiv z jinych farmakodynamickych skupin (napt. digoxin,
antivirotika maravirok, ritonavir ad). Vysoké hladiny exprese ABCBI1 vedou ke sniZeni

intracelularni koncentrace 1€¢iv, coz vede k rozvoji bunécné rezistence na protirakovinna

1&&iva (Ankathil, 2017).

3.2.6.1 ABCBI ve spojitosti s AML
Jeho zvysena aktivita je povazovana za Spatny prognosticky faktor AML (Boyer et al., 2019).

Ve studii Boyera a kol. zahrnujici 150 nové diagnostikovanych pacientii byly blastové buiky
s expresi ABCBI1 pfitomny u 71 z nich. U téchto ABCBI-pozitivnich pacientii byla
zaznamenana kratsi doba remise a vyrazné sniZzena Sance na kompletni remisi. ABCB1 muze
vyvolat rezistenci na antracykliny, které patii mezi léky 1. linie v terapii AML. ZjiSténi
ABCBI1 exprese u pacienta miize slouzit jako uzite¢na informace k optimalizaci vybéru

chemoterapie.
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4 CIL PRACE

Tato experimentalni prace méla dva zékladni cile. Prvnim bylo ovéfit expresi ABCBI
transportéru ve 3 leukemickych bunécnych liniich — MOLM-13, Kasumi-1 a THP-I.
Bunécéna linie HL60-par a HL60-ABCBI, jeji rezistentni varianta s exprimovanym ABCB1
transportérem, byly pouzity jako kontrolni linie. Exprese byla nejprve stanovena na urovni
genoveé, pak na urovni proteinové. Druhym dil¢im cilem bylo hodnoceni dvou novych
experimentalnich FLT3 inhibitort pro jejich schopnost inhibice ABCB1 transportéru, a to

s vyuzitim prave vyse uvedenych bunéénych linii.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materialy a metody
5.1.1 Chemikalie

= TRI Reagent, Molecular Research Center (Cincinnati, OH, USA)

= Chloroform, Penta Chemicals (Praha, Ceské republika)

= Isopropanol, Penta Chemicals (Praha, Ceska republika)

= Ethanol absolutni, Penta Chemicals (Praha, Ceské republika)

= Voda pro injekci (API), B. Braun (Praha, Ceska republika)

= Oligo(dT)18 primer, Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceské republika)

» Protoscript® II RT kit, New England BioLabs (Ipswich, MA, USA)

» TagMan™ Universal Master Mix II, ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

= RIPA pufr, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

» Inhibitory protedz mix M, Serva (Heidelberg, Némecko)

* Dimethylsulfoxid (DMSO), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

= Fosfatovy pufr (PBS), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

= Pierce™ BCA Protein Assay Kit, ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

* Dodecylsulfat sodny (SDS), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

» Peroxodisiran amonny (APS), Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

» Tetramethylethylendiamin (TEMED), Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

» Hovézi sérovy albumin (BSA), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

= Tris(hydroxymethyl)aminomethane, Penta Chemicals (Praha, Ceské republika)

» Tween-20, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

*  Opti-MEM, ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

= Inhibitory 7225 a 7596- Laboratotf ristovych regulatorti,Univerzita Palackého
(Olomouc, Ceské republika)

* Daunorubicin (DAU), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

= LY335979 (LY), Toronto Research Chemicals (North York, ON, Kanada)

= Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (RPMI-1640), Merck KGaA
(Darmstadt, Némecko)
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5.1.2

Fetélni bovinni sérum (FBS), Diagnovum (Ebsdorfergrund, Germany)
30% akrylamid/bisakrylamid, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

Glycin, Penta Chemicals (Praha, Ceska republika)

Methanol, Penta Chemicals (Praha, Ceska republika)

Trans-Blot Turbo 5x transferovy pufr, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
Blotto nizkotu¢né susené mliko, Santa Cruz (Dallas, TX, USA)

Primarni protilatka anti-ABCB1, C219 (#903701, BioLegend, CA, USA)
Primarni protilatka anti-beta aktin (#8226, Abcam, Velka Britanie)
Sekundarni protilatka anti-mouse (#405306, BioLegend, CA, USA)
2-mercaptoethanol, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate, ThermoFisher
Scientific (Waltham, MA, USA)

Pristroje

Centrifuga Hettich Universal 32R (A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Némecko)

Centrifuga Hettich Mikro 22R (A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Némecko)
NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)

QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR Systém (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA)

RT-PCR termalny cyklér (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Hidex Sense Beta Plus 425-311 Microplate Reader (Hidex, Finsko)

ChemiDoc MP Imaging Systém (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Trans-Blot Turbo Transfer Systém (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

SONY spektralni analyzator SA3800 (SONY Biotechnology, San Jose, CA, USA)
Laboratorni vdhy Radwag (Radwag, Radom, Polsko)

Laminarni box Jouan (Saint-Herblain, Francie)
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5.1.3 Bunécéné linie

V experimentech této diplomové prace bylo pouzito celkem 5 leukemickych bunéénych
linii - 2 promyelocytarni a 3 myeloidni. Promyelocytarni linie HL60-par a HL60 s
exprimovanym ABCBI transportérem (HL60-ABCBI1) byly izolovany z periferni krve zeny
s akutni promyelocytarni leukémii. Poskytnuty byly Dr. Balaszom Sarkadim ptsobicim na
akademii véd ,,Hungarian Academy of Sciences® sidlici v Budapesti, Mad’arsku. Myeloidni
linie MOLM-13, THP-1 a Kasumi-1 byli izolovany z perifernich krvi pacienti s AML a
pochézi z ,,Leibniz Institute DSMZ* v Braunschweigu, Némecku. VSechny bunécné linie
byly kultivovany v RPMI s 10% FBS s vyjimkou Kasumi-1, u kterych bylo pouzito RPMI
obohacené o 20% FBS. Do experimentt byly pouzity bunéc¢né linie v rozsahu 5.-20. pasaze.

Obsah DMSO v bunéénych médiich nikdy nepiekrocil doporuceny limit 0,5%.

5.1.4 Analyza genové exprese

Hladina exprese ABCBI genu v ndmi studovanych leukemickych bunécnych liniich byla
analyzovana v tfikrokovém procesu. Nejprve bylo nutné izolovat RNA, pak pomoci reverzni
transkriptazy prevést mRNA na cDNA a poté stanovit genovou expresi pomoci

polymerazové fetézové reakce (PCR) v jednotlivych bunéénych liniich.

5.1.4.1 Izolace RNA

Prvnim krokem bylo pfidani TRI Reagentu k buiikdm (1 ml/1 miliéon bun€k). Vzorek se
nechal stat 5 min pii pokojové teploté. Ke vzorku se ptidalo 200 pl chloroformu, ktery byl
vzapéti protfepan po dobu 15 s a nechal se stat 10 min pii pokojove teploté. Po této dobé byl
obsah zkumavky centrifugovan 15 min pfi 12 000 g pfti teploté 4 °C. Vzorek se rozdélil na 3
faze. RNA obsazena v horni bezbarvé vodné fazi se pienesla do nové zkumavky spolecné s
500 pl isopropanolu. Poté se tyto slozky siln¢ protfepaly, nechaly stat 10 min pfi pokojové
teploté a centrifugovaly 8 min pii 12 000 g pii teplot€ 4 °C. Na dn¢€ zkumavky se vytvofila
peleta, kterd byla po odsati supernatantu dvakrat promyta 1 ml 75% ethanolu. Vzorky se opét
centrifugovaly pi1 12 000 g pfi teploté 4 °C po dobu 5 minut. Ethanol se odsal, peleta se
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susila 1-2 minuty za pokojové teploty a rozpustila se v 20 ul APL. Pomoci NanoDropu ND-

1000 se zméfila koncentrace a Cistota RNA.

5.1.4.2 Reverzni transkripce

V druhém kroku analyzy genové exprese byla izolovana mRNA piepsdna do cDNA
prostfednictvim reverzni transkripce. Byla pfipravena smes skladajici se z 0,1 mM oligo(dT),
nami izolované mRNA odpovidajici 1000 ng mRNA a API. Tato smés se promichala a
vlozila do termocykléru na 5 min za teploty 65 °C. Mezitim se za pomoci Protoscript II RT
kitu ptipravila smés skladajici se z reakéniho pufru, dithiothreitolu, deoxyribonukleotidl a
reverzni transkriptazy. Po skon¢eni prvniho kroku reverzni transkripce se vzorky umistili na
led, ptidalo se k nim 7,5 pl pfipravené smési a zahdjil se druhy krok reverzni transkripce

s nasledovnymi podminkami: 50 min pfi teploté 42 °C a poté 20 min pfi teplote 65 °C.

51.4.3 qRT-PCR

Genova exprese ABCBI1 byla nakonec stanovena pomoci kvantitativni real-time PCR (qRT-
PCR). PCR je biochemicky proces, pfi kterém lze kopirovat a amplifikovat DNA za pouziti
tepelné stabilni DNA polymerazy. Na rozdil od klasické PCR, u kvantitativni real-time PCR
(qRT-PCR) jsou produkty meéteny v prubéhu reakce a fluorescence je métena u kazdého
vzorku béhem jednotlivych cykli amplifikace. Reakce probiha ve 3 krocich: denaturace,
hybridizace a elongace. Behem denaturace dochazi k rozpleteni dvousroubovice DNA na dvé
vlakna DNA, na které v dal§im kroku nasedaji primery pro DNA polymerazu. Poslednim
krokem je syntéza novych fetézcti komplementarnich k templatu pomoci DNA polymerazy.
Po kazdém cyklu dojde ke zdvojnasobeni produktu reakce, a tak mnozstvi vznikajicich
fetézcl roste exponencialng. StéZejni je nastaveni teplot béhem kazdého kroku reakce blize

popsano nize (Freeman, 2012). Pribéh reakce je znazornén na Obr. 4.
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Obr. 4 Prubéh PCR

Amplifikace DNA skladajici se ze 3 zdkladnich krokii: denaturace, hybridizace a elongace.
Prevzato z: (Goldberg, 2019)

Zasadni je hodnota prahového cyklu (Ct) definovana jako pocet cykli, kdy fluorescence
dosahne prahové hodnoty k detekci (Schefe, Lehmann, Buschmann, Unger, & Funke-Kaiser,
2006). Obecné lze fici, ¢im mensi Ct hodnota, tim vétsi je pravdépodobnost exprese dan¢ho
genu. Grafické znazornéni Ct hodnoty je uvedeno na Obr. 5.
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Obr. 5 Znazornéni Ct hodnoty

Graficke znazorneni real-time PCR skladajici se z exponencialni a stacionarni faze. Bod, kdy
fluorescencni signal presahne prahovou hodnotu je oznacovan jako Ct.

Prevzato z blogu: (Compendium)
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Kromé ABCBI1 byly méteny také referencni tzv. ,housekeeping* (referencni) geny — B2M,
HPRTI a GAPDH. Housekeeping geny slouzi jako kontroly k normalizaci mnozstvi mRNA
mezi odliSnymi vzorky (Silver, Best, Jiang, & Thein, 2006).

V této praci se sledovala exprese 4 gent, z nichz 3 slouzily jako housekeeping geny. Do
kazdé jamky bylo pfidéno 4,5 pl smési (MasterMix, API a piislusny gen). Poté byly
napipetovany vzorky o koncentraci 25 ng/ul (HL60-par, HL60-ABCB1, MOLM-13, THP-1,
Kasumi-1) v objemu 0,5 pl vzdy v triplikatu stejné jako kontrola. Mikrotitrani desticka se
ptikryla folii, zamichala a bylo zméteno pocet cykll, pfi nichz dojde k hrani¢ni detekci
fluorescence, tedy Ct hodnota (teplotni profil: 10 min pii 95 °C, poté 40 cykla 15 sec pfi
95 °C a 40 cykll 1 min pti 60 °C).

Cilem metody bylo ziskat Ct hodnotu pro ABCBI v jednotlivych liniich, pfi ¢emZ jako
nejstabilné;si referencni gen byl vyhodnocen GAPDH. Proto byla Ct hodnota pro ABCBI
normalizovana v nasledujicich vypoctech vyluéné na GAPDH. Vysledna data byla vztaZzena

k ABCBI expresi v HL60-par.

5.1.5 Stanoveni proteint

Proteiny ve vzorcich byli detekované pomoci metody western blottingu, kdy
elektroforetickou separaci dojde k rozdéleni proteinti podle velikosti. Po pieneseni proteinti
na membranu dojde k jejich detekci spravnym vybérem primarni a sekundarni protilatky.
Priméarni protilatka se navaze na protein, v naSem piipadé na ABCB1 protein, ktera je dale
rozpoznana protilaitkou sekundarni. Sekundarni protildtka s konjugovanym enzymem
umoznuje po inkubaci s vhodnym substratem detekovat svételny signal, ktery je v disledku
chemické reakce enzym-substrat vysilan (Obr. 6). Na§ ABCB1 protein odpovida velikosti
130-180 kDa.
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Obr. 6 Princip detekce proteinu pomoci metody western blotting

Schématické zndzornéni principu detekce spocivajici v navazani primarni a sekunddrni
protildatky na protein, pricemz sekundarni protilatka spolecné s konjugovanym enzymem
umoznuje chemiluminiscencni detekci.

Prevzato z webové stranky: (Biolabs)

5.1.5.1 Priprava vzorku
Nejprve je nutné proteiny z buiiky uvolnit pomoci lyza¢ni metody. Buiiky jsou pfemistény

na led, centrifugovany, supernatant je poté odsan a nahrazen vychlazenym PBS. Znovu jsou
centrifugovany, PBS je odsano a nahrazeno vychlazenym lyza¢nim pufrem RIPA s inhibitory
proteaz (0,5 ml/5x10° bun&k) a 1% Tritonem. Buiiky byly v tomhle pufru pfemistény do
chladu o teploté -80 °C, nasledné se nechaji rozehtat v teploté 37 °C a jsou premistény na led
po dobu 30 min. Nakonec se centrifuguji pii teploté 4 °C a 12 000 g po dobu 5 min, piemisti
se na led a supernatant se okamzité¢ pouzije na dal$i analyzu nebo je zamrazen v -80 °C pro
pozdéjsi pouziti.

5.1.5.2 BCA metoda

Po lyzacni metod¢ je nutné stanovit koncentraci proteini v lyzatu, k ¢emuz slouzi BCA
metoda. Jednd se o kolorimetrickou metodu zaloZenou na redukci médi proteinem v
alkalickém prostfedi a nasledné tvorbé chelatu s bicinchoninovou kyselinou. Chelat je

absorbovan pfi 562 nm. Nejprve byl nafedén albuminovy standard BSA na nasledujici
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koncentrace — 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000 a 1500 pl/ml, které slouzili na vytvofeni
kalibra¢ni kiivky. Poté jsme ptipravily BCA c¢inidlo skladajici se z BCA reagentu A a BCA
reagentu B v poméru 50:1. Na desticku bylo napipetovano 25 pul BSA ve vsech koncentracich
a 25 ul z kazdého vzorku v triplikatech. Nésledné bylo do vSech jamek piidano 200 pl
ptedpiipraveného BCA ¢inidla. Poté se v§e promichalo a nechalo inkubovat pfi teploté 37 °C
po dobu 30 min. Po uplynuti této doby byla zmétena absorbance pii 562 nm na pfistroji Hidex

Sense Beta Plus 425-311.

5.1.5.3 Western Blotting
Po stanoveni koncentrace proteinti nasledovala metoda western blotting, ktera nam pomohla

odhalit, jestli nase zvolené bunécné linie disponuji funkénim ABCB1 také na proteinové
urovni. Aparatura byla umyta, vysusSena a spravné sestavena. Poté byly pfipraveny 2 gely —
»stacking* a rozdélovaci gel. 7,5% rozdélovaci gel byl ptipraven z 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8),
30% akrylamid/bisakrylamidu (37,5:1), 8% SDS, 10% APS a temedu. Gel byl napipetovan
mezi skla aparatury a prevrstven hladinou isopropanolu. Po asi 30 min, kdy gel
zpolymerizoval byl isopropanol odstranén, gel byl nckolikrdt omyty vodou a nasledné
ususen. 4% ,,stacking® gel ve slozeni 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 30% akrylamid/bisakrylamid
(37,5:1), 10% APS, 8% SDS a temed byl napipetovan na rozdélovaci gel mezi skla. Thned se

do néj vlozil desetijamkovy hieben a gel se nechal dalSich 30 minut polymerizovat.

V mezi€ase se pripravily vzorky, které se nejdiiv natfedily na piislusnou koncentraci. Ke
kazdému vzorku byl pfidan predem pfipraveny pufr skladajici se z laemmli roztoku a
2-mercaptoethanolu (v poméru 9:1). Pripraveny pufr byl ke vzorklim ptidan v poméru 1:3 —
tedy 1 dil pufru na 3 dily vzorku. Vzorky byly zahtaty na 37 °C po dobu 10 min a nésledné

schlazeny na ledu.

Zpolymerizované gely se umistili do elektroforetické komory naplnéné ledovym 1X running
pufrem (25 mM Tris base, 190 mM glycin, 0,1% SDS, pH 8,3). Z gelu byly vyjmuty hiebeny
a 10 pg jednotlivych vzorki spole¢né s proteinovym markerem ,,Precision Plus Protein Dual
Color Standards“ (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) byly napipetovany do pftislusnych
jamek. Po napipetovani byla spusSténa elektroforéza pti 80 V prvnich 20 min, pak bylo napéti
zvySeno na 100 V. Elektroforéza byla ukoncena po viditelné migraci vzorki na spodni ¢ast

gelu.
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Po ukonceni nasledovalo tzv. blotovani, kdy dochdzi k pfenosu proteinti z gelu na membranu
za pomoci ,,sendvice®, ktery je vytvoien postupnym vrstvenim filtracnich papirt, aktivované
polyvinylové (PVDF) membrany, gelu a dalsi vrstvy filtraCnich papirt. VSechny vrstvy byly
nejdiive navlhéeny v transferovém pufru (1X TurboBlot, 20% methanol, pH 8,3), aby se
zabezpecilo mokré prostfedi. Membrana byla aktivovana ponofenim do methanolu na 1 min
a nasledné omyta v transferovém pufru. Pro blotovani byl pouzit pfednastaveny protokol

systému Trans-Blot Turbo Transfer pro proteiny o velikosti vétsi nez 150 kDa.

Pro zablokovani nespecifického vazani protilditek na povrch membrany byla membrana
inkubovana v blokovacim roztoku 5% suseného mléka po dobu 1 hod za konstantniho
lehkého trepani. Pro zvySeni Cistoty signilu se membréana tiikrdt promyla promyvacim
roztokem TBS-T (25 mM Tris base, NaCl, pH 7,6, s pfidavkem 0,1% Tween-20 jako
detergentu). Membrana byla ndsledn¢ inkubovana v pfitomnosti primarnich protilatek
anti-ABCB1 (C219) v tedéni 1:100 v 5% suseném mléku nebo anti-beta aktin v fedéni
1:2000 v 5% BSA pfes noc pfi teploté 4 °C. Poté byla membrana 6x promyta roztokem TBS-
T a inkubovéana v pfitomnosti sekundarni protilatky goat anti-mouse IgG-HRP v fedéni
1:5000 v 1% suSeném mléku po dobu 1 hod pfi pokojové teploté. Poté, co byla membrana
opétovné 6x promyta roztokem TBS-T se k ni pfidalo detekéni ¢inidlo SuperSignal West
Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate a proteiny byly detekovany ChemiDoc MP Imaging

systémem.

5.1.6 Akumulaéni studie

Funkce ABCBI1 byla poté stanovena pomoci prutokové cytometrie, ktera je zalozena na
fluorescen¢ni detekci. Tato metoda slouzila k vyhodnoceni akumulace DAU, ktery je

zndmym substratem ABCBI.

Funkci ABCBI transportéru je od¢erpavani latek proti koncentratnimu gradientu z buiiky a
zabranéni tak vniknuti cizorodych latek do intracelularniho prostoru (Choudhuri & Klaassen,
2006). V nasi praci jsme pouzili DAU jako substrat ABCB1 a sledovali jeho kumulaci
v bunikach. Za predpokladu ptitomnosti ABCBI1 v bunééné linii dochézi k efluxu DAU
z bun€k. Za pouziti inhibitori ABCBI1 naopak dochdzi ke kumulaci DAU uvnitt bunék
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vlivem odstaveni transportéru z funkce a zabranéni transportu substratu ven z bunék. Tento
princip je patrny z modelové situace na Obr. 7 zndzorfjici relativni akumulaci DAU u

HL60-par, HL60-ABCB1 a HL60-ABCBI v ptfitomnosti inhibitoru.
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Relativni akumulace daunorubicinu
N

(A) HL6O - par (B) HL6O - ABCB1 (C) HL6O - ABCB1 +
inhibitor

Obr. 7 Modelova situace znazornujici akumulaci DAU

(A) parentni HL60, (B) HL60 s exprimovanym ABCBI, (C) HL60 s exprimovanym ABCBI
v pritomnosti ABCBI-inhibitoru.

Nejprve byly spocitany bunky v kultivaéni nddob&. Mnozstvi bunék potiebné na experiment
se preneslo do zkumavky (150 000 bunék/vzorek) a nechalo centrifugovat po dobu 5 min pii
200 g. Dané mnozstvi bylo poté rozsuspendovano v opti-MEM o denzité¢ 1 000 000 bunék/ml.
Poté se pfipravily koncentra¢ni fady roztokli experimentalnich inhibitort 7225 a 7596 ve
dvojnasobné koncentraci. Jako pozitivni kontrola byl pouZit modelovy inhibitor LY o
koncentraci 1 puM. Jako negativni kontrola slouzila bunétna suspenze v opti-MEM. Do
zkumavek bylo ptfiddno 150 pl bunék a 150 pl pfisluSného inhibitoru. Néasledovala
preinkubace pii 37 °C a 5% CO: na 10 min. Po preinkubaci byl do pfislusnych zkumavek
pfiddn DAU a vSechny zkumavky byly inkubovany 1 hod pii 37 °C a 5% CO-. Poté byly
umistény na led, promyty 200 pl ledového PBS a centrifugovany pii 200 g, 4 °C na 5 minut.
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Vzorky byly resuspendovany v 400 pl ledového PBS a zméieny na SONY Spectral Analyzer
SA3800.

5.1.7 Statistické zpracovani

Pro statistickou analyzu a grafické znazornéni byl pouzit program GraphPad Prism 9.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Statistickd vyznamnost byla v pfipadé
expresnich i1 akumulacnich studii stanovena pomoci one-way ANOVA s naslednym
Dunnettovym post hoc testem. Prezentovana data vyjadiuji primér 3 métfeni + smérodatna
odchylka, v ptipadé¢ PCR primér 2 méfeni + smérodatnd odchylka. Hodnoty statisticky
signifikantni byly vyjadieny nasledovné — p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (**%*).
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6 VYSLEDKY

6.1 PCR

Jak jiz bylo zminéno dfive, genova exprese byla hodnocena u 5 bunéénych linii —
HL60-ABCBI1, HL60-par, MOLM-13, THP-1 a Kasumi-1. K normalizaci mnozstvi mRNA
byl pouzit referencni gen GAPDH, jehoz hodnota Ct byla odectena od Ct hodnoty cilového
genu ABCBI v jednotlivych bunécnych linii. Exprese 4BCBI genu byla vztahovana
k parentnim bunikam HL60-par, u nichz exprese ABCB1 byla nejmensi a rozdil delta Ct oproti
housekeepingovému genu byl roven 22,1. Pro PCR obecné plati, ze mensi hodnota Ct
odpovida vétsimu mnozstvi DNA vstupujici do reakce. Ct hodnota u nékterych jamek vzorku
parentnich bun€k nebyla ani v rdmci hodnocenych cykli PCR identifikovéana, u nékterych se
blizila hodnoté¢ Ct 40. Z Obr. 8 nize tedy vyplyva, ze nejvétsi exprese ABCBI byla
pozorovana u rezistentni bunéény linie HL60 s exprimovanym ABCBI transportérem, kdy
rozdil delta Ct oproti housekeepingovému genu ¢inil 3,7. Ze zbylych tii leukemickych linii
byla exprese ABCBI pozorovana jediné v ptipad¢ bunécné linie Kasumi-1 s rozdilem delta
Ct hodnotou 12,6. Exprese tohoto genu byla u MOLM-13 i THP-1 bun€k zanedbatelna,
srozdilem delta Ct blizici se hodnotdim HL60-par a s primérnou Ct hodnotou 38,5,
respektive 38,2 pro MOLM-13 a THP-1, coz jsou hodnoty na hran€ detek¢ni citlivosti
(exprese s Ct nad 35 cykll odpovida zcela zanedbatelnému poctu templatii genu ve vzorku a

je proto povazovana za témet nulovou).
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Obr. 8 Grafické znazorneni Ct hodnoty ABCBI genu u 5 riiznych leukemickych bunécnych
linii. Ct hodnoty ABCBI jsou normalizovany na Ct hodnotu referencniho genu GAPDH.
Uvedena data jsou vztazena na expresi ABCBI v HL60-par a prezentovana jako primeér 2

nezavislych méreni + smérodatna odchylka, ns, nesignifikantni.

6.2 Western Blotting

Na proteinové urovni byly pozorovany 2 bunécéné linie — HL60-par a HL60-ABCBI1
z diivodu optimalizace metody pro budouci studie zahrnujici vzorky pacientd. V obou liniich
byla krom¢ ABCBI1 proteinu sledovéna také ptitomnost beta aktinu. Beta aktin je pouzivan
jako kontrolni protein ve western blottingu nakolik je exprimovany ve vSech eukaryotickych
bunkach a jeho exprese zlstava neovlivnénd i vlivem riznych bunécnych experimenti. Diky
rozdilnym velikostem ABCBI proteinu (130-180 kDa) a beta aktinu (42 kDa) je snadné je
od sebe pii detekci rozeznat. Jak je patrné z Obr. 9, ABCBI byl v nasem ptipad¢ detekovan
pouze u HL60-ABCBI1 (Obr. 9A), zatimco detekce beta aktinu byla prokdzana u obou
bunécnych linii (Obr. 9B). Kasumi-1 nebyly do tohohle experimentu zatazeny z ¢asovych

duvodu.
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Obr. 9 Reprezentativni western blotting analyza. (A) ABCBI protein byl detekovan u
HL60-ABCBI (vzorek 2), zatimco (B) kontrolni protein beta aktin byl detekovan u obou
bunécnych liniich, HL60-par (vzorek 1) a HL60-ABCBI (vzorek 2).

6.3 Akumulacni studie

Vzhledem k pozorované expresi ABCBI genu u 2 bun&tnych linii — HL60-ABCBI a
Kasumi-1 —byly tyto zvoleny a pouzity také pro funkcni studie s experimentalnimi inhibitory
7225 a 7596. Cilem bylo zjistit, zda tyto latky vykazuji inhibi¢ni ucinek vici ABCBI1
transportéru. U bunécné linie HL60-ABCB1 byla pozorovana zvySena relativni intracelularni
akumulace DAU v zévislosti na rostouci koncentraci experimentalniho inhibitoru 7225, kdy
ICs0 ¢inila 0,45 pM (Obr. 10A). V ptipad€ inhibitoru 7596 byl taktéZz zaznamenan
signifikantni nartist relativni akumulace DAU v zavislosti na zvySujici se koncentraci
inhibitoru, pticemz jeho ICso odpovidala 0,75 pM (Obr. 10B). V piipadé kontrolnich bun¢k
HL60-par nebyla pozorovana zadna signifikantni zména v akumulaci DAU jako piimy
nasledek inhibitort. Z grafti na Obr. 10C, D je ziejmé, Ze u bunécné linie Kasumi-1 nedoslo
k zvySeni akumulace DAU ani v pfitomnosti experimentdlniho inhibitoru 7225, ani
v ptitomnosti 7596. Pro vypocet ICso se jako 100% inhibi¢ni kontrola pouZzil modelovy
inhibitor LY 335979 a hodnoty relativni akumulace DAU dosdhnuty v jeho pfitomnosti.
Jednotlivé hodnoty ICso jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tab. 1 Hodnoty ICso a 95% rozmezi intervalu spolehlivosti (95% CI) pro inhibitory 7225 a
7596 u bunéénych linii HL60-ABCB1 a Kasumi-1.

HL60-ABCB1 Kasumi-1
ICs0 (uLM) 95% CI (uM) ICs0 (M) 95% CI (uM)
7225 0,45 0,36-0,56 nd nd
7596 0,75 0,20-1,18 nd nd
Zkratky: nd, nedetekovano.
A C
7225 Kasumi-1
HL60-par HL60-ABCB1 7925
2 124 ICs0 = 0.45 pM 2 12-
E 5(95% C1:0.08-0:56) . D kontrola E El kontrola
E T [] 0.25 um E [ 025w
g 8 & o.75 um 3z 8 E 0.75 kM
3 (R 3 1uM
® ) B 2s5um
2 B 2.5 um |
g 4 B EEQ 4 Y
& ™ = [ IR
g LY 1 uM E
[ 2 0-
B D
7596 Kasumi-1
HL60-par HL60-ABCB1 7596
2 12~ 1G5 = 0.75 M 3 12-
E (95% C1:0.20-1.18) i [] kontrola g [] kontrola
s : T [ 1um g Cl1em
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E I 2.5 M 3 8 [ 25um
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= W oM < B oum
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= | FREIY = IRy
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Obr. 10 Graficke vyjadreni relativni akumulace daunorubicinu v (A, B) HLG60-par,

HL60-ABCBI a (C, D) Kasumi-1 v dusledku pritomnosti rostoucich koncentraci inhibitoru
7225 a 7596 a modelového inhibitoru LY. Obrazek také zahrnuje ICso a 95% rozmezi

intervalu spolehlivosti (CI) uvedenych inhibitorii. Jednotliva data jsou prezentovina jako

prumér 3 méreni £ smérodatna odchylka.
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7 DISKUZE

AML je heterogenni onemocnéni charakterizované abnormalné diferencovanymi bunkami
hematopoetického systému (Dohner et al., 2015). Leukemické buiiky pacienti
diagnostikovanych s AML casto exprimuji vétsi mnozstvi efluxnich transportérii, které
mohou byt velkou piekazkou uspésné chemoterapie (Shaffer et al., 2012). Mezi klinicky
nejvyznamnéjsi patii efluxni transportér ABCB1 neboli P-glykoprotein, ktery aktivné snizuje
koncentraci chemoterapeutik v nddorovych buiikéach, a to zejména antracyklini pouzivanych
ve standardnim terapeutickém rezimu AML. U AML pacienti lécenych standardni terapii a
uspésnost této 1€cby, zkraceni intervalu bez symptoml nemoci a kratsi doba preziti (Boyer
et al., 2019). Nadmérnd exprese ABCBI1 je proto povazovana za vyznamny negativni
prognosticky faktor AML, ktery predstavuje jeden zcili vhodnych k optimalizaci
chemoterapie a zvySeni Sance na kompletni remisi (Hirsch et al., 2012). Rezistenci na
chemoterapii pfispivaji krom& ABCBI 1 jiné transportéry z ABC skupiny, nejéastéji ABCC1
a ABCG2. Jednim z moznych ptistupi pro zvysSeni efektivity 1écby chemoterapeutiky je
inhibovat tyto efluxni transportéry, ¢im se zvySi intracelularni koncentrace jejich
cytotoxickych substrati a tim i jejich antiproliferani G¢inek. Nedavné studie potvrdili
inhibi¢ni ucinek vici ABCB1 u nékterych FLT3 inhibitora tvoficich nezbytnou soucést

nyn¢jsi terapie AML.

FLT3 mutace je povazovana, rovnéz jako ABCBI1, za marker $patné prognézy. Jedna se o
jednu z nejcastéjSich mutaci u AML, pti€emz jeji vyskyt je spojen se Spatnou progndzou. Pii
mutaci FLT3 dochazi k stalé aktivaci FLT3 kinazy, co vede ke zvySené proliferaci a prozivani
leukemickych buné€k, s ¢im souvisi 1 zvySené riziko relapsti (Sakaguchi et al., 2018).
V soucasné dobé jsou k dispozici v klinické praxi pouze dva inhibitory FLT3 schvalené FDA
— midostaurin a gilteritinib. JelikoZ postupem €asu jejich G€innost klesa, je kladen diraz na

vyvoj novych 1é¢iv inhibujicich FLT3 (de Jonge et al., 2011).

V této diplomové praci byly zkoumany dvé experimentalni [éCiva oznaCovéna Cislem 7225 a
7596 s dokdzanym inhibi¢nim ucinkem praveé vuci FLT3 a také CDK2/4. CDK2/4 pfitom

predstavuji Casty cil mnoha novych 1éCiv s perspektivou vyuziti v terapii nadorovych
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onemocnéni. NaSim hlavnim cilem bylo ovéfit, zda nami zkoumané FLT3 inhibitory
vykazuji inhibici i vii¢ci ABCBI1. Nejprve byla stanovena genova a proteinova exprese
ABCBI v promyelocytarnich a myeloidnich liniich, a poté byl ovéfen inhibicni potencial
7225 a 7596 viaci ABCBI1 prostrednictvim akumulacnich studii. Jako kontrolni linie byli
pouzity promyelocytarni bunécné modely, a to HL60-par jako negativni a HL60-ABCBI1
jako pozitivni kontrola. Kromé promyelocytarnich linii byly pouzity také leukemické buiiky
odvozené od AML, a to konkrétné MOLM-13, THP-1 a Kasumi-1. Vysledky akumula¢ni
studie prokazali silnou inhibici ABCB1 obéma experimentalnimi 1é¢ivy, kdy ICso pro 7225
doséahla 0,45 uM a pro 7596 0,75 uM. Tento inhibi¢ni G¢inek byl pozorovan u bunééné linie
HL60-ABCBI. Z pohledu ABCB1 a FLT3 inhibice tak ptedstavuji velmi slibné molekuly

pro dalsi studie.

ABCBI inhibice byla pozorovana jako prospésny vedlejsi mechanismus u¢inku FLT3
inhibitort aktualné pouzivanych v klinické praxi a to midostaurinu a gilteritinibu, kdy vlivem
téchto inhibitord doslo ke zvysené akumulaci substratt ABCB1 (Hsiao et al., 2019; Ji et al.,
2019; Sucha et al., 2022). Krom¢ kombinovaného uc¢inku na FLT3 a ABCB1 je znamy i
kombinovany uc¢inek na CDK a ABCB1. CDK tvofi dilezitou skupinu enzymu podilejicich
se na regulaci bunééného cyklu, proto nova cilend protinadorova 1é¢iva mnohokrat piisobi
pravé na né. Mezi CDK4/6 inhibitory schvalené pfedev§im na 1écbu prsnich nadori patii
napf. palbociclib, ribociclib nebo abemaciclib (Bosacki et al., 2021), u kterych byla popsana
zvySena akumulace daunorubicinu (ABCB1 substrat) v akumula¢nich studiich vykonanych
na bunécné linii HL60-ABCB1 (Sorf et al., 2020). Voruciclib, 1é¢ivo ze skupiny CDK4/6
inhibitord, také zvysil intracelularni akumulaci chemoterapeutik sniZzenim jejich efluxu u
ABCBI1- a ABCG2-exprimujicich bun¢k (Gupta et al., 2018). V soucasnosti je v prvni fazi
klinického vyvoje pro vicero hematologickych malignit véetné AML (NIH, 2022b).
V nedavné dob¢ byla popsana i slou¢enina AMG 925 umoziujici kombina¢ni inhibi¢ni
ucinek jak na CDK4/6, tak FLT3 (Uras, Sexl, & Kollmann, 2020). VSechna tato 1éciva
predstavuji svym dudlnim u¢inkem zajimavy pfistup vedouci k zefektivnéni terapie pacienti
trpicich riiznymi typy nddorovych onemocnéni. Nami zkoumana experimentalni 1é¢iva 7225
a 7596 se od vySe zminénych 1é¢iv 1181 svym jedineCnym trojitym ucinkem na FLT3, CDK2/4
a ABCBI, ktery nebyl nikde v literatufe doposud popsan. Nabizeji se tedy jako zajimavé
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kandidatni molekuly pro dalsi studie, s vidinou potencidlniho vyuziti v 1écbé rezistentni

AML.

Funk¢ni analyze ptredchazelo hodnoceni bazalni exprese ABCBI u bunécnych linii
odvozenych od AML (MOLM-13, THP-1, Kasumi-1), a rovnéz tak u kontrolnich
promyelocytarnich linii (HL60-par, HL60-ABCB1). Vzhledem k tomu, Zze Kasumi-1 jako
jedind AML bunécna linie vykazovala expresi ABCBI genu, byla tato linie zahrnuta do
akumula¢nich studii se studovanymi 1éCivy, pfestoze jiz exprese na urovni mRNA
naznacovala pravdépodobné velmi nizkou hladinu na urovni proteinu. V piipadé¢ Kasumi-1
opravdu nedoslo k zddnému zvyseni akumulace DAU v ptitomnosti 1é¢iv 7225 a 7596 a ani
v pritomnosti kontrolniho inhibitoru LY 335979. Z toho lze odvodit, Ze i1 pfes urcitou expresi
ABCBI genu zde ABCBI1 protein nebyl exprimovan, nebot” jeho aktivita nebyla prokazana
akumula¢nimi studiemi. U vétSiny AML pacientt je pfitom v dobé diagndzy exprese ABCB1
relativné vysokda. Ve studii zahrnujici 321 pacienti s nové diagnostikovanou AML byla
aktivita ABCB1 pozorovana u 58 % pacientii (Boyer et al., 2019). Jako vysvétleni se nabizi,
ze leukemicky bunéény model Kasumi-1 odvozeny od AML byl odebran z bunék pacienta
s mén¢ exprimovanym ABCBI. Pro potvrzeni inhibi¢niho efektu nasich latek viici ABCB1
na modelu relevantnim pro AML, by tak bylo vhodné vyuzit jiny bunéény model, idealné
pfimo mononuklearni buiiky izolované z periferni krve ¢i kostni diené AML pacienti

s prokazanou expresi ABCB1.
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8 ZAVER

Uginnost standardniho terapeutického rezimu stale klesa, a to predev§im kvuli vznikajici
rezistenci, kterd byva Casto vysledkem efluxniho u¢inku ABCBI. V posledni dobé se do
terapie dostavaji nova 1é¢iva cilici na jednu z nejéastéjSich mutaci — FLT3 inhibitory. Nékteré

z nich prokazaly sviij vedlejsi ucinek prave i jako inhibitory ABCBI1 transportéru.

Tato diplomova prace se zabyvala hodnocenim dvou experimentalnich latek 7225 a 7596 a
jejich mozného inhibi¢niho ucinku vici ABCBI. K tomuto hodnoceni jsme nejprve
ov¢etovali expresi ABCBI ve 3 bunéénych liniich odvozenych od AML — MOLM-13, THP-1,
Kasumi-1. U nami zvolenych leukemickych buné¢nych linii byla genova exprese ABCB1
detekovatelna pouze u Kasumi-1, avsak v akumulac¢ni studii funkce ABCBI1 nebyla
prokéazana. Z tohoto divodu tyto leukemické bunécné linie nepfedstavuji vhodny bunécny
model pro experimenty hodnotici expresi ABCB1. Dale se tedy pokracovalo jenom
s promyelocytarnimi liniemi HL60-par a HL60-ABCBI1 s nadmérné exprimovanym ABCB1

transportérem.

U kontrolni linie s exprimovanym ABCB1 (HL60-ABCBI) jsme pozorovali signifikantné
zvySenou akumulaci DAU v zavislosti na rostouci koncentraci 7225 1 7596. Miizeme tak
potvrdit, Ze obé 1€Civa 7225 a 7596 se chovaji jako silné inhibitory ABCB1. Zaroven se jedna
o inhibitory FLT3 a CDK2/4, pfi¢emZ svym kombinovanym ucinkem ptedstavuji zajimavou
moznost terapie AML. V ramci prace se ndm podafilo zavést model detekce ABCB1 pomoci
western blottingu, ktery bude moZzné vyuZzit v dalSich studiich, zejména zahrnujicich
hodnoceni exprese ABCB1 piimo u vzorkii bunék ziskanych od pacientti s diagnostikovanou

AML.

Tato prace poskytuje informace o dokdzaném ABCBI-inhibi¢nim ucinku novych FLT3
inhibitorti 7225 a 7596, a mtize tak slouzit jako podklad k dalSim studiim téchto slibnych
anti-AML chemoterapeutik, které by mohly byt v budoucnu vyuzity pro sviij trojnasobny

ucinek.
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