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Abstrakt

Adhezni signalizace hraje klicovou roli v mnoha biologickych procesech,
véetné tvorby imunologickych synapsi, které jsou dUlezZité pro efektivni
interakci mezi efektorovymi a cilovymi bunkami imunitniho systému.
Poruchy adheznich mechanism{ mohou vést k progresi onkologickych
onemocneéni, a to jak v ramci rozvoje leukemie, tak i pfi rezistenci na léCbu
a relapsu onemocnéni. Cilem této diplomové prace je studium ucink(
blinatumomabu a inhibitor( tyrozinovych kinaz (TKI) na adhezni signalizaci
bunék akutni B-lymfoblastické leukémie (B-ALL). V praci je podrobné
popsan vliv blinatumomabu, bispecifické protilatky zaméfené na CD3 a
CD19, a TKI (véetné dasatinibu a ponatinibu) na proliferaci, viabilitu a
expresi adheznich molekul na povrchu B-ALL bunék. Soucasti prace je i
experimentalni vyhodnoceni vlivu téchto léCiv na klicové potencialné
onkogenni signalni drahy, zejména Src kinaz, a zmeény ve fosforylaci
klicovych proteind, jako jsou kindzy Erk a Akt zajistujici regulaci proliferace
a Zivotaschopnosti bunék. Zjisténi této prace ukazuji, Ze kombinace
blinatumomabu a TKI m{ze mit vyznamny dopad na adhezni vlastnosti
leukemickych bunék, coz by mohlo pfispét k vysvétleni zvySené incidence

relapsl vextramedularnich tkanich u pacientd lé¢enych blinatumomabem.

Klicova slova

Akutni leukémie, cytotoxicka synapse, adhezni molekuly, blinatumomab,
inhibitory tyrozinovych kinaz (TKIl), Src kindzy (SFK), Lck, Fyn, Lyn, Erk, Akt,
CD19, CD62L, imatinib, dasatinib, ponatinib



Abstract

Adhesion signalling plays a key role in biological processes, including the
formation of immunological synapses that are important for efficient
interaction between effector and target cells of the immune system.
Disturbances in adhesion mechanisms can lead to cancer progression in
the development of leukemia and in treatment resistance and relapsing
disease. The aim of this thesis is to study the effects of blinatumomab and
tyrosine kinase inhibitors (TKIs) on adhesion signalling in B-lymphoblastic
acute leukemia (B-ALL) cells. The effect of blinatumomab, a bispecific
antibody targeting CD3 and CD19, and TKls (including dasatinib and
ponatinib) on the proliferation, viability, and expression of adhesion
molecules on the surface of B-ALL cells are described in detail. Thesis
includes experimental evaluation of the effect of these drugs on key
potentially oncogenic signalling pathways, particularly Src family kinases,
and changes in phosphorylation of key proteins such as Erk and Akt kinases
that provide regulation of cell proliferation and viability. The findings of this
work suggest that the combination of blinatumomab and TKIs may have a
significant impact on the adhesion properties of leukemia cells, which
could help explain the increased incidence of relapse in extramedullary

tissues in patients treated with blinatumomab.
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Seznam Zkratek

Seznam Zkratek

ALL

AML

APC

B-ALL

BCR

BSA

CTL

ECM

ICAM

IFN

MDSC

MHC

MTOC

NK bunka

Ph

SDS-PAGE

SFK

SH

SMAC

TCR

TKI

- akutni lymfoblasticka leukemie

- akutni myeloidni leukemie

- antigen presenting cell, antigen prezentujici bunka
- B-lymfoblasticka leukemie

- B-cell receptor, B bunécny receptor

- bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin

- cytotoxicky lymfocyt

- extracelularni matrice

- intercellular adhesion molecule, mezibunééna
adhezni molekula

- interferon

- myeloid derived suppressor cells, myeloidni
supresorove burky

- major histocompatibility complex, hlavni
histokompatibilni komplex

- mircotubule-organizing center, organizacni
centrum mikrotubul(

- Natural killer burika

- Philadelphia chromosome, filadelfsky chromozom
- polyakrylamidova gelova elektroforéza

- Src family kinases, kinazy rodiny Src

- Src homology domain, Src homologni doména

- supramolecular activation cluster,

- T-cell receptor, T bunéény receptor

- Tyrozin kinazovy inhibitor
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1  Uvod

Bunky vnimaji své okoli a reaguji na néj pomoci mechanismU, kterym
fikdme bunécna signalizace. Ta je zodpovédna za vSechny stavy a jejich
zmeény, které v burikdch mUze jejich okoli vyvolat.

Jednou zfunkénich podkapitol bunécné signalizace je signalizace
adhezni. Adhezni mechanismy umoznuji burice kontaktovat okoli, at uz jiné
bunky &i nebunécné Casti organismu, jako je napftiklad extracelularni
matrix. To ma zasadni vliv na bunéény metabolismus, vyvoj bunék
(napfiklad dozravani krevnich bunék vkostni dfeni), ¢&i distribuci
v organismu (napfiklad v pfipadé cilené extravazace leukocytll), ale také na
procesy spojené simunitni reakci, kdy funk&ni spojeni dvou bunék
nazyvame imunologickou synapsi. Adhezni procesy pfitom ve formaci a
udrzeni imunologické synapse hraji klicovou roli, jak si ukazeme pozdéji.

Adhezni procesy hraji roli také v mnoha onemocnénich — vnaSem
pfipadé u leukémii, a to od momentu vyvoje bunky v kostni dfeni (kdy
porucha v adhezi mlze zpUsobit pfed¢asné vyplaveni nezralych, a tudiz
nefunkcnich bunék do krevniho obéhu), pfes ucinnost (nejen) imunologické
terapie (kdy zalezi na efektivité adhezniho spojeni mezi maligni a
efektorovou burikou), az po eventualni relapsy onemocnéni (kdy zmeéna
v adheznich vlastnostech maligni bunky muze teoreticky vést k zacileni
leukemické bunky do nové tkané, ve které vdlsledku muze vzniknout

relaps).
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2 Teoreticka cast

2.1 Cytotoxicka Synapse

Cytotoxicka synapse je specialni druh mezibunécného spojeni slouzici
zpravidla k eliminaci nezadouci bunky cytotoxickym T lymfocytem (CTL). Po
identifikaci cilové bunky jako nezadouci dochazi k vytvoreni kratkodobého,
ale pevného adhezniho spojeni mezi cytotoxickym lymfocytem a cilovou
bunikou, lymfocyt se polarizuje a do utésnéného prostoru mezi obéma
burnikami vylouci granula obsahujici granzymy a perforin. To vede ke smrti
cilové bunky (Dustin and Colman, 2002). Studium téchto synapsi
poskytuje cenné informace pro vyvoj novych terapeutickych postupt

zameérenych na zlepSeni imunitni odpovédi.

2.1.1 Struktura cytotoxické synapse

Cytotoxicka synapse svym uspofadanim pfipomina ter¢ (Obr. 1), jehoz
funkéni ,vrstvy“ jsou tvofeny rlznymi druhy molekul. Uprostied
mezibunééného spoje je centralni supramolekularni aktivacni cluster
(cSMAC), ktery obsahuje T bunécné receptory (TCR) a dalsi koaktivacni
molekuly slouzici k identifikaci stavu cilové bunky a rozhoduji o tom, zda
bude cytotoxicky lymfocyt plné aktivovan. cSMAC je obklopen perifernim
pSMAC, ktery obsahuje hlavné adhezni molekuly. Ty slouzi k stabilizaci
samotné synapse a ,,utésnéni“ spoje (pfiblizenim membran obou bunék co
nejvice ksobé). Oblast nejvzdalengjsi od centra tvofi distalni SMAC
(dSMAC), ktery je tvofen hlavné aktinovymi filamenty v CTL a slouzi k
»prozkoumani povrchu cilové bunky a zpevnéni celé synapse (Dieckmann

et al., 2016; Dustin and Colman, 2002; Wurzer et al., 2019).
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Obr. 1 | Cytotoxicka synapse

A - Skladba cytotoxické synapse mezi cytotoxickym lymfocytem (CTL) a
antigen prezentujici burikou (APC). Smérem od stiedu ke krajiim synapse
cSMAC (tvofeny TCR a koaktivacnimi molekulami, zelend), pSMAC
(obsahujici adhezni molekuly, cervend), dSMAC (aktinovy cytoskelet, zluta).
B - Casovy prubéh formovani synapse. Po prvotnim kontaktu bunék (1.)
nastava faze 2., kdy CTL pomoci adheznich molekul spolu s dalezitymi
receptory zjiStuje povahu peptidd prezentovanych APC. Treti faze (3.)
nastava po uspésSném rozpoznani bunky jako potencialniho cile pro zni¢eni.
Prvotni kontaktni molekuly se shlukuji uprostfed synapse a utvafi cSMAC
jako misto hlavniho pfenosu informaci a cytotoxickych ¢astic. Kolem centra
vznikaji pPSMAC a dSMAC obsahujici podptrné adhezni molekuly spolu
s aktinovymi vlakny. Kompletni synapse (4.) ma tedy centrum synapse kde
probihaji hlavni cytotoxické déje a okoli, které zajiStuje pevnost a stabilitu
synapse. Obrazek pfevzat a upraven (Dustin and Colman, 2002).
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2.1.2 Rozpoznani cilové bunky a polarizace CTL

Témér vSechny bunky vtéle maji na svém povrchu molekuly
histokompatibilniho komplexu MHC-I. Jeho roli je prezentovat na povrchu
bunky fragmenty cytosolickych molekul. S peptidy prezentovanymi na
MHC-| specificky interaguji cytotoxické lymfocyty. V pfipadé, ze CTL
v MHC-I rozpoznaji peptid, ktery nepochazi zendogenni molekuly (a tedy
signalizuje, Ze je bunka napfiklad napadena virem, nebo Ze v ni vznikly
mutace vedouci ke zménam vexprimovanych proteinech), dojde ke
zpevnéni vazby mezi CTL a cilovou burfikou a aktivaci cytotoxickych
mechanismui (Klemmensen et al., 2003). TCR:MHCp interakce zastavi
migraci CTL a spousti navazujici signaliza¢ni drahy imunitni odpovédi
(Dustin et al., 1997).

Soucasnym krokem je polarizace obsahu T-bunky, ktera se synapse
Ucastni, neaktivované bunky totiz cirkuluji organismem bez vyznamnéjsi
organizace intraceluldrniho obsahu. Hlavnim smyslem polarizace je
priblizit dllezité ¢asti CTL cilové bunce tak, aby imunitni odpovéd byla co
nejjednodussi (Sanchez-Madrid and del Pozo, 1999). Dochazi napfiklad
k reorganizaci aktinovych filament, posunu MTOC a Golgiho aparatu
v buhce a tvorbé novych struktur (Sanchez-Madrid and del Pozo, 1999;

Stinchcombe et al., 2001).
2.1.3 Adheze bunék v imunologické synapsi

TCR:MHCp je pouze jedna z nékolika receptor:antigen interakci, ktera je
pfic¢inou zastaveni migrujiciho CTL. Této interakci predchazi a doprovazi ji
fada dalSich. Obé bunky maji totiz na svém povrchu negativné nabity
glykokalyx a tento negativni ndboj zpUlsobuje elektrostatickou repulzi obou
bunék. Na povrchu bunék jsou proto dllezité molekuly s dostatecnou
délkou, aby mohlo dojit k jejich vzajemnému kontaktu i pres elektrostatické

sily. Po aktivaci T-lymfocytl navic dochazi k snizeni celkového negativniho
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naboje na jejich povrchu a odpudiva sila se tak snizuje (Bell et al., 1984;
Springer, 1990).

TCR i MCHp molekuly jsou pomérné kratké na to, aby samy prekonaly
elektrostatickou repulzi. Jedna se o velmi specifickou interakci s pomérné
nizkou afinitou, navic s malym poc¢tem interagujicich parti na obou burikéach
(Demotz et al., 1990; Matsui et al., 1991; Springer, 1990).

Adhezni molekuly LFA-1 (Lymphocyte Function-Associated antigen 1) a
jejich receptory ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), maji
dostatecné velké extracelularni domény a komplex LFA-1/ICAM-1je tedy
jednim zinicia¢nich a zaroven i stabilizaCnich v ramci imunologické
synapse (Tominaga et al., 1998).

Po pfedchozi vyméné informaci mezi T-bufikou a cilovou burikou se
utvari tfeti cast synapse, dSMAC, kde jsou hlavnim komponentem aktinova
vlakna. Vznikajici aktinova sit pod povrchem CTL zajiStuje jeho rozprostfeni
po povrchu cilové buniky a zaroven tvofi vnitini sit, kterda umoznuje cileny
pfesun dalSich molekul do mista synapse (Bunnell et al., 2001; Valitutti et
al., 1995). Podle novéjsich studii ma zména a utvareni cytoskeletu hlavni
roli v tvorbé a uspofadani vSech tfi Casti cytotoxické synapse (Wurzer et al.,
2019).

Hlavnim cytotoxickym mechanismem T lymfocytl je uvoliiovani granuli
obsahujicich perforin a granzymy. Granula obsahujici perforiny a granzymy
se v bunce shromazduji kolem centrozomu a nasledné jsou pfesouvany
k centru synapse, kde fuzuji s membranou, ¢imz dojde k vylouceni jejich
obsahu do prostoru mezi burikami. Perforin tvofivstupni pory v cilové bunce
a témito poéry vstupuji granzymy, serinové protedzy, jejichZ ¢innost zplsobi

smrt cilové bunky (Ritter et al., 2015).

2.1.4 Interakce s nadorovymi burikami
Nadorové bunky vyviji mechanismy, které jim umozni Unik pfed imunitni
odpoveédi. Cilem je pozménit vnitini nebo vnéjsi mechanismy tak, aby se

staly Spatné detekovatelnymi pro bunky imunitniho systému.
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Patfi zde napfiklad zmény v prezentaci antigenl, mutace zasahujici
transportéry zapojené do zpracovani antigenu, proteazomu nebo do
struktury a funkce MCH 1.

Dalsi zménou ve vnitfnich mechanismech jsou zmény signalnich drah,
které pfispivaji k rezistenci na imunoterapie napfiklad downregulace nebo
zmeény signalni drahy IFN-y (Interferon gamma), ztrata funkce genUl
kddujicich JAK1/2 (Janus kinase 1/2) nebo zmény aktivator( transkripce
STAT-1 (signal transducer and activator of transcription 1). Vysledkem vS§ech
téchto zmén je opét nefunkéni signalizace MHC | (Darnell et al., 1994; Gao
etal., 2016).

Vngjsi mechanismy zahrnuji produkci molekul nebo stimulaci expanze
bunéénych populaci, které inhibuji imunitni odpovéd. Pfikladem je zvySeni
exprese molekul PD-L1 (programmed cell death receptor - ligand 1), coz je
ligand, ktery zpUsobuje apoptézu CD8+ T bunék, inhibuje proliferaci CD4+
T bunék a ovliviiuje aktivitu NK bunék (Chen et al., 2018), pfipadné
stimulace proliferace buné¢nych populaci, které maji tlumici efekt na

imunitu (Bai et al., 2020; Marvel and Gabrilovich, 2015).

2.2 Blinatumomab

Blinatumomab je bispecificka protilatka (bi-specific T cell engager, BiTE),
ktera se vyuziva pfi lé¢bé rlznych hematologickych malignit, odvozenych
od B lymfocytl a jejich prekurzord, jako je akutni lymfoblasticka leukémie
(Zinzani and Minotti, 2021).

Blinatumomab je fuzni protein slozeny ze dvou jedno-fetézcovych
protilatek a kratké spojky (5 aminokyselin) bez imunogennich vlastnosti. Na
obrazku Obr. 2 — A je schematicka struktura molekuly. Lehké a tézké
fetézcové domény protilatek jsou klonovany z anti-CD19 HD37 a anti-CD3
TR66 mysich hybridomu. Vysledny konstrukt o velikosti 55 kDa je zhruba
tfetinové velikosti oproti typickym monoklonalnim protilatkdm (Oak and

Bartlett, 2015).
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Mechanismus ucinku blinatumomabu spociva v utvofeni pfechodného
spojeni cilovych bunék exprimujicich CD19 s cytotoxickymi T bufikami tim,
Ze se vaze na podjednotku CD3e T bunécného receptoru. Po vazbé na oba
ligandy se flexibilni fragmenty fetézce otaceji a priblizuji membrany obou
bunék k sobé viz. Obr. 2 — B. P¥iblizeni je prvni a kliCovy krok pro vznik
cytotoxické imunologické synapse a nasledné cytotoxické aktivité T
lymfocytu (Do et al., 2020).

Aktivované lymfocyty nejsou béhem tohoto procesu lyzovany a jsou
schopny prechazet na dalsi CD19+ buriky. Zapojeni T-lymfocytl je nezavislé
na MHC, coZz znesnadnuje malignim bunkam uniknout cytotoxickym T
lymfocytdm (viz kapitola 2.1.4, Nagorsen et al., 2009; Oak and Bartlett,
2015).

Schopnost blinatumomabu aktivovat T bunky k proliferaci, produkci
cytokinl a uvolhovani granzymu B zdUlrazriuje jeho imunomodulaéni

vlastnosti a potencial posilit imunitni odpovéd (Burt et al., 2019).

Blinatumomab T bunka lyze

4 { 4
—_—
i
Anti-CD3 ‘\z {{I
- :
i

Anti-CD19

B-ALL buika

Obr. 2 | Blinatumomab

A — schématické znazornéni bispecifické protilatky blinatumomabu
s vyznacenymi vazebnymi misty pro antigeny CD3 na T bunkach a CD19 na
B-ALL bunkach. B — orientac¢ni znazornéni adhezniho kontaktu T buriky s B-
ALL bunkou, zprostfedkovaného blinatumomabem, respektive jeho vazbou
na oba antigeny. Obrazek pfevzat a prelozen (Aureli et al., 2023).
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2.3 Bunécna adheze

VétSina bunék v organismu je organizovana do tkani. Jejich tvorba by nebyla
mozna bez schopnosti bunék adherovat k extracelularni matrici (ECM,
extracellular matrix) a kjinym bunkam. ECM obvykle tvofi jakysi skelet
organu a je tvofena komplexnimi systémy molekul, se kterym burika
pfichazi do kontaktu. Tyto interakce zajiStuji adhezni molekuly, které se Lisi
svymi vlastnostmi. Jejich interakce maiji velmi rozdilnou afinitu, od pevnych
spoju tvoficich strukturu tkani po prechodné, slabsi interakce napfiklad u

leukocytl (Buckley et al., 1998).
2.3.1 Bunécna adheze hematopoetickych bunék

Hematopoetické kmenové bunky (HSC) interaguji s bunkami
mikroprostredi kostni diené, které poskytuje podplrné signaly pro jejich
diferenciaci a proliferaci (Arai et al., 2004).

Spravny vyvoj nezralych bunék je tedy silné zavisly na interakcich s
mikroprostfedim kostni dfené. Naopak zralé bunky vyuzivaji adhezni
molekuly k interakci s endotelem cév a s jinymi bunikami béhem imunitnich
odpovédi nebo v procesech spojenych s krevni srazlivosti. Leukocyty
pouzivaji integriny a selektiny kdiapedéze, tedy procesu, pfi kterém
prechazeji z krevniho obéhu do tkani. DalSim pfikladem je ucast adheznich
molekulyv jizzmifnované cytotoxické imunologické synapsi (Arai et al., 2004;
Kulkarni and Kale, 2020).

Adhezni molekuly také hraji dulezitou roli v migraci B bunék do
sekundarnich lymfatickych organt a jejich ,homingu“ béhem imunitnich
odpovedi. Integriny a chemokiny reguluji pohyb B bunék a jejich interakce s
endotelem a stromalnimi bunkami béhem pfesunu a imunitnich reakci.
Chybné mechanismy v signalizacnich drahach ovliviiujici adhezi mohou
zpusobit zmensenou nebo nadmérnou expresi adheznich molekul a tim tak
ovlivnit spravnou migraci, pfipadné zachyceni takto poSkozenych bunék

(Heath et al., 2019).
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2.3.2 Signalizacni drahy ovlivnujici adhezi

Adheze k ECM je regulovana fadou receptord, intracelularnich signalnich
drah a dalSich molekul.

Mezi dllezité receptory patfi integriny. Integriny jsou transmembranové
receptory, které funguji jako obousmeérné prenasece signalu. V cytoplazmé
je aktivita integrinl Ffizena hlavné interakcemi s cytoskeletalnimi
adaptorovymi proteiny, kdy vazbou kontroluji aktivitu extracelularni ¢asti
receptoru (tzv. inside-out regulace). Naopak extracelularni vazba ligandu
na integriny zvySuje afinitu cytoplazmatické ¢asti k rlznym cytoskeletalnim
proteinlim (tzv. outside-in regulace). Aktivovany integrin umoZzniuje vazbu a
autofosforylaci kinazy fokalni adheze (FAK, focal adhesion kinase), ktera
dale zapojuje do signalizace kinazy rodiny Src (Src family kinases, SFK) a
nepfimo rodinu malych Rho GTPaz (Hynes, 2002).

Po autofosforylaci FAK vznika na jejim fetézci vazebné misto pro SH2
doménu SFK. Aktivované SFK nasledné zpétné fosforyluji tyrozinové zbytky
na FAK, tim zvySuiji jeji kinazovou aktivitu a tvofi dalSi vazebné mista (Mitra
and Schlaepfer, 2006). Nasledujici interakce uUzce souvisi s Rho GTPazami
a proteiny s nimi spfazenymi.

Rho GTPazy maiji tfi kanonické zastupce — RhoA, Rac1 a Cdc42. Béhem
tvorby a zrani adhezniho spoje se aktivita téchto tfi GTPaz dynamicky méni.
Prvni adhezni kontakt iniciuji GTPazy Rac1 a Cdc42, naopak RhoA svoji
aktivitou zpUsobuje dozravani fokalni adheze (Huveneers and Danen,

2009).
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Obr. 3 | Regulace Rho-GTP4az v ranné fazi adheze

Vranné fazi bunécného kontaktu aktivuje komplex FAK-Src nékolik
signalnich drah, které nasledné vedou k protruzivni aktivité zplUsobené
GTPazami Rac a Cdc42. Tyto ,vybézky“ vznikaji v misté vazby integrina.
Soucasné aktivace tohoto komplexu potladuje aktivitu GTPazy RhoA. Nizka
aktivita RhoA snizuje kontraktilitu aktomyosinu, coz zlepSuje schopnost
buniky rozprostirat se po povrchu. Obrazek pfevzat a upraven (Huveneers
and Danen, 2009).

2.4 Tyrozinkinazy

Fosforylace nékterych aminokyselin, jako jsou serin, threonin a tyrosin,
patii mezi takzvané posttranslaéni modifikace proteint. Fosforylace S/TaY
na rlznych proteinech slouzi k pfenosu signalu vbunce (tzv. signalni
kaskady, kdy se proteiny vzajemné modifikuji tak, aby doSlo k bunécné

odpoveédi na signal, ktery kaskadu spustil; Douville et al., 1992).
2.4.1 SRC kinazy

Kinazy rodiny Src (Src family kinases, SFK) je rodina 8-11 nereceptorovych

tyrozinkindz, které reguluji bunéCnou proliferaci, diferenciaci,
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metabolismus, a v neposledni fadé adhezni procesy a buné¢nou migraci.
Jednotlivi zastupci rodiny Src navic vykonavaji v burikach rtizné funkce, a
jejich exprese Casto odliSna vrozdilnych tkanich. Jejich aktivita je velmi
striktné regulovana, a po vétSinu Zivota bunky je potlacovana — pokud je ale
poruSena, maji SFK velky onkogenni potencial a hraji roli vcelé fadé
nadorovych onemocnéni véetné leukémii (Burnham et al., 2000; Thomas

and Brugge, 1997; Tice et al., 1999).

2.4.2 Struktura a regulace SFK

VSichni zastupci SFK maji podobnou strukturu (Obr. 4). Na N-konci
nalezneme shluk bazickych aminokyselin tvofici SH4 (Src-homology 4)
doménu, jejiz soucasti je Gly2, ke kterému lze posttranslacné pfipojovat
rdzné mastné kyseliny, a tim je regulovano kotveni kindzy do membrany.

Za SH4 nasleduje doména, ktera je unikatni pro jednotlivé zastupce
rodiny Src, a je tedy klic¢em ke zminénym specifickym funkcim jednotlivych
SFK (Arbesu et al., 2017; Koegl et al., 1994).

Nasledujici SH3 doména je schopna vazat useky bohaté na prolin. Jeden
z takovych usekUl spojuje v SFK kindzovou doménu s SH2 doménou, a vazba
SH3 domény kindzy na tento usek (v ramci jedné molekuly) obvykle
stabilizuje uzavienou, neaktivni konformaci kinazy. Afinita této vazby neni
ale pfilis silna, a tak pokud je pfitomen jiny protein, ktery obsahuje oblast
bohatou na prolin svyssi afinitou kSH3 doméné SFK (nez je
intramolekularni interakce), vyvaze SH3 doménu kinazy, a naopak podpofi
konformacni zménu do oteviené (aktivni) podoby (Kurochkina and Guha,
2013).

SH2 doména vaze fosforylované tyrozinové zbytky. V ramci jedné kinazy
se jedna o Y527 na C-konci, jehoZ fosforylace pomoci Csk zpUsobi vazbu
SH2 domény na pY527 a tim opét stabilizaci uzaviené formy kinazy
(deaktivace), naopak defosforylace Y527 pomoci fosfatazy CD45 tuto
interakci uvolni, a umozni kindze zménit konformaci. SH2 doména se také

podili na rozpoznavani substrat kinazy (Burnham et al., 2000; Tice et al.,
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1999). Aktivita SFK s fosforylovanym Y527 klesa az o 98 % (Cooper et al.,
1986).

Kindzovd doména (SH1) prevaziné urcuje specifitu kindz krlznym
substratlim a zaroven ma katalytickou aktivitu. Obsahuje Y416, v aktivacni
smycce kinazy, jehoz (auto)fosforylace stabilizuje otevienou konformaci.
Pfitomnost fosforylovaného Y416 je brana jako znak aktivni kindzy (Ahler et
al., 2019; Tice et al., 1999). VSechny nastinéné mechanismy aktivace jsou

shrnuty na Obr. 5.

A

Uzaviena konformace Oteviena konformace

Obr. 4 | Struktura a regulace kinaz rodiny Src

A — Schematické znazornéni struktury kinaz rodiny Src. N‘ konec obsahuje
vazebné misto pro mastnou kyselinu a SH4 doménu. Po ni nasleduje
unikatni doména (odliSna pro v8echny zastupce SFK), SH3 doména
(schopna vazat oblasti bohaté na prolin), SH2 doména vazajici
fosforylovany tyrosin, a kindzovda doména SH1 s aktivacnim Y416. Na C*
konci je inhibi¢ni Y527. B - Aktivita SFK je regulovana konformacné -
zatimco uzaviend forma (vlevo) neni schopna vazat substrat a je neaktivni,
oteviena forma (vpravo) je substratu pfistupna. Zatimco intramolekularni
interakce (SH2 - pY527, SH3 - linker uvnitf kinazy) udrzuji kinazu v uzaviené
konformaci, autofosforylace na Y416 a interakce SH2/SH3 domén s jinymi
molekulami stabilizuje otevienou (aktivni) konformaci kinazy. Obrazek
prevzat a upraven (Ahler et al., 2019).
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Obr. 5 | Mechanismy aktivace Src kinaz

1 — Aktivace kindzy pomoci regulace fosforylace klicovych tyrozin(i 416 a
527. Kinaza je aktivovana defosforylaci Y527 (napfiklad pomoci fosfatazy
CD45), coz uvolni intramolekularni interakci Y527 se SH2 doménou a
otevieni kinazy. V aktivaéni smycce se nasledné autofosforyluje Y416, jehoz
fosforylace stabilizuje otevienou formu kinazy. 2 - Aktivace pomoci
interakénich partner(l. SH3 doména v zavieném stavu vaze SH1-SH2 linker
s pomeérné nizkou afinitou. Pfitomnost interakéniho partnera schopného
vazat SH3 s vyssi afinitou zpUlsobi uvolnéni kindzy a jeji aktivaci. Podobné
SH2 doména muze misto Y527 vazat jiny pY v interagujici molekule, coz
opét zpusobi otevieni kindzy. Oteviena konformace je nasledné
stabilizovana fosforylaci Y416 vaktivaéni smycce kindzové domény.
Obrazek pfevzat a upraven (Thomas and Brown, 1999).

2.4.3 Fynalck

Tyrosin kinaza Fyn patfici do rodiny SFK je v bufice primarné lokalizovdna na
cytoplazmatické membrané. Aktivovand kinaza se uUcastni transportu
receptor z cytoplazmy na bunécny povrch. Celkem byly identifikovany 3
transkrip¢ni izoformy Fyn-B, Fyn-T a Fyn-C (Saito et al., 2010).

Podobné jako ostatni SFK ma kinéza Fyn vliv na rlst a proliferaci bunky.
Snizeni exprese a inhibice Fyn je spojeno se zastavenim rstu buriky. Jeji
funkce je spojena se signaliza¢ni drahou PI3K/Akt (viz. kapitola 2.5.2). Fyn

fosforyluje protein PIKE-A (antiapopticky protein), ¢imz brani jeho Stépeni
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(Saito et al., 2010). Balliat ve studii uvadi, ze Fyn pfenasi antiapoptotické
signaly kindzy Akt nejen ze solubilnich rlistovych faktord, ale i z interakci
zprostfedkovanych extracelularni matrix (Baillat et al., 2008).

Kindza Fyn, stejné jako ostatni SFK dokaze reagovat na zmeény
v mechanickych vlastnostech ECM. Jeji aktivaci vznika na membrané silny
proces agregace rliznych adheznich protein(, a tim m{ze vzniknou pevné;si
adheze bunky. Tento proces ma potencial v Sifeni metastazi pfi
onkologickych onemocnéni (Niediek et al., 2012).

Aktivita kinazy Fyn se také objevuje v signaliza¢ni draze ERK/MAPK (viz.
kapitola 2.5.1 ERK), kde aktivuje drahu pomoci proteinu Ras (odvozeno od
Rat sarcoma virus). Celkové tak urychluje G1 fazi bunééného cyklu a
ovliviiuje regulaci bunécéné proliferace (Wary et al., 1998).

Tyrosin kinaza Lck (p56Lck) patfi mezi SFK a hraje klicovou roli v
signalizaci T-lymfocytl. Lck je v burice primarné asociovana s plazmatickou
membranou a interaguje s CD4 a CD8 koreceptory T-bunék, coz je zasadni
pro aktivaci T-bunééného receptoru (TCR) a néslednou aktivaci imunitni
odpovédi (Love and Hayes, 2010).

Podobné jako jiné SFK kinazy je i aktivita Lck regulovana fosforylaci.
Autoinhibi¢ni fosforylace C-terminalniho tyrosinu (Tyr505) udrzuje kinazu
Lck v neaktivnim stavu, zatimco fosforylace Tyr394 v aktivacni smyc¢ce Lck
kinazu aktivuje (Chakraborty and Weiss, 2014).

Na urovni signaliza¢nich drah Lck pfispiva k aktivaci nékolika klicovych
cest, véetné drahy PI3K/Akt a ERK/MAPK. Pfes PI3K/Akt drahu se Lck podili
predevsim na stimulaci preziti T-bunék, zatimco pres ERK/MAPK drahu

ovliviiuje bunécnou proliferaci a diferenciaci (Palacios and Weiss, 2004)

244 Lyn

Kindza Lyn je exprimovana prevazné vhematopoetickych bunkach,
konkrétné v myeloidnich a B bunkach. V B bunkach, kde interaguje s B

bunéénym receptorem (BCR, B-cell antigen receptor) pfes koreceptor
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CD19, a zaroven vaze nekatalytickou podjednotku PI3K (phospho-inositid
3-kinase), ¢imz aktivuje signalni kaskadu PI3K/Akt (Brian and Freedman,
2021; Yamanashi et al., 1991).

Aktivace kindzy Lyn mize mit na buriku aktiva¢ni i tlumici vliv (viz. Obr.
6). Lyn deficitni kmeny mysi maji defekt ve vyvoji B bunék hlavné ve fazi
progenitorovych a plné zralych bunék (Hibbs et al., 1995), ale naopak
delece Lyn az ve zralych B bunkach zplsobuje zpozdéni a zesileni
signalizace BCR, coz buriky aktivuje a zaroven podporuje jejich diferenciaci.
Delece Lyn v téchto bunkach je také ¢ini odolné&jsimi vaci apoptdze (Brodie

etal., 2018).

Nezbytna pro
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Nema vliv na TLR signalizaci
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Obr. 6 | Role kinazy Lyn vimunitnich burikach

Schématické rozdéleni regula¢nich vlivll kindzy Lyn na rozdilné imunitni
bunky. U nékterych bunék (B bunky, neutrofily, makrofagy) ma kinaza
pozitivni i negativni regulacni funkce v signalnich drahach (viz kapitola
2.4.4). Obrazek prevzat a upraven (Brian and Freedman, 2021).
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2.4.5 SRC v Hematopoetickych b.

U hematopoetickych bunék musime rozliSit dvé skupiny SFK. Vjedné
skupiné jsou SFK, které jsou vSudypfitomné ve vét§iné bunék organismu -
patfi sem kindzy Src, Fyn a Yes. Druhou skupinu tvofi SFK, které jsou
exprimovany prevazné pouze vhematopoetickych burikach. Do této
skupiny patfi hlavné kinazy Blk, Fgr, Hck, Lck a Lyn (Parsons and Parsons,
2004; Thomas and Brugge, 1997). BEhem vyvoje burky se potlacuje exprese
prvni skupiny SFK, a tim se vice projevuje vliv SFK, které jsou specifické pro
hematopoetické buniky. Nadmeérna aktivita téchto kinaz je ¢asto spojena
s horSimi prognézami onkologickych onemocnéni, a tedy i leukémii. (Dwyer

et al., 2016; Roselova et al., 2018).
2.4.6 SFK v adheznich procesech

Vliv SFK na adhezi hematopoetickych bunék je dlouhodobym pfedmétem
skupiny, kindza c-Src.

Kinaza c-Src je spojena s regulaci adheze a migraci adherentnich bunék.
Ma dllezitou roli v interakci s kindzou fokalni adheze (FAK, focal adhesion
kinase), kdy dohromady reguluji silu a zrani fokalni adheze burky. Zaroven
je jeji exprese a aktivita spojena s fadou malignich onemocnéni (Guarino,
2010).

NasSe laboratof v minulosti pfispéla kvyzkumu role kinadzy Lyn
v adheznich procesech myeloidnich bunék (Roselova et al., 2018). Jeji nizka
aktivita vede k sniZzeni migrace neutrofilll a makrofagl (Abram and Lowell,
2008) a je dUllezita pro spravnou funkci krevnich desti¢ek a vzniku krevnich

srazenin (Zhi et al., 2015).

2.5 Proliferaéni/ aktiva€ni kaskady

Bunka je velmi dynamické prostfedi, které prochazi opakujicim se

bunéénym cyklem a snim i souvisejicimi metabolickymi procesy.
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Pozorovanim aktivity urcitych signalizacnich drah lze odvodit soucasny stav
bunky jako je napfiklad reakce na externi podnéty, proliferaci nebo
apoptozu.

Pozorovanim aktivity kinaz ERK (extracellular signal-regulated kinase) a
AKT (z angl. thymomas of AKR mice), které jsou soucasti signalizacnich drah
regulujicich bunécnou proliferaci, lze zkoumat pravé proliferacni potencial

bunék.
2.5.1 ERK

ERK1 (MAPK3) a ERK2 (MAPK1) jsou lidské formy serin/threoninovych kinaz
souhrnné oznacovanych jako MAPK (mitogen-activated protein kinase).
Jsou soucasti kanonické mitogenni signalizaéni kaskady Ras/Raf/MEK/ERK
jejimz vysledkem je fosforylace cilovych proteind v dlilezitych organelach
(mitochondrie, Golgiho aparat) bunky a ovlivnéni transkripce gen(
podporujicich syntézu novych proteinll (Plotnikov et al., 2011). Draha
reguluje zakladni bunécné procesy jako rust, proliferaci, stresové reakce a
apoptozu (Lavoie et al., 2020).

Lidské ERK1/2 jsou aktivovany ve dvou krocich — MEK1/2 je
fosforyluje na tyrozinech 204/187 a nasleduje fosforylace na threoninech
202/185. Po fosforylaci na obou aminokyselinach se enzym stava aktivni.
Erk, na rozdil od Raf a MEK, maji velmi Siroké spektrum ucinku. Praveé tato
vlastnost jim umoziuje regulovat vice dullezitych pochodl v burice
(Roskoski, 2012).

ZvysSena exprese a aktivita P-ERK byla pozorovana vraznych typech
onkogennich bunék, kde podporuje nadmeérnou proliferaci a migraci (Chen

etal., 2016; Zheng et al., 2024).
2.5.2 AKT

Proteinkinaza B (PKB, téz Akt) je serin/threoninova kinaza, ktera je soucasti
kanonické signalizaéni drahy PIBK/AKT/mTOR. Tato draha reguluje syntézu

proteind v burnice a ovliviiuje bunécény rlst, proliferaci a ma vliv na preziti
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bunky. Kindza Akt je hlavni downstreamovym efektorem aktivované
fosfatidylinositol kinazy PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) a jejim hlavnim
cilem je aktivace mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1).
Aktivovany mTORC1 fosforyluje pfimé efektory ovliviujici proteosyntézu s
efektem na bunécény cyklus (Nepstad et al., 2020).

V savcich bunkach existuiji tfi strukturni formy Akt1, Akt2 a Akt3. VSechny
izoformy obsahuji N-terminalni doménu, katalytickou oblast
s fosforylacnim mistem threonin 308 a C-terminalni regulacni doménu
s fosforylacnim mistem serin 473. Aktivace Akt kinazy vyZzaduje jeji pfesun
zcytosolu kbunééné membrané. Na membrané interaguje s PDK1 a
dochazi k fosforylaci Thr308, coz vede k ¢astec¢né aktivaci. Pro uplnou
aktivaci je nutna druhé fosforylace na Ser473, kterou zajiStuje komplex

mTORC2 (Bellacosa et al., 2004; Nepstad et al., 2020).

2.6 Akutni leukemie

Akutni leukémie (leukémie s rychlym priibéhem) délime na dva zakladni
typy, akutni myeloidni leukémie (AML) a akutni lymfoblasticka leukémie
(ALL). ALL podle morfologie a cytogeneze malignich bunék dale délimena T
bunécnou leukémii (T-ALL) a B bunécnou leukémii (B-ALL). U B-ALL je
dulezitym prognostickym faktorem pfitomnost Filadelfského chromozomu

(Ph+), jehoz produktem je fuzni gen BCR-ABL.
2.6.1 Vyskyt a mortalita

ALL je nejcastéjSim pfipadem rakoviny vyskytujici se u déti, vUSA se
jedna o 76 % ze vSech typu leukemie pro pacienty ve véku od 0 do 19 let. Ze
stejnych dat vyplyva i velky rozdil mezi ,Sanci na pfreziti v pétiletém
horizontu®, kdy u adolescentni a mladsSi populace ma Sanci zhruba 90 %
pacientl narozdil od dospélé populace, pro kterou je Sance na preZziti pouze
45 % (American Cancer Society, 2024). Tyto rozdily jak v prevalenci, tak

v 8anci na preziti, reflektuji rozdil vbunécném vyvoji rakoviny u déti a
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dospélych pacientll. Vék zaroven ovliviiuje odpovéd organismu na lécCbu,
ktera je u starSich pacientd mnohem méné efektivni (American Cancer

Society, 2024; Faderl et al., 2003).
2.6.2 B-ALL

B-bunécna akutni leukemie je jedno z nej¢astéjSich malignich onemocnéni
u déti, ale objevuje se i u casti dospélé populace. U vétSiny déti se
onemocnéni zacina rozvijet jiz béhem fetalniho vyvoje, a to tvorbou
chromozomalni translokace nebo zmeénou genetického materialu
(hyperdiploidie, hypodiploidie). NecCastéjSimi typy téchto aberaci jsou:
t(4;11) MLL-AF4, t(12;21) ETV6-RUNX1, t(1;19) E2A-PBX1 a t(9;22) BCR-
ABL1 (Malouf and Ottersbach, 2017).

Principem tohoto onemocnéni je selhani diferenciace nezralych B
lymfoidnich progenitor(l a jejich nasledna nekontrolovana proliferace. Tyto
bunky se kumuluji v kostni dfeni a nasledné mohou migrovat do periferii
jakoje slezina, jatra, brzlik, CNS a mnoho dalSich. DalSim problémem mimo
akumulaci je ovlivnéni tvorby ostatnich krevnich ¢astic. Dochazi k snizeni
produkce cervenych krvinek a krevnich desticek coZz zpUlsobuje dalsi
oslabeni imunitniho i fyziologického systému pacientd (Malouf and

Ottersbach, 2017).

2.6.3 Terapie ALL

Lécba akutni lymfoblastické leukémie (ALL) vychazi z pediatrickych
protokolll a sklada se z prefaze a dvou indukénich cykld. Tyto protokoly jsou
adaptovany pro pouziti na dospélych pacientech.

Prefaze zahrnuje podavani kortikosteroid(l, vyjimeéné v kombinaci s
cyklofosfamidem. Tento postup umoznuje snizeni nadorové masy pred
zahdjenim intenzivni chemoterapie a poskytuje ¢as na detailnéjsi vySetieni
pacienta (Bassan and Hoelzer, 2011).

Nasleduje série cykld chemoterapie (typicky vinkristin, asparaginaza a

cyklofosfamid v rliznych kombinacich) doplnéné o imunomodulaéni latky
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(dexamethason, prednison). Pokud pacient nedosahl remise po opakovani
obou cykll byva druhy indukéni cyklus nahrazen intenzivnéjsimivariantami.
(Bassan and Hoelzer, 2011; Hoelzer et al., 1988).

Pfitomnost Ph chromozomu pfedstavuje negativni prognézu. Zasadni
zménou v uspésnosti lécby u pacientd sPh+ALL dosSlo inhibitory
tyrozinovych kindz (TKI, Tyrosin Kinase Inhibitors). Tyto latky, plavodné
vyvinuté pro lécbu chronické myeloidni leukemie, se diky podobnym
patofyziologickym vlastnostem zacaly vyuzivat i pro léCbu pravé Ph+ALL
(Fielding et al., 2009). Vyuzitim této kombinované léCby v pfipadech
kompletnich remisi se snizily davky standardnich chemoterapeutickych

léCiv, které maji vyrazné vedlejsi komplikace (Doubek and Mayer, 2020).

2.7 TKI (Inhibitory tyrozinovych kinaz)

Vzhledem k povaze fuzniho proteinu Bcr-Abl (neregulovana tyrozinkinaza)
se vyvoj léCiv zaCal v 90. letech zaméfovat pravé na inhibici této kinazy.
Inhibitory tyrozinovych kinaz otevfely novou variantu lécby malignich
onemocnéni hematopoéze s velmi specifickym mechanismem ud&inku.
Bohuzel jako vétSina onemocnéni ma i ALL fadu variant zplisobenych
charakteristickymi mutacemi v kliCovych proteinech. Tyto variace vedly
k postupnému vyvoji vice druht TKI s jinou specifitou, at uz pfimo k Bcr-Abl,

nebo jinym kindzam. Nové typy TKI maji navic afinitu k vice typlim kinaz.
2.7.1 Imatinib

Imatinib (STI571, Gleevec; Obr. 7) je derivat 2-fenylaminopyrymidinu a
specificky inhibuje kinazy c-Abl, c-Kit a PDGFR (Platelet Derived Growth
Factor Receptor). Byl vyvinut v 90. letech Nicholasem Lyndonem, Brianem
Drukerem a Charlesem Sawyersem a jeho pouZiti vyrazné zlepSilo lé¢bu

predevsim CML.
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Obr. 7 | Struktura imatinibu (medchemexpress.com/Imatinib.html)

Pyrimidinové a pyridinové cykly molekuly stericky zasahuji do oblasti,
kde se vaze ATP. Zbytek molekuly imatinibu se vaze do hydrofobni kapsy
proteinu. Imatinib tedy vazbou na neaktivni konformaci proteinu Bcr-Abl

zpUsobuje jeji pfevahu bunce (Schindler et al., 2000).
2.7.2 Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825, Obr. 8), je multikinazovy inhibitor, ktery ukazal
znacny potencial pfi l&¢bé raznych druhd rakoviny, zejména CML s
aktivovanou kinazou Bcr-Abl. Dale se vyuziva k lécbé Ph+ ALL, které jsou
rezistentni/intolerantni na imatinib svyjimkou T351] (mutace, ktera je

k dasatinibu rezistentni).
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Obr. 8 | Struktura dasatinibu (medchemexpress.com/Dasatinib.html)

Dasatinib patfi mezi TKI druhé generace a in vitro ma 300x vysSi afinitu
k Bcr-Abl nez imatinib. Dasatinib inhibuje angiogenni potencial
endotelidlnich bunék, coz zdlrazriuje SRC kinazy jako klicové downstream
efektory mnoha angiogennich signalizaCnich drah. Bylo prokazano, Ze

plUsobeni dasatinibu na SRC rodinu kindz souvisi s jeho protinddorovou
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aktivitou v endotelialnich a myeloidnich bunfkach nadorového
mikroprostredi (Liang et al., 2010; Luo et al., 2006; Shah et al., 2004).

Bylo zjisténo, Ze dasatinib mimo své proti-onkogenni funkce, také cili na
Btk (Burtonova tyrozinova kindza) tyrosin kindzu, d(lezitou molekulu
v signalizacnich drahach aktivovanych vazbou B bunécného receptoru na
antigen. Tato interakce s Btk naznacuje, Ze dasatinib mUze pUsobit jako
imunosupresor, ovliviujici vyvoj B-lymfocytd, stejné jako funkci leukocytd.

coz by mohlo ovlivnit dlouhodobou lé€bu leukémie (Hantschel et al., 2007).
2.7.3 Ponatinib

Ponatinib (Obr. 9) je silny multitargetovy inhibitor tyrozinkinaz, vyuziva se
k léCbé zejména CML a ALL. Jako inhibitor cili na tyrozinkinazy Bcr-Abl a na
rodinu tyrozinkinaz FGFR, coz naznacuje jeho potencial v lé€bé malignich
procest spojenych s abnormalitami FGFR1, jako jsou myeloidni a lymfoidni
neoplazie. Siroky rozsah inhibice kindz ponatinibem je vyznamny pro
pacienty s raznymi hematologickymi malignitami s abnormalnimi

signaliza¢nimi drahami kinaz (Price et al., 2013).

ZT

Obr. 9 | Struktura ponatinibu (medchemexpress.com/Ponatinib.html)

Ponatinib byl specificky vyvinut pro Uc¢innou terapii pacientdl s CML s
mutaci Bcr-Abl T315l, ktera zplsobuje rezistenci na jiné inhibitory Ber-Abl,
jako jsou imatinib a dasatinib (Lin et al., 2017). Dale inhibi¢ni aktivita
ponatinibu zahrnuje signalizacni drahy spojené s dalSimi kinazami, jako
jsou FLT3 a TrkA, které jsou relevantni pro AML. Diky Sir§imu spektru kindz,

které je ponatinib schopen inhibovat mlZe jeho poufZiti zlepsit terapeutické
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vysledky cilenim na vice aberantnich signalizacnich drah soucasné (Dokla

etal., 2022).

2.8 Kombinace TKI a Blinatumomabu v klinické praxi

Studie ukazuji, ze kombinace blinatumomabu a TKI je vysoce ug¢inna a
relativné bezpecna u pacient( s relabujici/refrakterni Ph+ ALL (Foa et al.,
2020). Priznivé vysledky pfi pouziti kombinace léCiv jsou dllezZité hlavné u
vysoce rizikovych pacientl s refrakterni nebo relabujici povahou nemoci
(Assietal., 2017).

In vitro testovani a studie, stejné jako naSe vysledky, paradoxné ukazuji
na opacny efekt této kombinace nez efekt, ktery vykazuje v klinické praxi.
TKl jakoZto inhibitory rliznych kinéz totiZ neovliviiuji jen kindzy v rakovinnych
bunikach, ale maiji vliv i na signaliza¢ni drahy ve zdravych lymfocytech.
Studie (Kauer et al.,, 2022) prokazala vyrazny potlacujici efekt
multikindzovych inhibitor(l (dasatinib, ponatinib) na aktivaci T-lymfocytd,
¢imz tyto inhibitory brani cytotoxickému ucinku, ktery je hlavnim
mechanismem fungovani blinatumomabu.

Tento zasadni rozdil v klinickych a in vitro studiich kombinace TKI a
blinatumomabu je pfedmétem dalsiho zkoumani a hledani mechanismu,
které by tento fenomén vysvétlily.

U pacientd léCenych blinatumomabem navic pozorujeme castéjsi
relapsy onemocnéni v extramedularnich (nehematopoetickych) tkanich,
jako je napfriklad CNS. Takto relabujici onemocnéni ma velmi nepfiznivou
prognézu. Hypotézou projektu (jehoz je tato prace soucasti) je Ucinek
blinatumomabu, ktery svou vazbou na CD19 ovliviiuje intracelularni
adhezni signalizaci malignich bunék, coz by mohlo mit za nasledek zmény
v expresi povrchovych adheznich molekul a tim i zménu adhezni specifity B-
ALL bunék. Bunky stakto pozménénou adhezni specifitou by se pak
teoreticky mohly lépe pfichytit vextramedularnich tkanich a tam

zpusobovat relapsy onemocnéni.
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2.9 Efekt TKI na expresi CD62L

Béhem predchozich vyzkum( v laboratofi jsme zjistili, Ze nékteré TKI
(dasatinib a ponatinib) zvySuji expresi adhezni molekuly L-selectin (CD62L)
na povrchu nékterych B-ALL bunék (Obr. 10; Obr et al., 2023)

CD62L je jednou zadheznich molekul ucastnicich se iniciace
cytotoxické synapse a zaroven je potencialnim cilem terapie u jinych druht
leukémii (Burgess et al., 2013; Sopper et al., 2017). Zmény v jeji pfitomnosti
na povrchu bunék mohou teoreticky ovlivnit u¢innost imunoterapie.

Jednim z intracelularnich efektor(l signalizace CD62L jsou kinazy rodiny
Src (lvetic et al., 2019) Tato prace smefuje k pochopeni potencidlnich

dUsledkd tohoto jevu.
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Obr. 10 | Vliv TKI na expresi CD62L na povrchu B-ALL bunék

A - Exprese CD62L na povrchu bunécnych linii po 24 h plasobeni TKI. B -
Zmeény v expresi CD62L po 24 h inkubaci s TKI a nasledném odmyti efektoru
na dalSich 24 h (-), nebo po 48 h kontinualni inkubaci s TKI (+). Statisticka
analyza dat byla provedena pomoci programu GraphPad Prism 9.1 (parovy
t-test; ** p < 0,01, *** p<0,001).
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3 Cile prace

Hlavnim cilem této prace je v navaznosti na predchozi vysledky laboratore
detailngji studovat vliv léCiv pouZivanych pro terapii B-akutni lymfoblastické
leukémie na intracelularni adhezni signalni drahy, zde reprezentované
signalizaci kinaz rodiny Src.

VedlejSim cilem prace je studium vedlejSiho vlivu téchto léciv na
potencialni zmény v charakteru interakce nadorovych bunék s burikami
imunitniho systému, reprezentovanou efektivitou cytotoxickych bunék pfi

eliminaci malignich cild.
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4 Material a Metody

4.1 Chemikalie

Efektory

Imatinib (Bristol-Meyers Squibb), 2mM zasobni roztok ve sterilni H,0O, skladovan v
-20°C

Dasatinib (Selleckchem) 10 mg, 20 mg/ml zasobni roztok ve sterilnim DMSO,
skladovanv-20°C

Ponatinib (Cayman chemical Co.), 50mM a 10mM zéasobni roztoky ve sterilnim
DMSO, skladovanv -20 °C

Blinatumomab (AMG 103, AMGEN, Thousand Oaks, USA) 12 ng/ml ve sterilnim
PBS, skladovan ve 4 °C

SDS-Western blot
Ethanol 96% zkouseno dle CL, Penta, skladovano ve 4 °C

Lyticky pufr: Pierce™ IP Lysis Buffer, cat. 87788, ThermoFisher Scientific, (slozeni:
25 MM Tris-HCLlpH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40 and 5% glycerol) vidy
Cerstvé doplnény o 5 ul/mlinhibitoru fosfataz

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, cat. P5726, Sigma-Aldrich, skladovano ve 4 °C

Vzorkovy pufr: Sample Buffer, Laemmli 2x Concentrate, cat. S3401, Sigma-
Aldrich, (slozeni: 4% SDS, 20% glycerol, 10% 2-merkaptoethanol, 0.004%
bromfenolova modf, 0,125 M Tris-HCIL, pH 6.8) zasobni roztok skladovan v - 20 °C,

pozivany alikvét v pokojové teploté

Elektrodovy pufr: 10x Tris/Glycine/SDS Buffer, cat. #1610772, Bio-Rad
Laboratories, USA (slozeni po fedéni 1:9 s deionizovanou H,O - 192 mM glycin;
25 mM Tris base; 0,1% SDS (w/v); pH 8,3), zasobni roztok (10x) skladovan pfi

pokojové teploté

Precision plus protein standard (All Blue), Bio-Rad Laboratories, USA, cat.

#161-0373; zasobni roztok skladovan v - 20 °C, pozivany alikvét ve 4 °C
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Semi-dry transfer pufr: Trans-Blot Turbo 5x Transfer Buffer, Bio-Rad Laboratories,

USA, cat. #1704270 skladovano ve 4 °C, finalni fedéni 3:1:1 pufr:ethanol:ddH,O
PBS-T: PBS (phosphate-buffered saline); 0,1% Tween-20 (v / v)

Pfedpfipravené gely pro SDS:
Mini-Protean TGX, Precast gels 12%, cat. #4561045,
Mini-Protean TGX, Precast gels 10%, cat. #4561035,

- oboji Bio-Rad Laboratories, USA; skladovano ve 4 °C
Trypan Blue, Sigma-Aldrich, cat. T6146; skladovan pfi pokojové teploté

Substraty pro imunodetekci:
Clarity Western ECL, Bio-Rad Laboratories, USA, cat. #170-506; skladovan pfi
pokojové teplotée

Westar supernova, Cyanagen srl, Italy, cat. XLS3; skladovan pfi pokojové teploté

Priatokova cytometrie

CFSE, Thermo Fisher, cat. C34557; zasobni roztok 20 mM skladovan v -20 °C
Histopaque-1077, Sigma-Aldrich, cat H8889; skladovan v -4 °C

Interleukin-2, Sigma-Aldrich, cat. 12644; zasobni alikvéty v -80 °C, nasledné ve

4 °C; pfidavan do média na vyslednou koncentraci 500 Ul/ml

CellGenix GMP DC Medium, Miltenyi Biotec, cat. 20801-0500; skladovan ve 4 °C
Propidium lodide (PI), ThermoFisher Scientific, cat. BMS500PI; skladovan ve 4 °C

4.1.1 Protilatky

Goat anti-Rabbit sekundarni protilatka konjugovana s kifenovou peroxidazou
Goat anti-Mouse sekundarni protilatka konjugovana s kfenovou peroxidazou
- oboji Thermo Scientific, 20 pl alikvoty v glycerolu (1:1) v -20 °C

Phospho-Src Family (Tyr416), cat. 4370, antibody made in rabbit,
Phospho-Akt (Ser473) (D9E), cat. 4060 antibody made in rabbit,

p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5), cat. 4695, antibody made in rabbit
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204), cat. 4370, antibody made in
rabbit

- vSe Cell Signaling Technology, Beverley, MA; v -20 °C
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Lyn antibody, cat. 610003, made in mouse
- BD Transduction Laboratories, v-20 °C
Phospho-LCK/FYN (Tyr416), cat. PA5-110156, antibody made in rabbit

- ThermoFisher scientific, v-20°C

4.2 Bunécné linie
Pouzité bunéc¢né linie byly kultivovany v médiu RPMI 1640 s pfidavkem 4mM

L-alanyl-L-glutaminu, 10% fetalniho teleciho séra, 100U/ml penicilinu a

100pg/ml streptomycinu pfi 37°C ve zvlhované atmosfére s 5% CO..

Tabulka 1 | Seznam pouzitych bunéénych linii.

Linie Bunécny typ Charakteristika Zdroj
Lidske Leibniz institute
ARH-77 B lymfoblastické Ph- DSMZ, Braunschweig,
bunky Némecko
Leibniz institute
Lidsky Burkittlv
RAJI Ph- DSMZ, Braunschweig,
lymfom

Némecko

. , e . Leibniz institute
Lidské B bunécné
REH Ph- DSMZ, Braunschweig,
prekurzorové buriky
Némecko

4.3 Rustovy test

Bunky (3 x 10°%ml) byly v objemu 1 ml oSetfeny inhibitory a
blinatumomabem v indikovanych koncentracich a inkubovany pfi 37 °C.
Vzorky byly vdanych Casech odebrany do mikrotitraCnich desticek a
smichany s trypanovou modiiv poméru 1:1. Celkovy pocet bunék a viabilita
bunék byly analyzovany pomoci pfistroje Bio-Rad Cell Counter TC10™
Alternativné jsme pocet bunék analyzovali pomoci pfistroje MindRay BC-

3000Plus Auto Hematology Analyzer.
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4.4 SDS-polyakrylamidova elektroforéza a Western
Bloting

Burniky (3 x 10°) byly dvakrat promyty PBS (RT; 300 g/ 7 min), lyzovanyv 130 pl
lytického pufru (15 min, led) a centrifugovany (15 min, 15000 g, 4 °C).
Supernatant byl smichan v poméru 1:1 s Laemmliho vzorkovym pufrem a
inkubovan 5minut pfi 95 °C. Takto pfipraveny vzorek byl ulozen do -20 °C,
pfipadné ihned dale zpracovan.

12 pl vzorku bylo naneseno na 10% nebo 12% gel, rozdéleno pomoci
SDS-PAGE (200 V, 45 min; aparatura Bio-Rad Mini Protean® 3) a pfeneseno
na nitrocelulézovou membranu (Bio-Rad Trans-Blot Turbo Transfer System).

Membrany byly blokovany (50 min, RT, tfepacka) v 3% BSA fedéném v
PBS-T. Inkubace s primarni protilatkou fedénou v PBS-T probihala za stalého
kyvani pfes noc pfi 4 °C, respektive 2,5 h pfi RT (dle protilatky). Po odmyti
pfebytecné primarni protilatky (5x5 min, PBS-T) byla membrana inkubovéana
se sekundarni protilatkou konjugovanou s kfenovou peroxidazou fedénou v
PBS-T (50 min, RT) a opét promyta PBS-T.

Signal sekundarni protilatky byl vyvoldn pomoci substratl Clarity
Western ECL pfipadné Westar supernova dle pokyn( vyrobce a detekovan
digitalnim systémem G:BOX iChemi XT4 s vyuzitim programu GeneSys ver.
1.8.10.0. Signal na membranach byl vyhodnocen pomoci programu

GeneTools ver. 4.3.9.0 (vSe Syngene Europe, Cambridge).
4.4.1 Osetreni bunék pro SDS-elektroforézu

Z jednotlivych bunécénych linii byly vytvofeny 3 identicky oSetfené sady
vzorkl pouze sTKI a 3 identicky oSetfené sady s TKI vkombinaci
s blinatumomabem. Koncentrace inhibitor( a blinatumomabu pro oSetieni
obou triplikat jsou uvedeny v Tabulka 2 a Tabulka 3. Po oSetfeni efektory

nasledovala inkubace 24h pfi 37 °C ve zvlh¢ované atmosféfe s 5 % CO.,.
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Tabulka 2 | Vysledné koncentrace efektorll po oSetfeni jednotlivych vzorki
shodné pro cely triplikat. Sada obsahuje buriiky oSetfené TKI bez pfidavku
blinatumomabu.

imatinib ponatinib  dasatinib

vzorek M) [nM] [nM]
1. - - -
2. 0,1 - -
3. 1 - -
4. 10 - -
5. - 100 -
6. - - 100

Tabulka 3 | Vysledné koncentrace efektorll po oSetfeni jednotlivych vzorki
shodné pro cely triplikat. Sada obsahuje buriky oSetfené TKI v kombinaci s
blinatumomabem. Ve vyslednych grafech je pfidavek TKI k blinatumomabu
znacen ,+“ pfed jeho koncentraci.

blinatumomab  imatinib ponatinib  dasatinib

vzorek g x ml] [uM] [nM] [nM]
1. - - - -
2. 25 - - -
3. 25 1 - -
4. 25 10 - -
5. 25 - 100 -
6. 25 - - 100

4.5 Pratokova cytometrie (cytotoxicky test)
Cytotoxické testy jsou jednoduchou metodou, jak stanovit efektivitu

cytotoxickych lymfocytl vici cilovym bunkam v danych podminkéach (in

vitro).
4.5.1 Zakladni usporadani experimentu

Lymfocyty od zdravych darcl byly 24 h stimulovany blinatumomabem a
nasledné smichany v rznych pomérech (Effector:Target mezi 5:1 a 20:1) s

cilovymi bunkami (B-ALL linie znacena CFSE). Cytotoxicita byla stanovena
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jako % nezivotaschopnych cilovych bunék (Pl pozitivni frakce bunék

obarvenych CFSE) po 24h inkubaci s lymfocyty.
4.5.2 Lymfocyty

Bunky od zdravych darct byly izolovany standardnim postupem pfes
Histopaque-1077. Plna krev byla nafedéna 1:1 se sterilnim PBS, opatrné
nanesena na vrstvu Histopaque-1077 (10 ml v 50ml centrifugacni
zkumavce) a centrifugovana (30 min / 400 g / RT, bez brzdy na centrifuze,
aby se rozdélené bunécné frakce nesmichaly s Histopaquem).
Charakteristicky prstynek slozeny z PBMC byl odebran do 15ml
centrifugac¢ni zkumavky a 3 x promyt 15 ml sterilniho PBS za nasledujicich
podminek: (1) 400 g/ 10 min, (2) 300 g/ 7 min, (3) 300 g / 5 min, vSe pf¥i RT.
Pelet byl resuspendovan v 10 ml ohfatého RPMI.

Pro stfednédobou kultivaci a expanzi lymfocytd bylo pouzito médium
CellGenix GMP DC s pfidavkem rekombinantniho IL-2 (500 Ul/ml). Buriky
byly v prvnich dnech expanze stimulovany protilatkami proti CD3 a CD27,
¢imz doslo k stimulaci proliferace.

Den pred pouzitim na cytotoxicky test byly buniky prevedeny do média

bez IL-2 a stimulovany blinatumomabem (25 ng/ml, 24 h).
4.5.3 Cilové buriky

Priblizné 2 x 10° bunék cilové linie (RAJI, REH, ARH-77) bylo v den
cytotoxického testu peletovano (300 g / 5 min) a resuspendovano v 1 ml
ohfatého PBS (37 °C) s pfidavkem 0,2 pl 20mM CFSE. Bunky byly
inkubovany 20 min v 37 °C a poté smichany s 5 nasobkem PBS se 4% BSA
(inkubace 10 min/ 37 °C). Po skon¢eni inkubace byly buriky peletovany (300
g / 5 min) a nafedény RPMI na poZadovanou hustotu (typicky 1 x 10°
bunék/ml).

4.5.4 Cytotoxicky test

V den provedeni cytotoxického testu byly smichany lymfocyty s cilovymi

bunkami (pfipravené dle navodl —4.5.2; 4.5.3) dle nasledujiciho protokolu.
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Lymfocyty byly peletovany (300 g / 5 min). Supernatant (kondiciované
médium ze stimulovanych lymfocytll) byl pouZit jako kontrola ke kazdé
testované podmince. Zbytek lymfocytl byl resuspendovan ve zbytku média.
Do desticky byly naneseny nejdfive resuspendované lymfocyty v objemu
korespondujicim s kontrolou, poté TKI, a jako posledni cilové buriky,
nasledovala inkubace 24 h / 37 °C.

Vysledkem toho protokolu byly tedy dvé jamky pro kazdou z testovanych
podminek, pficemz prvni (kontrolni) jamka obsahovala pouze kondiciované
médium z kultivace lymfocytl a druhou jamku s lymfocyty a cilovymi
burnkami.

V den méfeni byl obsah jamek pfenesen do zkumavek pro pritokovou
cytometrii, tésné pred meéfenim byl do kazdé zkumavky pfidan 1 pl
propidium jodidu (PI) a zkumavka promichana (vortex). Detekce frakce
CFSE+ PI+ bunék probihala na cytometru LSRFortessa za
standardizovaného nastaveni fotondsobiCli na laserech, data byla
vyhodnocena softwarem BD FACS Diva.

Cytotoxicita byla stanovena jako podil mrtvych (Pl+) cilovych bunék

korigovanych na kontrolu s médiem (dle nasledujiciho vzorce)

Vzorec pro vypocet cytotoxicity

(%) mrtvych bunék vzorek- (%) mrtvych bunék v kontrole
100 - (%) mrtvych bunék v kontrole
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Obr. 11 | Reprezentativni souhrn gatovaci strategie cytotoxického testu

Selekce frakce CFSE+ Pl+ (tedy mrtvych cilovych bunék) pfi analyze na
pratokovém cytometru LSRFortesa za pomoci softwaru BD FACS Diva. A -
Zakladni scattergram FSC/SSC. Gate P2 oddéluje buné&nou populaci od
buné&ného debris. B — Gate P3 oddéluje dubletni udalosti. C — pomoci
cilového gatu P1 jsou vybrany v§echny cilové buriky (CFSE+ v kanalu FITC-
A). Lymfocyty (CFSE-) jsou zanedbany za ucelem selekce relevantnich
udalosti pfi méreni. D — Stejné usporadani jako (C), rozdélenim do kvartall
dosahneme oddéleni cilovych bunék (Q2 a Q4). V Q2 se nachazeji bunky
Pl+ (mrtvé cilové bunky, kanal PE-Texas Red A), naopak v Q4 se nachazi
populace Zivych cilovych bunék (PI-).
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5 Vysledky

5.1 Rustové testy a viabilita B-ALL linii

Klinicka efektivita blinatumomabu a TKI mU{ze souviset s jejich pfimym
vlivem na zivotaschopnost malignich bunék. Prvnim krokem prace tedy bylo
stanoveni efektu téchto latek na proliferaci a viabilitu B-ALL linii.

Rlstové testy na bunécnych liniich prokazaly celkovou nezavislost
proliferacni expanze bunék na pfitomnosti TKI nebo blinatumomabu. TKI
efektory (imatinib, ponatinib) nemély statisticky vyznamny vliv na zmeény
v proliferaci a viabilité bunék u vSech pouzitych linii - Obr. 12 (proliferace),
Obr. 13 (viabilita). Dasatinib byl testovan v oddéleném experimentu (Obr.
14), ale vysledny vliv koreluje s pfedchozimi testy imatinibu s ponatinibem.

Samostatnym testem bylo porovnani vlivu blinatumomabu na
proliferaci a viabilitu bunék (Obr. 15). | vtomto pfipadé jsme nezaznamenali
statisticky vyznamny rozdil mezi bunkami inkubovanymi
s blinatumomabem a kontrolnimi burikami.

Mira proliferace a viability tedy neni nijak zdsadné ovlivnéna kultivaci

bunék v prostfedi spolu s TKI efekotry a blinatumomabem.
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Vysledky
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Obr. 12| Vliv inhibitord tyrozinovych kinaz na proliferaci B-ALL bunék
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Koncentrace (pocet) bunék vjednotlivych vzorcich byla analyzovana po
24,48 a 72 hodinach od pfidani inhibitora. (A) RAJI, (B) ARH-77, (C) REH.
Souhrnna data a odchylky ze tfi nezavislych experimentu.
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Obr. 13| Vliv inhibitord tyrozinovych kinaz na viabilitu B-ALL bunék
Frakce Zivotaschopnych bunék po 24, 48 a 72 hodinach od pfidani

inhibitort. (A) RAJI, (B) ARH-77, (C) REH. Souhrnna data a odchylky ze tfi
nezavislych experimentu.
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Obr. 14 | Vliv dasatinibu na proliferaci a viabilitu B-ALL bunék

Vzorky byly analyzovany po 24, 48 a 72 hodinach od pfidani dasatinibu
s vyslednou koncentraci 100 nM A - viabilita bunék , B — proliferace bunék.
Souhrnna data a odchylky ze tfi nezavislych experimentt
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Obr. 15| Vliv blinatumomabu na proliferaci a viabilitu B-ALL bunék

Vzorky byly analyzovany po 48 a 72 hodinach od pfidani blinatumomabu.
A —-viabilitabunék, B -proliferace bunék. Souhrnna data a odchylky ze dvou
nezavislych experimentd.

5.2 Exprese AKT a ERK
JelikoZ blinatumomab a TKI mohou ovlivnit vlastnosti B-ALL bunék bez
ohledu na jejich prezivani (napfiklad zvySenim jejich fragility), pouzili jsme

kindazy Akt a Erk jako zastupné markery bunécnych procesl spojenych
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s proliferaci a aktivaci B lymfocytl. Expresi téchto kinaz vjednotlivych
liniich a zmény ve fosforylaci klicovych aktivacnich zbytk(l po oSetreni
jednotlivymi efektory jsme detekovali pomoci imunoblotingu s vyuzitim
fosfo-specifickych protilatek. Reprezentativni vysledky western blotl jsou

na Obr. 16 (Erk) a Obr. 19 (Akt).

5.2.1 Exprese a fosforylace kinazy Erk v jednotlivych liniich

g [ = z 2
g = = z 2 g gE g < 0 g
=8 Z 3 b g 3 :3 £8 = z = a
A 2= s = T = b B £ £5 s = = £
s 2 % 3 5 & g 88 2 & 8 8
5] = = 2 - = + + o T
RAJI; ARH;
— G— S— e . - »
P-ERK — — G S P-ERK . — — G—

Y¥202/204 ¥202/204

T-ERK ==---= T-ERK .———=.—--—“--

Obr. 16 | Reprezentativni WB pro p42/p44 Erk na liniich RAJI (A) a ARH-77 (B)

Bunky (3 x 10°) byly inkubovany s pfislusnymi efektory po dobu 24h, lyzaty
(6 pl) byly smichany se vzorkovym pufrem, rozdéleny pomoci SDS-PAGE a
pfevedeny na nitrocelulézovou membranu. Imunodetekce probihala
pomoci fosfo-specifické protilatky proti Y202/204 kinazy Erk (P-ERK). A -
linie RAJI oSetfena pouze TKI. B - linie ARH-77 oSetfena TKI
s blinatumomabem. Oznaceni ,+“ pfed koncentraci inhibitoru znaci
kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.

Vysledny efekt blinatumomabu na aktivitu Erk kinazy byl napfi¢ liniemi
minimalni (Obr. 18 B, D). Oproti tomu efekt TKI se projevil jak samostatné
bez blinatumomabu (Obr. 18 A, C), tak v kombinaci s blinatumomabem
(Obr. 18 B, D). Imatinib mél pozitivni vliv na aktivitu kinazy Erk. ZvySeni
aktivity bylo vyraznéjsi v bunkach bez pfitomnosti blinatumomabu (Obr. 18
A, C) nez v pfipadé kombinace s blinatumomabem (Obr. 18 B, D). U linie
RAJI byly tyto rozdily dokonce statisticky vyznamné. Dasatinib a ponatinib

inhibovaly fosforylaci Erk u linie RAJI. U linie ARH-77 jsme pozorovali
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korespondujici efekt pouze u dasatinibu (silngji v kombinaci
s blinatumomabem, Obr. 18 D), zato ponatinib nemél na fosforylaci Erk
zadny vyznamny vliv. (Obr. 18 B, D).

U linie REH jsme opakované nebyli schopni detekovat zZadny signal
korespondujici s fosforylovanou kinazou Erk (Obr. 17, A), zaroven i signal
protilatky proti celkovému mnozstvi kinazy byl pomeérné slaby a nestabilni

(Obr. 17, B). Bloty u linie REH jsme tedy nevyhodnocovali.

= (%] = %)

s 2 5 5 § 2 = 2 5 5 % 2

s £ 3 z a 4 s = F = 4 ©O

£ £ 3 ¥ I Z £ £ F = T Z

A S 3 = =1 = c B S S = =1 [= c

2 = 2 ¢ 8 8 2 - 2 ¢ 8 8
REH; REH;
P-ERK T-ERK

Obr. 17 | Reprezentativni imnunoblot pro nulovou aktivitu kinazy Erk v linii
REH

A - metodou imunoblotingu se specifickou protilatkou proti P-Y202/204 Erk
nebyla zjisténa pfitomnost fosforylované kinazy v linii REH. B — celkova
exprese kinazy Erk v linii REH.
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Obr. 18 | Relativni zména fosforylace Y202/204 kinaz Erk v liniich RAJI a
ARH-77

Relativni zména fosforylace Erk kinazy v burikdch, stanovena pomoci
imunoblotingu s vyuzitim fosfo-specifické protilatky proti fosforylované
kinaze Erk (P-ERK) a tyto hodnoty byly vztazeny k celkové expresi Erk kinazy
v bunkach, stanovené pomoci celkové protilatky. Statisticka analyza dat
byla provedena pomoci programu GraphPad Prism 9.1 (parovy t-test; * p <
0,05, ** p < 0,01). A - linie RAJI oSetfena pouze TKI. B - linie RAJI oSetfena
TKI s blinatumomabem. C - linie ARH-77 oSetfena pouze TKI. D - linie ARH-
77 oSetfena TKl s blinatumomabem. Oznaceni ,+“ pred koncentraci
inhibitoru znaci kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.
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5.2.2 Exprese kinazy AKT v jednotlivych liniich
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Obr. 19 | Reprezentativni WB pro P-S473 Akt na liniich ARH-77 (A) a RAJI (B)

Bunky (3 x 10°) byly inkubovany s pfislusnymi efektory po dobu 24h, lyzaty
(12 pl) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pfevedeny na nitrocelulézovou
membranu. Imunodetekce probihala pomoci fosfo-specifické protilatky
proti S473 kinazy Akt (P-AKT). A - linie ARH-77 a RAJl oSetfené pouze TKI. B
— linie ARH-77 a RAJI oSetfené TKI s blinatumomabem. Oznadeni ,,+“ pred
koncentraci inhibitoru znaéi kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.

Aktivita kinazy Akt je dalSim silnym proliferacnim znakem, a navic je
regulovana mimo jiné signalizaci od CD62L/PI3K. Zmeény v expresi CD62L
jsme pozorovali v pfedchozi praci na projektu (viz kapitola 2.9, Obr. 10).

Zajimalo nas tedy, zda a jak se projevi efekt TKI na tomto zastupném
markeru PI3K signalizace. Ke stanoveni aktivity kindzy Akt jsme pouZzili
protilatku proti S473, jehoz fosforylace je hlavnim znakem aktivni kinazy.

Blinatumomab u linii RAJI a ARH-77 sniZzoval fosforylaci S473 Akt,
v pfipadé RAJI dokonce statisticky vyznamné (Obr. 20 C, D). Naopak u linie
REH aktivitu mirné zvySoval (Obr. 20 F).

Vliv TKI na fosforylaci Akt u linii RAJI a ARH-77 byl svou tendenci
srovnatelny s jejich vlivem na kinazu Erk. Imatinib samotny zpUsobil zvyseni
fosforylace kinazy Akt a nizsi narlst aktivity byl naméfen i v pfipadech
kombinace imatinibu s blinatumomabem. U linie ARH-77 bez pfitomnosti

blinatumomabu byl pozitivni efekt v koncentraci 1 uM statisticky vyznamny

(Obr. 20 C). Ve srovnani s fosforylaci Erk, kde jsme pozorovali nejvyssi
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ucinek u 10uM imatinibu (Obr. 18), byl maximalni uc¢inek na fosforylaci Akt
dosazen obvykle uz pfi TuM koncentraci (Obr. 20). Multikinazoveé inhibitory
ponatinib s dasatinibem v liniich RAJI a ARH-77 vyznamné tlumily aktivitu
kindzy, ve vétSiné pfipadd (na rozdil od imatinibu) i se statisticky
vyznamnym rozdilem (Obr. 20 A, B, C, D). U linie REH nebyl inhibi¢ni efekt
tolik vyrazny, ve vzorcich oSetfenych pouze TKI byla dokonce pozorovana

tendence k mirnému nartstu fosforylace Akt (Obr. 20 E, F)
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Obr. 20 | Zmény fosforylace S473 kinazy Akt v liniich RAJI, ARH-77 a REH
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Relativni zména fosforylace Akt kinazy vbunkach, stanovena pomoci
imunoblotingu s vyuzitim fosfo-specifické protilatky proti P-S473 Akt (P-
AKT). Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programu GraphPad
Prism 9.1 (parovy t-test; * p< 0,05, ** p<0,01). A-linie RAJl oSetfend pouze
TKI. B - linie RAJI oSetfena TKI s blinatumomabem. C - linie ARH-77
oSetfena pouze TKI efektory. D - linie ARH-77 oSetfena TKI
s blinatumomabem. E-linie REH oSetfena pouze TKI. F-linie REH oSetfena
TKI s blinatumomabem. Oznadeni ,+“ pfed koncentraci inhibitoru znadi
kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.

5.3 Exprese SFK

Nadmeérna aktivita a exprese kinaz rodiny Src (SFK) velmi ¢asto souvisi
s nekontrolovanou stimulaci bunék k proliferaci a rlstu. SFK jsou navic
soucasti adhezni signalizace bunék, mimo jiné i drahy zprostfedkované
adhezni molekulou CD62L, a ucastni se také signalizace od koreceptoru
CD19, na ktery se vaze blinatumomab. Zména v aktivité SFK tedy muze
ukazat na intracelularni zmény v adhezni signalizaci.

Cilem sledovani fosforylace SFK bylo zjistit, jestli existuje rozdil v aktivité
SFK pfi plsobeni samotnych TKI a pusobenim TKI spole¢né
s blinatumomabem. Aktivita celé rodiny hematopoetickych kinaz Src
(stanovena pomoci pan-specifické protilatky proti P-Y416 kinaz rodiny Src a
ekvivalentnim) byla zkoumana pouze na linii RAJI, nebot u linii ARH-77 a
REH byla celkova aktivita nizka a neodliSitelnda od pozadi (Obr. 21).
Zastupné jsme tedy pro tyto linie zvolili protilatku s uzsi specifitou ke
konkrétnim kinazam z rodiny SFK, Lck a Fyn, které mély na western blotu

mefitelny signal .
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Obr. 21 | Reprezentativni WB pro nevyrazné aktivity SFK (P-Y416)

A - minimalni signal pro detekci fosforylovanych kinaz SFK u linie ARH-77.
B — minimalni signal pro detekci fosforylovanych kinaz SFK u linie REH. P¥i
vyuziti fosfo-specifické protilatky proti P-Y416 SFK tedy nebyl detekovan
zadny spolehlivy signal pro hodnoceni téchto dvou linii.

5.3.1 Exprese P-SRC v linii RAJI
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Obr. 22 | Reprezentativni WB pro P-Y416 SFK na linii RAJI

Bunky (3 x 10°) byly inkubovany s pfislusnymi efektory po dobu 24h, lyzaty
(12 pl) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pfevedeny na nitrocelulézovou
membranu. Imunodetekce probihala pomoci fosfo-specifické protilatky
proti Y416 (a ekvivalentnim zbytkiim) kinaz rodiny Src (P-SRC). A - TKI bez
blinatumomabu. B - TKI sblinatumomabem. Oznaceni ,+“ pred
koncentraci inhibitoru zna¢i kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.

Negativni regulacni efekt na aktivitu hematopoetickych SFK u RAJI byl
pozorovan u obou pfipadl multikindzovych inhibitor( (ponatinib, dasatinib)
ato se statisticky vyznamnym rozdilem (Obr. 23 A). Samotny blinatumomab
nemeél na fosforylaci kinaz vyznamny vliv (Obr. 23 B). Potlaceni fosforylace
SFK zpUsobily, jak TKI samotné, tak i v kombinaci s blinatumomabem,

ovSéemyv pfipadé kombinace se efekt uvsech tfech inhibitord projevil mensi

intenzitou (stale se statisticky vyznamnym rozdilem).
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V pfipadé imatinibu, ktery nema vici SFK specificky u¢inek, jsme i pfesto
pozorovali statisticky vyznamné snizeni fosforylace Y416 SFK u dvou

vysSich koncentraci (1 a 10 uM; Obr. 23, A).
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Obr. 23 | Zmény fosforylace Y416 SFK (P-SRC) v linii RAJI

Relativni zmeéna urovné fosforylace Y416 SFK stanovena pomoci
imunoblotingu s vyuzitim fosfo-specifické protilatky proti Y416 kinaz SFK.
Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programu GraphPad Prism
9.1 (parovy t-test; * p < 0,05, ** p < 0,01). A-TKI bez blinatumomabu, B -
TKI sblinatumomabem. Souhrnnad data ze 3 nezavislych replikatd.
Oznaceni ,,+“ pfed koncentraci inhibitoru znac¢i kombinaci s 25 ng/ml
blinatumomabu.

5.3.2 Exprese P-LCK/FYN
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Obr. 24 | Reprezentativni WB pro P-Y416 LCK a FYN na liniich ARH-77 (A) a
REH (B)



Vysledky 57

Buriky (3 x 10°) byly inkubovany s pfislusnymi efektory po dobu 24 h, lyzaty
(12 pl) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a prevedeny na nitrocelulézovou
membranu. Imunodetekce probihala pomoci fosfo-specifické protilatky
proti kinazam Lck a Fyn (P-LCK/P-LYN). A-linie ARH-77 oSetfena pouze TKI.
B - linie REH oSetfend TKI sblinatumomabem. Oznaceni ,+“ pfed
koncentraci inhibitoru zna¢i kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.

Jelikoz jsme u linii ARH-77 a REH nemohli vyuzit multispeficikou protilatku
proti aktivacnimu mistu kindaz SFK (Obr. 19), pouzili jsme u téchto linii
protilatku rozpoznavajici kindzy Lck a Fyn. Ty jsou exprimovany vB a T
lymfocytech a hraji roli vaktivaci a proliferaci bunék. Zaroven jsou
stimulovany CD19 (cilovou molekulou pro blinatumomab)

Uginek samotnych TKI efektor(i na fosforylaci kinaz (Obr. 25 A,C) nebyl
pozorovan s zadnym statisticky vyznamnym rozdilem. Ani v pfipadé
multikindzovych inhibitord (ponatinib, dasatinib) nebyl zaznamenan rozdil
ve fosforylaci oproti celkovym SFK na linii RAJI (Obr. 23). Kombinace
blinatumomabu spolec¢né s TKI méla u obou linii slaby negativni regulacni
u linie REH oSetfené blinatumomabem v kombinaci s 100nM dasatinibem

(Obr. 25 D). Rozdil byl v tomto pfipadé statisticky vyznamny.
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Obr. 25 | Zmény fosforylace aktivacniho mista kinaz Lck a Fyn v liniich ARH-
77 a REH

Relativni zména urovné fosforylace aktivacniho mista kinaz Lck a Fyn
stanovena pomoci imunoblotingu s vyuzitim fosfo-specifické protilatky
proti Lck a Fyn. Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programu
GraphPad Prism 9.1 (parovy t-test; * p < 0,05, ** p <0,01). A-linie ARH-77
oSetfena pouze TKI. B — linie ARH-77 oSetfena TKI s blinatumomabem. C -
linie REH oSetfena pouze TKI. D - |linie REH oSetfena TKI
s blinatumomabem. Oznaceni ,,+“ pfed koncentraci inhibitoru znaci
kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.
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5.3.3 Exprese kinazy Lyn
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Obr. 26 | Reprezentativni WB pro Lyn na liniich ARH-77 (A) a REH (B)

Bunky (3 x 10°) byly inkubovany s pfislusnymi efektory po dobu 24h, lyzaty
(12 pt) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pfevedeny na nitrocelulézovou
membranu. Imunodetekce probihala pomoci specifické protilatky proti
kinaze Lyn (LYN). A-linie ARH-77 oSetfend pouze TKI. B-linie REH oSetfena
TKI s blinatumomabem. Oznaceni ,,+“ pfed koncentraci inhibitoru znaci
kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.

Jako alternativu kLck/Fyn jsme pouzili protildtku proti kindze Lyn (z
¢asovych divodl pouze v podobé, ktera detekuje celkové mnozstvi kinazy,
nikoli jeji fosforylaci —ta bude pfedmeétem dalSi prace).

Kinaza Lyn ma v bunce pozitivni i regulacni vliv na signalni drahy, které
ovliviiuji proliferaci, adhezi a expresi signalnich molekul (viz 2.4.4 Lyn).
Uginek samotnych TKI (Obr. 27 A,C) nebyl pozorovan s 74dnym statisticky
vyznamnym rozdilem. Pouze u linie ARH-77 oSetfené 100nM dasatinibem
byl pozorovan mirny narlst exprese kindzy Lyn (Obr. 27 A). Kombinace
blinatumomabu spolec¢né s TKI méla u obou linii (ARH-77, REH slaby
negativni regulacéni vliv na expresi. Nejvyraznéjsi ubytek kinazy byl
pozorovan u linie REH oSetfené blinatumomabem v kombinaci s 100nM

dasatinibem (Obr. 27 D). Rozdil byl vtomto pfipadé statisticky vyznamny.
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Obr. 27 | Exprese kinazy Lyn (LYN) v liniich ARH-77 a REH

Relativni zména exprese kinazy Lyn stanovena pomoci imunoblotingu
s vyuzitim specifické protilatky proti kinaze Lyn. Statisticka analyza dat byla
provedena pomoci programu GraphPad Prism 9.1 (parovy t-test; * p < 0,05,
**p <0,01). A-linie ARH-77 oSetfena pouze TKI. B - linie ARH-77 oSetfena
TKI s blinatumomabem. C - linie REH oSetfena pouze TKI. D - linie REH
oSetfena TKI s blinatumomabem. Oznaceni ,,+“ pfed koncentraci inhibitoru
znaci kombinaci s 25 ng/ml blinatumomabu.
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5.4 Cytotoxicky test

Jelikoz data naznaduji, ze dasatinib brani cytotoxickému uginku
zprostfedkovanému blinatumomabem in vitro (Leonard et al., 2021), ale
zaroven se ukazuje Ze kombinace dasatinibu a blinatumomabu v klinickém
uspofadani vedou klepSim vystuplm, neZ jiné terapeutické postupy
(alespon u Ph+ B-ALL; Foa et al., 2020), rozhodli jsme se tato data rozS§ifit o

dalSi klinicky pouzivané TKI (ponatinib a imatinib) a Ph- B-ALL buniky.
5.4.1 Priprava bunék pro cytotoxické testy

Jako cilové bunky pro cytotoxicky test jsme postupné pouzili vSechny tfi
linie; lymfocyty pochazely od celkem 4 zdravych déarcl. Pouzité
koncentrace jednotlivych efektor( jsou uvedeny v Tabulka 4. Podrobny

protokol je uveden v kapitole 4.5.

Tabulka 4 | Vysledné koncentrace efektor(l pro cytotoxicky test

blinatumomab  imatinib ponatinib  dasatinib
Vzorek

[ng x mU"] [LM] [nM] [nM]
1. - - - -
2. 25 - - -
3. 25 1 - -
4. 25 10 - -
5. 25 - - 2
6. 25 - - 100
7. 25 - 2 -
8. 25 - 100 -

5.4.2 Vysledky cytotoxického testu

Blinatumomab samotny stimuloval cytotoxicitu T-lymfocyt( nejvyznamnéji
vUci linii REH, nevyrazna stimulace byla pozorovanai u linie RAJI (

Obr. 28 A, B). Vliv na cytotoxicitu na bunky linie ARH-77 nebyl pozorovan.
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Vliv TKI efektort v kombinaci s blinatumomabem byl ve vétsiné pfipadu
nevyznamny, respektive cytotoxicita T-lymfocytl nebyla rozdilné pfi pouZiti
samotného blinatumomabu a kombinaci s TKI. Pouze 100nM dasatinib
vyrazné snizil cytotoxicitu lymfocytdl u vSech tfech linii a pouzitych
lymfocytd, a to se statisticky vyznamnym rozdilem (

Obr. 28)
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Obr. 28 | Cytotoxicky efekt T-lymfocytl na Ph- B-ALL linie.

Cytotoxicka aktivita T-lymfocytdl na B-ALL liniich (A) RAJI, (B) REH,
(C) ARH-77, mérena pomoci prltokové cytometrie. Jednotlivé vzorky
barveny tésné prfed méfenim pomoci propidium jodidu (Pl) a promichany.
Jednotlivé grafy shrnuji vysledky ze Sesti (A, C) pfipadné sedmi (B)
nezavislych experimentl. Detekce frakce CFSE+ Pl+ bunék (mrtvé cilové
burnky) pomoci LSRFortessa, data byla vyhodnocena softwarem BD FACS
Diva. Oznaceni ,+“ pfed koncentraci inhibitoru zna¢i kombinaci s 25 ng/ml
blinatumomabu. Grafy zobrazuji souhrnna data s pouzitim lymfocytl od 4
rlznych darc(.
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6 Diskuse

Tato prace navazuje na predchozi vysledky laboratore, které mimo jiné
ukazaly, Ze nékteré z klinicky pouzivanych inhibitorl tyrozinovych kinaz
(TKI), konkrétné dasatinib a ponatinib, zvySuji pfitomnost adhezniho
proteinu CD62L (L-selectin) na povrchu B-ALL bunék (Obr. 10). CD62L
(pfipadné jeho absence) je pfitom dualezity faktor pro zacileni
hematopoetickych bunék do rdznych kompartmentd, jako je kostni dfen
nebo slezina. U T-lymfocytl je ztrata CD62L z povrchu bunék (nikoli snizena
exprese) spojena s apoptézou (Kern et al., 2000; Xu et al., 2008).

Inhibitory tyrozinovych kindz pouzivané v kombinaci s blinatumomabem
v lécbé Ph+ B-ALL (imatinib, dasatinib a ponatinib) maji rozdilnou
charakteristiku. Zatimco imatinib je velmi specificky inhibitor, ktery
zasahuje kinazy Abl, PDGFR a c-Kit (neni tedy pfimym inhibitorem SFK),
dasatinib a ponatinib jsou ve své podstaté multikinazové inhibitory, které
byly vyvinuty za U¢elem prekonani rezistenci vznikajicich pfi lé¢bé pacientd
imatinibem. Oba inhibitory maji desitky bunécénych cild, mezi nimi také
kinazy rodiny Src. Literatura ¢asto oznacuje imatinib jako TKI prvni generace

a dasatinib s ponatinibem jako navazujici TKI druhé generace.

Kindza c-Src funguje u adherentnich bunécnych typa predevsim jako
reguldtor adhezni signalizace a tvorby fokalnich adhezi (tedy kontakt(
bunék sextracelularni matrici), ale UcCastni se i signalizace
z mezibunéénych kontaktd (McLachlan et al., 2007). Jeji role v ovladani
dynamiky aktinového cytoskeletu pomociintegrinové signalizace mimo jiné
podporuje prezivani bunék (Westhoff et al., 2004).

U hematopoetickych bunék maji kinazy rodiny Src (SFK) vice rozlisné
role, nebot tyto buriky maji jiné adhezni vzorce (migruji po organismu ajejich
adhezivita je velmi specificky cilena do mista, kde jsou vdané chvili

vyzadovany). Konkrétné se dle typu bunék jedna o kindzy Lyn, Fyn, Fgr, Lck
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a Hck. SFK v hematopoetickych bunkach reguluji mimo jiné jejich aktivaci
zprostfedkovanou vytvorenim imunologické synapse s jinou burkou
(typické pro kinazy Lck a Fyn u B bunék a T bunék), pfipadné se ucastni
procest adheze k extracelularni matrici (kindza Lyn u myeloidnich bunék;

Roselova et al., 2018).

Pfi zkoumani vlivu zvySené pfitomnosti CD62L na povrchu bunék
(indukované efektem TKI) na jejich adhezni vlastnosti, bylo logické ovéfrit
pfimy vliv TKI na viabilitu a proliferaci bunék. Vzhledem ktomu Ze se
v klinické praxi TKI vyuzivaji u B-ALL spolu s blinatumomabem, zahrnuli
jsme do testovani i vliv blinatumomabu na proliferaci a viabilitu B-ALL
bunék.

Obr. 12 a Obr. 14 (A) dokazuje, ze vliv TKI na proliferaci Ph- B-ALL linii je
zanedbatelny az neexistujici, a to samé lze fici o blinatumomabu viz. Obr.
15.

Z dfivéjsSich studii vime, ze TKI nemaji prili§ velky efekt na
Zivotaschopnost BCR-ABL negativnich malignich bunék odvozenych od
myeloidnich poruch (Obr et al., 2014). B lymfocyty jsou (oproti myeloidnim
derivatim) vice ovlivnény signalizaci SFK. Nulovy efekt na proliferaci a
viabilitu, ktery je vysledkem naseho testu, je tedy pomeérné prekvapivy a na
zakladé teoretické reSersSe necekany.

Blinatumomab cili u B bunék na CD19, kde se vaze a tvofi spoj sT
lymfocyty. Jelikoz klon protilatky pouzity v blinatumomabu (HD37; Burt et
al., 2019) ma na CD19 inhibic¢ni vliv (Pezzutto et al., 1987), oCekavali jsme i
u blinatumomabu, negativni vliv na proliferaci a viabilitu B-ALL bunék.

Tento ocekavany efekt jsme opét na zakladeé testll nesledovali (viz Obr.
15), mozny dlivod tohoto rozdilu vysledkl testu a teoretickych poznatk je
fakt, kdy je klon HD37 (pouzity v blinatumomabu) spojen s negativhim
efektem na B bunécnou aktivaci jen tehdy, je-li aktivace dosazeno pres B

bunécény receptor.
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Po vyvraceni pfimého vlivu TKI a blinatumomabu na proliferaci a viabilitu
B-ALL bunék jsme se presunuli na vliv téchto efektor( na intracelularni
signalizaci spojenou s prezivanim B-ALL bunék. Jako vhodny proliferaéni
marker, ktery se ucastni této signalizace, jsme zvolili kinazy Erk1/2,
respektive jejich aktivitu vyjadfenou jeji fosforylovanou formou. Fosforylace
kinaz Erk na jejich aktivanim misté (Y202/204) se témér shoduje s mirou
aktivity téchto kinaz. Experimenty byly provedeny pro jednotlivé efektory
samotné (TKI, blinatumomab), a nasledné i v kombinaci, abychom odhalili
pfipadné vzajemné ovliviiovani.

Vlivsamotného blinatumomabu na mnoZstvi fosforylované kinazy Erk (P-
ERK) byl naprosto minimalni (Obr. 18 B, D). Naopak vyrazny vliv na mnozstvi
P-ERK meéla pfitomnost dasatinibu, a to jak samotného, tak v kombinaci
s blinatumomabem. Vysledkem byla silna redukce fosforylované formy
kinazy u obou linii (RAJI a ARH-77), u kterych jsme byli schopni pfitomnost
P-ERK detekovat. U linie RAJI se podobnym redukénim efektem projevil i

ucinek ponatinibu.

Aktivita Erk kinazy je zavisla na SFK (Hu et al., 2009; Rusanescu et al.,
1995). SFK mohou ovlivnit aktivitu Erk dvojim zplsobem - aktivaci MEK, coz
je upstream signalizace v Erk kaskadé, pfipadné inhibici protein fosfatazy
PP2A, ktera za normalnich okolnosti defosforyluje klicové aktivaéni zbytky v
Erk.

Tato hypotéza je podporena aktivitou SFK v jednotlivych liniich. U RAJI
REH (Obr. 21). U téchto linii byl signal detekovany pomoci pan-specifické
protilatky proti P-SFK velmi slaby, proto jsme pro dalsi analyzy pouzili
specifickou protilatku proti Lck/Fyn, tedy kindzam, které jsou kanonicky

exprimované v B a T lymfocytech a mimo jiné hraji roli v regulaci aktivace a
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proliferace téchto bunék. Signal protilatky specifické proti Lck a Fyn jsme
byliv ARH-77 a REH schopni detekovat pomérné spolehlivé (Obr. 24).

P-SFK protilatka by méla spolehlivé rozpoznat mimo jiné prave kinazy Lck
a Fyn (a Lyn, o které budeme hovofit pozdéji), a je tedy velmi
pravdépodobné, Zze mnozstvi fosforylovanych SFK v ARH-77 a REH je
vyrazné nizsi nez u RAJI.

Signal protilatky proti P-SFK, ktery jsme detekovali u RAJI, podle
oc¢ekavani klesl na minimum u obou SFK-specifickych inhibitor( (dasatinib
s p < 0,01 a ponatinibu s p < 0,05; Obr. 23). To koresponduje s vysledky
pfedchozich praci laboratofe na myeloidnich bunkach, kdy 100nM
dasatinib spolehlivé inhiboval jakoukoli aktivitu SFK (Obr et al., 2014).
Pfesto anijeden z inhibitorl nedokazal vyznamné snizit fosforylaci Lck/Fyn
u ostatnich linii detekovanou pomoci alternativni protilatky proti témto
kinazam (Obr. 25). Tento vysledek je pomérné prekvapivy, ale z ¢asovych
dlvodd jsme bohuzel nebyli schopni ovéfit jej pouZzitim protilatky proti P-
Lck/Fyn, kterou jsme pouzili na REH a ARH-77, i na linii RAJI. Tim bychom
zjistili, zda se jedna o nekorespondenci signalt protilatek (tedy o pfipad, kdy
by P-SFK klesala, ale P-Lck/Fyn ne), nebo zda jsme nasli prvni burky, ve
kterych 100nM dasatinib neinhibuje nékteré zastupce SFK. Tato
nesrovnalost bude pfredmeétem dalSi prace.

Tyto rozdily ze teoreticky vysvétlit tim, ze u RAJI byl mnohem vyssi signal
P-SFK, kdezto u REH a ARH-77 jsme jej nebyli schopni pomoci P-SFK
protilatky detekovat. To naznacuje, Zze celkové mnozstvi P-SFK u RAJI je vySSi
nez u ostatnich linii. V budoucnu je tfeba ovéfit pravdivost této hypotézy
pravé pomoci pouziti protilatek specifickych proti jednotlivym kindzam
(P-Lck/Fyn na RAJI a P-Lyn u vSech linii).

Zatimco blinatumomab samotny nemél na fosforylaci zkoumanych
kinaz vyznamny vliv, u€inek dasatinibu a ponatinibu na fosforylaci kinaz Erk
(Obr. 18 B, D) i SFK (Obr. 23 B; Obr. 25 B, D) v jeho pfitomnosti byl vySsi

(relativni snizeni fosforylace v pfitomnosti blinatumomabu o 30 — 50 % vici
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efektu TKI bez blinatumomabu). Blinatumomab je vytvofen z klonu HD37
anti-CD19 protilatky, ktera ma na CD19 inhibi¢ni vliv. Jelikoz CD19 pfi své
aktivaci rekrutuje a stimuluje aktivitu SFK (hlavné kinazy Lyn a Fyn,
Chalupny et al., 1995; Fujimoto et al., 1999; Poe et al., 2001), da se
predpokladat, ze zablokovani vnitini aktivity CD19 blinatumomabem zvysi
citlivost téchto kinaz v(i¢i inhibici pomoci TKI.

Obdobn4 situace plati i pro kinazy Erk, kdy je CD19 schopno tyto kinazy
aktivovat (Hojer et al., 2014; Li and Carter, 1998), a zablokovani vnitfni
aktivity CD19 by tedy mohlo posunout rovhovahu smérem k vySSi citlivosti
ERK k TKI. Nutno poznamenat, Ze ucCinek TKI na ERK je pravdépodobné
zprostfedkovan SFK, ale vzhledem k Sirokospektré povaze dasatinibu a
ponatinibu nelze vyloucit pfimy efekt, ¢i efekt zprostfedkovany jinou
kinazou. Dale je nutné poznamenat, zZe aktivita CD19 je prozkoumana
hlavné v situaci, kdy je B lymfocyt stimulovan prfes BCR (CD19 zde funguje
jako koreceptor).

Vliv ponatinibu a dasatinibu se shodoval sjejich pfedpokladanym
ucinkem (tlumeni fosforylace kinaz), ale imatinib mél vysledny efekt
opacny. Imatinib zesiloval fosforylaci kinaz Erk (u RAJl statisticky vyznamné,
Obr. 18).

Imatinib je vysoce specificky inhibitor kinaz c-Abl, c-Kit a PDGFR a
pravdépodobné pravé inhibice PDGFR, mlze paradoxné zpUsobit zvySeni
aktivity Erk (Dong et al., 2011). Literatura se nicméné pfiliS neshoduje v
nazoru na vliv inhibice PDGFR k aktivité Erk, nebot lze najit i publikace
zminujici opacny efekt, nez ktery jsme pozorovali (Zou et al., 2022).

Vysvétlenim tohoto rozporu by mohlo byt zapojeni riznych variant PDGFR.

Pro dalSi potvrzeni vlivu TKI a blinatumomabu na intracelularni
signalizaCni kaskady, které jsou spojeny s prezivanim a proliferaci bunék,
jsme zvolili studium serin/threoninové kinazy Akt. Ta je dllezitou soucasti

kanonické signaliza¢ni drahy PI3K/Akt/mTOR, ktera ma vliv na
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zivotaschopnost a proliferaci bunék. Navic je tato draha spojena s CD62L,
jehoz pfitomnost na bunécné membrané B-ALL bunék je zvySena
pUsobenim TKI (viz kapitola 2.9, Obr. 10). V pfipadé Akt kinazy se tedy jedna
o dalsi dllezity marker Zivotaschopnosti a proliferace bunék, a zaroven
slouzi jako zastupny marker pro signalizaci CD62L/PI3K.

Fosforylace Akt na S473 (P-AKT) slouzi jako zastupny marker jeji aktivity
v bunice. Pomoci fosfo-specifické protilatky proti S473 Akt jsme tedy
porovnali vliv TKI a blinatumomabu samotnych a zaroven na kombinaci
téchto efektord. Fosforylovanou formu kinazy jsme byli schopni spolehlivé
detekovat u vSech tfi B-ALL linii (RAJI, ARH-77 a REH).

Samotny blinatumomab mél napfi¢ liniemi protichldny efekt, u linii RAJI
a ARH-77 (Obr. 20 C, D) doslo ke snizeni fosforylace kinazy (RAJI statisticky
vyznamné). Naopak u linie REH byl pozorovan mirny narast fosforylace
(Obr. 20 F). Pri porovnani s vysledky povrchové exprese CD62L (Obr. 10) lze
konstatovat, Ze vysledny efekt blinatumomabu na signalizaci pres PI3K neni
nikterak vyznamny, ale pfi vyuziti Akt jako markeru jsou vidét regulacni
efekty na rozdil od pozorovani CD62L.

Velice rozporuplné vysledky ve srovnani pravé s CD62L jsou vlivy
samotnych TKI na signaliza¢ni drahu PI3K/Akt. Ponatinib a dasatinib jakozto
multikinazové inhibitory mély silny inhibi¢ni efekt na fosforylaci kinazy Akt,
ktery byl pozorovan hlavné u linii RAJl a ARH-77 (Obr. 20 A, C), kde byl rozdil
ve fosforylaci statisticky vyznamny pro oba inhibitory. Tento efekt je pfesné
opacny s vlivem ponatinibu a dasatinibu na povrchovou expresi CD62L, kde
oba efektory mély stimulacni vliv (Obr. 10 A). To mUze byt dédno pfimym
zasahem dasatinibu a ponatinibu do signalni drahy PI3K/Akt, ale vzhledem
k pfevazujici povaze signalizace této drahy pres S/T fosforylaci
nepovazujeme pfimy zasah inhibitoru tyrozinovych kindz za
pravdépodobny. Alternativnim vysvétlenim mUze byt to, Ze burika v reakci
na zvysSenou pfitomnost CD62L na svém povrchu kompenzuje tento jev

ztlumenim intracelularni signalizace vin vitro prostfedi. Této teorii by
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nahraval i fakt, ze nejvétsi vliv TKI na fosforylaci Akt jsme pozorovali u linie
RAJI, u které TKI nejvice zesiluji expresi CD62L. Oproti tomu u linie REH, u
které zmeény v CD62L nebyly statisticky vyznamné, jsme nepozorovali ani
vyznamny vliv TKI na fosforylaci Akt.

Fosforylace kindzy Akt u bunék oSetfenych kombinaci TKI a
blinatumomabu dosahla urovné velmi podobné efektu TKI samotnych. U
linii RAJI a ARH-77 byl pozorovan mirny stimulaéni efekt oproti samotnému
blinatumomabu, i kdyz v celkovém porovnani s neoSetfenou kontrolou byla
fosforylace potlacena (Obr. 20 B, D). Silné potlaceni fosforylace zpUsobil
ponatinib i dasatinib (dasatinib u obou linii statisticky vyznamné), zde se
jedna o shodny efekt se samotnymi TKI. U linie REH byl efekt kombinace
blinatumomabu s ponatinibem pfipadné dasatinibem mnohem méné
efektivniv potlacenifosforylace kinazy nez u zbyvajicich linii (Obr. 20 F), coz
ze opét dat do souvislosti se zménamiv CD62L. Imatinib velice slabé snizil
fosforylaci Akt u linie REH, coZ je opacny efekt oproti vétSiné nameérenych
dat, jak v pfipadé jeho kombinace s blinatumomabem u linii RAJI a ARH-77,

tak u vSech linii pfi kultivaci pouze s imatinibem.

Cytotoxicky test slouzi jako jednoducha in vitro metoda ke stanoveni
cytotoxicity T lymfocytl vici cilovym bunkam. Dosavadni vysledky jinych
skupin (Leonard et al.,, 2021) ukazaly, Ze dasatinib brani aktivaci
T-lymfocyt(, tim i jejich cytotoxickému efektu, a to i presto, Ze ke stimulaci
bunék pouzili vy§si, nez klinicky relevantni koncentraci blinatumomabu. To
je zcela vrozporu spodstatou soucasného vyuzivani dasatinibu
s blinatumomabem v klinické praxi, nebot lé¢ebny efekt blinatumomabu je
na cytotoxické aktivité T lymfocytl zavisly. NasSe cytotoxicka analyza je
oproti dosavadnim vysledkim rozSifena o ostatni TKI pouzivané
v kombinaci s blinatumomabem (imatinib a ponatinib).

Jelikoz cilem tohoto testu bylo ovéfit robustnost mechanismu inhibice

cytotoxicity pomoci TKI (potvrdit jeho aplikovatelnost na co nejvice
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klinickych situaci), rozhodli jsme se prezentovat souhrnna data ziskana
s vyuzitim lymfocytd od 4 rGznych zdravych déarcd. Tyto lymfocyty byly
zaroven pouzity vrlizné fazi jejich expanze in vitro a v riznych pomérech
k cilovym bunkam (effector:target ratio, viz. 4.5). Koncentrace pouzitych
efektor (blinatumomabu i TKI) vychéazeji z klinicky dosazZitelného rozmezi
hodnot - zatimco blinatumomab je pacientim podavan jako kontinualni
infuze (pouzita byla tedy jedna koncentrace), TKI jsou typicky podavany
jednou denné a maji tedy riznou koncentraci v plazmé pacienta v pribéhu
dne. Zdat na Obr. 28 jasné vyplyva, ze jedinym TKI s potencialem
zastavovat cytotoxicitu T lymfocyt( v klinicky relevantnim usporadani je
dasatinib. JelikoZ v praxi ale dosahuje vynikajicich vysledkl i kombinace
blinatumomabu s inhibitory, které cytotoxicité nebrani (imatinib a
ponatinib; Leonard et al., 2021; Price et al., 2013), da se pfedpokladat, Ze
pozitivni efekt TKI na prlbéh B-ALL nesouvisi pouze s cytotoxickou
ucinnosti T lymfocyt(.

Dasatinib mUze pfispivat k uc¢innosti lé¢by blinatumomabem napfiklad
tim, Ze béhem samotné imunologické Lécby dochazi kvyCerpani
cytotoxickych lymfocytl. Dasatinib (a potencialné ostatni TKI) mohou svym
ucinkem na jejich aktivitu tomuto jevu pfedchazet, a pfitom v kone¢ném
dUsledku nebranit cytotoxickému efektu jako takovému (koncentrace TKI
v plazmé pacientt fluktuuje, a nizké koncentrace TKI cytotoxickému ucinku
nebrani).

Na zaveér je nutno poznamenat, Ze drtiva vétSina klinickych studii se
zabyva ucinkem kombinace TKI simunoterapii na Ph+ leukémie. Fuzni
kindza Bcr-Abl je cilem TKI, a jeji inhibice zplUsobuje bunécnou smrt
pozitivnich bunék. Da se tedy predpokladat, Ze podplrny efekt TKI
vimunoterapii u téchto druhd leukémie je z velké ¢asti modulovan timto
jevem. Z nasich vysledku ale vyplyva, Ze blinatumomab mUzZe sensitizovat i

Ph- bunky kTKI, které pak ucinngji inhibuji své cile (viz kapitola 5.3), a
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pouziti TKI jako vyzkouSenych a relativné bezpecénych léCiv mize mit

potencialiu Bcr-Abl negativnich leukémii.
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7 Zaver

Tato prace navazuje na predchozi vysledky laboratore, které odhalily, ze
nékteré klinicky pouzivané inhibitory tyrozinovych kinaz (TKI) vyznamné
ovliviuji pfitomnost adhezniho proteinu CD62L na povrchu B-ALL bunék.
Vysledky této prace ukazuiji, ze samotna pfitomnost TKI nema pfimy vliv na
proliferaci a viabilitu B-ALL bunék, coz bylo neocekavané, vzhledem k
teoretickym poznatkim o signalizaci SFK v B-lymfocytech.

Prace shrnuje vliv TKI na intracelularni signalizaci SFK a navazujici kinazy
Erk1/2, kde dasatinib a ponatinib zpCsobily vyraznou redukci fosforylované
formy kinazy Erk. Tyto vysledky poukazuji na regulacéni roli kinaz rodiny Src
v signalizaci drahy Ras/Raf/MEK/ERK a také ukazaly na potencialni citlivost
kindz Erk a SFK vi¢i kombinaci TKI a blinatumomabu, coZ otevird nové
moznosti pro efektivni lé¢bu Ph+ i Ph- B-ALL bunék.

Dllezitym poznatkem je inhibi¢ni U¢inek dasatinibu a ponatinibu na
signalizac¢ni drahu PI3K/Akt, kde oba inhibitory silné snizily fosforylaci
kinazy Akt. Tento efekt byl obzvlasté vyrazny u bunécnych linii, u kterych
zaroven dosSlo ke zvySeni povrchové exprese CD62L. Prestoze
blinatumomab sam o sobé nemél vyrazny vliv na signalizaci Erk ani Akt,
jeho kombinace s TKI vedla ke zvySeni citlivosti kinaz na inhibici.

Vysledkem cytotoxickych testl byl rozdilny vliv TKI vkombinaci
s blinatumomabem kdy dasatinib, na rozdil od imatinibu a ponatinibu,
inhiboval cytotoxickou aktivitu T-lymfocyt( vici cilovym Ph- B-ALL burikam.

V klinické praxi to vSak nemusi znamenat snizeni i¢innosti léCby, protoze
kolisajici hladina dasatinibu u pacientd muQze prodluZzovat efektivni
Zivotnost T-lymfocytl a tim zvySovat terapeuticky prinos.

Celkoveé tato prace prispiva k hlubsimu pochopeni vlivu TKI na signalizaci
a adhezni vlastnosti B-ALL bunék a vysledky maiji potencial podpofit dalsi
vyzkum a vyvoj léCebnych strategii zameérenych na zlepSeni Ucinnosti léCby

Ph- B-ALL, zejména v oblasti kombinovanych terapii.
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