UNIVERZITA KARLOVA
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Diplomova prace

NOVE STRUKTURY S POTENCIALEM INHIBICE
FLT3 RECEPTORU: IN VITRO HODNOCENI
S VYUZITIM AML BUNECNYCH LINIi

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Martina Ce¢kova, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Jan Rataj

Hradec Kralové 2024 Anna Zidkova



Prohlaseni

,»Prohlasuji, Ze tato prace je mym plivodnim autorskych dilem. Veskera literatura a dalsi zdroje,
z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci jsou

radné citovany. Prace nebyla pouZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.*

V Hradci Kralové Anna Zidkova



Podékovani

Chtéla bych poddkovat predeviim doc. PharmDr. Marting Cekové, Ph.D. za odborné
konzultace a cenné rady pifi vedeni mé diplomové prace. Mé podékovani téz patii Mgr. Janu
Ratajovi za pomoc a trpélivost, zejména v priabehu experimentalni ¢asti prace. V neposledni

fad¢ dékuji rodicim a vSem blizkym, ktefi mé celou dobu podporovali.



ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie

Student: Anna Zidkova

Skolitel: doc. PharmDr. Martina Ce¢kova, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Jan Rataj

Nazev diplomové prace: Nové struktury s potencidlem inhibice FLT3 receptoru: In vitro
hodnoceni s vyuzitim AML bunécnych linii

Akutni myeloidni leukemie (AML) je rapidné progredujici hematoonkologické onemocnéni,
charakterizované proliferaci a akumulaci nezralych myeloblasti v kostni dfeni a periferni krvi.
Vysledky 1é€by AML, i ptes vyznamné Uspéchy, stile zistavaji neuspokojivé. Az u jedné
tretiny pacientd s nové diagnostikovanou AML jsou detekovdny mutace genu pro FLT-3
(FMS like tyrosin kinaza 3), pfispivajici ke Spatné progndze onemocnéni. FLT-3 inhibitory tak
predstavuji novy pristup cilené terapie. Presto, ze byly zavedeny do terapie teprve nedavno, uz
vici nim leukemické buniky rozviji rezistenci, ktera byva jednim z diivodi selhani 1é€by. Cilem
této prace bylo otestovat 8 nove syntetizovanych sloucenin jako potencialnich FLT-3 inhibitort
a zhodnotit jejich pfinos v prekonavani rezistence vuci klinicky pouzivanému FLT-3 inhibitoru
gilteritinibu. Pomoci metody MTT byla otestovana schopnost téchto latek navodit bunécnou
smrt u linie MV4-11 (nesouci FLT-3 mutaci) v porovnani s linii THP-1 (mutaci nevykazujici).
Na zaklad¢ prvniho screeningu v 1uM a 10 uM koncentracich byly vybrany 4 nejucinnéjsi
latky, u kterych byla nasledné stanovena hodnota ICso. Jako nejefektivnéjsi byla identifikovana
latka DS-28, inhibujici proliferaci bunééné linie MV4-11 jiz s hodnotou 1Cs0=0,3070 uM
(CI95 %=0,2779-0,3386 uM), v porovnani s linii THP-1, kde byla ziskana hodnota
ICso 55krat vys8i. Pro hodnoceni mozné antiproliferativni aktivity u rezistentnich bunék byl
porovnan efekt latek na gilteritinib-rezistentni linit HL-60 g75, oproti wild-type varianté HL-
60. Latka DS-3 prokazala srovnatelny efekt na bunéénou proliferaci rezistentni i senzitivni
linte. U latky LG-1871 byl pozorovan neocekavany efekt, pravdépodobné souvisejici
s nadmérnou aktivaci mitochondridlnich enzymu. Vysledky této prace predkladaji zajimavé
podnéty k dal$imu studiu rezistence, zejména ale ptedstavuji slibnou slouc¢eninu DS-28, ktera

muZe slouzit jako pfedlohové struktura dalSich, jesté u¢innéjSich FLT3 inhibitort.
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Acute myeloid leukemia (AML) is a rapidly progressing hematologic malignancy,
characterized by the proliferation and accumulation of immature myeloblasts in the bone
marrow and peripheral blood. Despite significant achievements, treatment outcomes remain
unsatisfactory. Mutations in the FLT-3 (FMS-like tyrosine kinase 3) gene are detected in up to
one-third of patients with newly diagnosed AML, contributing to the poor prognosis of the
disease. FLT-3 inhibitors thus represent a new approach to targeted therapy. Although they
have only recently been introduced into therapy, resistance to them is already being developed
by leukemic cells, often resulting in treatment failure. In this study, we aimed to test 8 newly
synthesized compounds as potential FLT-3 inhibitors and to evaluate their possible contribution
in overcoming resistance to the clinically used FLT-3 inhibitor gilteritinib. Using the MTT
method, the ability of these compounds to induce cell death was tested in the MV4-11 line
(carrying the FLT-3 mutation) in comparison to the THP-1 line (lacking the mutation). Based
on the initial screening at 1uM and 10 uM concentrations, the 4 most effective substances were
selected, followed by determination of their IC50 values. The compound DS-28 was identified
as the most effective, inhibiting the proliferation of the MV4-11 cell line with an IC50 value of
0.3070 uM (95 % CI = 0.2779-0.3386 uM), compared to the THP-1 line, in which the IC50
value was 55 times higher. To evaluate the possible antiproliferative activity in resistant cells,
the effect of the compounds was compared between the gilteritinib-resistant HL-60 g75 line
and the wild-type HL-60 variant. The compound DS-3 showed a similar effect on cellular
proliferation in both, the resistant and the sensitive cell line. Surprisingly, an unexpected effect
was observed with LG-1871 and can be presumably explained by the excessive activation of
mitochondrial enzymes. These results provide interesting motives for further resistance studies
and present the promising compound DS-28 as a potential prototype structure for even more

effective FLT3 inhibitors.
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2 UVOD

V dnesni dobé je rakovina jednou z nejcastéjSich pti¢in umrti ve svéte (Siegel et al. 2020).
Rozvoj technologii a mediciny pfispél k lepSimu porozuméni mechanismu, podilejicich se
na vzniku a $ifeni malignich bun¢k, a umoznil tak vyvoj modernich l1écebnych strategii
(Motofei 2022). Presto, ze uz je mnoho typt malignich onemocnéni (napiiklad melanom nebo
rakovina prostaty) povazovano za dobie IéCitelné (Eggermont et al. 2018; Lehtonen
a Kellokumpu-Lehtinen 2023), je pro velké procento onkologickych pacientti doba preziti
krats$i nez 5 let (Siegel et al. 2020). Akutni myeloidni leukemie (AML) se 1 pies vyznamné
pokroky v 1é¢bé stale fadi mezi Spatné€ 1éCitelné onemocnéni (Dohner et al. 2015). AZ posledni
dekada prinesla do terapie AML nékolik inovaci, které ptispély k vyraznému nartstu Gspésné
léCenych pacientl. Ke standardni cytostatické chemoterapii, sestavajici se z kombinace
antracyklinu a cytarabinu, byla pfidana cilend 1écba skytajici nové moznosti predevsim starSim
a kiehkym pacientim (Senapati a Kadia 2022). AZ u jedné tfetiny pacientll s novée
diagnostikovanou AML se vyskytuji mutace genu pro FLT-3 (FMS-like tyrozin kindza 3)
receptor, které jsou spojovany s horsi prognézou a vysSim rizikem relapsu (Fedorov et al.
2023). Inhibice FLT-3 receptoru tak piedstavuje atraktivni moznost pro cilenou farmakoterapii
pacientli s FLT3-mutovanym typem AML (Kazi a Ronnstrand 2019). Do terapie byly zavedeny
uz dvé generace FLT-3 inhibitort a dalsi jsou prave testovany v klinickych studiich (Zhao et al.
2022). Ptes to, ze byly do terapie zavedeny teprve nedavno (midostaurin 2017 (CHMP 2017),
gilteritinib 2019 (COMP 2019) a quizartinib 2023 (COMP 2023)), byla uz i vi¢i témto klinicky
pouzivanym FLT-3 inhibitorim popséana rezistence, ktera je jednou z hlavnich pfi¢in selhani
terapie a relapsu onemocnéni (Capelli et al. 2022). Potieba vyvoje novych struktur
s potencidlem specificky inhibovat FLT-3 inhibitor a zaroven idedln¢ ptfedchazet vzniku
rezistence stale roste (Zhao et al. 2022). Tato prace ma za kol otestovat noveé syntetizované
slouceniny s potencidlem inhibovat FLT-3 receptor a prozkoumat jejich efekt na gilteritinib-

rezistentni leukemické linii.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Akutni myeloidni leukemie

Akutni myeloidni leukemie (AML) je velmi rychle progredujici zhoubné onemocnéni
krvetvorné tkdn€. Vznikd maligni transformaci hematopoetické kmenové builky, ktera
se nekontrolovateln¢ mnozi v nezralé, abnormaln¢ diferencované myeloidni prekurzory
(myeloblasty), které se hromadi v kostni dieni a postupné se vyplavuji do periferni krve. Tato
expanze nezralych blasti vede k potlaceni tvorby normalnich, pln¢ diferencovanych krevnich

elementt (Obr. 1), tedy erytrocytl, trombocytd, monocytd a granulocytl (Khwaja et al. 2016).
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Obr. 1 Hematopoéza a diferenciace bunék myeloidni a lymfoidni fady. Pii AML dochazi
k maligni transformaci hematopoetické kmenové buiiky a nekontrolovatelné tvorbé nezralych
myeloidnich prekurzorti. Modifikovano dle Betts et al. (2013)
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Tento subtyp leukemie je oznaCovan jako akutni pro nahly nastup symptomi a pokud neni
l1é¢en, byva fatalni behem tydnt az mésicti (Khwaja et al. 2016). AML je nejcastéjSim typem
leukemie u dospélych (Nitika et al. 2022). V Ceské republice je kazdy rok diagnostikovano
nekolik stovek novych ptipadl (Zatloukalova et al. 2021). I pfesto, ze incidence AML s vékem
vyrazng stoupa a prumérny vek, kdy je AML poprvé diagnostikovana, je kolem 70 let (Juliusson
et al. 2021), diagn6za AML neni vyjimkou ani u mladsich pacient (Dohner et al. 2015). VEk
je jednim z vyznamnych faktort, ovliviiujicich nejen celkovou prognézu nemoci, ale také volbu
1é&ebné strategie (Salek 2012). I pies vyznamné pokroky v 1é¢ebnych piistupech, ziistava AML
obtizn¢ 1éCitelnou, s pouze asi 30 % pacientl prezivajicich déle nez 5 let (Acute Myeloid

Leukemia - Cancer Stat Facts).

3.2 Klinicky obraz a diagnostika

Klinicky obraz je pestry a znacné nespecificky. Prvni pfiznaky nemoci mohou byt souhrnné
oznaceny jako ,,chfipkové ptiznaky“. Mezi tyto celkové nespecifické symptomy muze byt
zahrnuta zvySena unava, nevysvétlitelné hubnuti, subfebrilni teploty a no¢ni poceni (Klener
2002). Specifické klinické ptiznaky se pak odvijeji od nedostatecnosti myeloidnich bunék
kostni dfen¢, a mlzou tedy zahrnovat anémii z nedostatku erytrocyti, nebo zvySenou
infekce a nizk4 obranyschopnost, oboji zplisobené nedostatecnosti granulocytli (Khwaja et al.

2016).

Vétsiné pacienti je AML diagnostikovana vySetfenim krevniho obrazu z plné krve
s diferencialnim rozpoctem leukocytil a néasledné potvrzena vySetfenim vzorku kostni dfené,
pfi pfitomnosti vice nez 20 % nezralych myeloblasti (Bulikova et al. 2013). Dalsi vySetfeni,
urCujici typ a prognozu leukémie, dnes uz béZzné zahrnuji imunofenotypizaci pritokovou
cytometrii a cytogenetické molekularni vySetieni, které mize odhalit mutace, a umoznit tak
individualizovanou lé¢bu (Ddhner et al. 2022). Nekteré z molekuldrnich markerd jsou pak
vyuzivany ke stanoveni progresu 1écby sledovanim meéfitelné rezidualni nemoci (MRD)

(Doubek a Mayer 2022).
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3.3 Terapie

Cilem terapie je dostat nemoc pod kontrolu a pokud mozno ji zcela eradikovat. Pomoci terapie,
rozdélené do nékolika fazi, je snaha dosdhnout co nejdelsi faze remise a maximalizovat trvani
odpovédi na 1é¢bu (Dohner et al. 2022). V prvni fazi indukce je cilem dosahnout kompletni
remise (CR), po které néasleduje konsolidacni faze s cilem eradikovat zbytky nadorovych bun¢k
(Jimenez-Chillon et al. 2024). I kdyz pacient dosahne remise a testy neprokazuji MRD, stéle
mu hrozi vysoké riziko relapsu, a je tedy vhodnym kandidatem pro alogenni transplantaci
kmenovych hematopoetickych bun¢k (HSCT). Pokud je tento zdkrok pro pacienta pftili§
riskantni, je nemoc udrzovana pod kontrolou pomoci udrzovaci terapie (Doubek a Mayer 2022;

Senapati et al. 2023).

3.3.1 Konvenéni pristup

Hlavnim 1écebnym pfistupem stale ziistava chemoterapie. Pacientim, zvladajicim intenzivni
terapii, je v indukéni fazi podavan antracyklin (daunorubicin, idrarubicin) a cytarabin v rezimu
»7+3% (3 dny antracyklinu, nasledované 7 dny cytarabinu) (Tallman et al. 2005). Po dosazeni
CR je podavan cytarabin ve vysoké davce (3 g/m?), nebo stiedni davce (1-1,5 g/m?),
nasledovany HSCT, nebo udrzovaci terapii podle pacientova stavu a odpovédi na 1écbu

(Lowenberg 2013; Senapati et al. 2023).

Avsak pro znacny pocet pacientll je intenzivni terapie z riznych diivodi nevhodna (vék > 75 let,
dalsi komorbidity). Tém je podavana méné agresivni 1é€ba zahrnujici nizkodavkovy cytarabin
nebo hypometylujici latky (azacytidin), v kombinaci s inhibitorem proteinu BCL-2
venetoklaxem (Dohner et al. 2022).

3.3.2 Cilena terapie

Piedev§im diky zna¢nému posunu v oblasti diagnostickych metod a moZnosti detekovat
genetické abnormality, se 1é€ba AML za posledni desetileti vyznamné posunula smérem
k cilené terapii, ze které profituji pfedevsim pacienti, ktefi jsou pro konvencni vysokodavkovou
chemoterapii pfili§ kiehci (Andreozzi et al. 2022). Na rozdil od klasické chemoterapie, jsou
nov¢ latky zacileny na specifické cile nadorovych bunék, a diky cemuz je do jisté miry mozno
pfedchézet nezadoucim U¢inkiim na bunky zdravé (Grafone et al. 2012). Predpokladem pro
pouziti cilené 1écby je analyza pacientova genomu a identifikace farmakologicky

ovlivnitelnych struktur (Shimony et al. 2023).



13

V posledni dobé bylo vyvinuto a uvedeno do praxe mnoho velmi slibnych latek a dalsi jsou
v kone¢né fazi klinického testovani. Mezi latky cilené 1écby muizeme fadit, kromé& jiz
zminéného venetoklaxu, IDH1/2 inhibitory (ivosidenib, enasidenib), nebo humanizovanou
anti-CD33 protilatku s cytotoxickym c¢inidlem gemtuzumab ozogamicin (Andreozzi et al.
2022). Dalsim z velmi nadé&jnych cila se stal FLT-3 receptor, jehoz mutace, asociované s horsi
progndzou, se objevuji az u 30 % pacienti s AML a jsou vyznamné pro proliferaci a

diferenciaci leukemickych bun¢k (Kiyoi et al. 2020).

3.4 FLT-3 receptor

FLT-3 (FMS-like tyrosin kinaza 3) receptor je typ tyrosin kinazy, fyziologicky se nachazejici
primarn¢ u hematopoetickych kmenovych bunék, ale také u ¢asnych myeloidnich a lymfoidnich
progenitor (Negotei et al. 2023). Sklada se ze Ctyt ¢asti (viz Obr. 2): Extracelularni domény,
obsahujici vazebné misto pro FLT-3 ligand (FL), transmembrénové ¢asti, juxtamembranové
domény a intracelularni tyrosinkindzové domény, zahrnujici N-konec a C-konec a aktivacni

smycku (A-smycku), podilejici se na fosforylaci receptoru (Grafone et al. 2012).

Extracelularni doména

_ . Transmembranova doména

N-konec

Juxtamembranova doména Tyrosinkindzova
doména

Juxtamembranova
doména

N VN
\\“ LAl o~} Aktivaéni smyCka

N

Obr. 2 Struktura FLT-3 receptoru. Modifikovano dle Wang et al. (2021)
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Za normalnich fyziologickych podminek je FLT-3 receptor udrZzovan v inaktivni konformaci
autoinhibi¢ni doménou (A-smyckou) a je aktivovany pomoci FL, ristového faktoru,
uvoliiovaného z fibroblastii a dalSich hematopoetickych bun¢k v mikroprostiedi kostni diené
(Gilliland a Griffin 2002; Bystrom a Levis 2023). Po navazani FL na FLT-3 receptor dochézi
k jeho dimerizaci a aktivaci intracelularnich signaliza¢nich kaskad PI3K, STATS, a RAS, které
pak ovliviiyji proliferaci, diferenciaci a preziti krvetvornych bunék (Fedorov et al. 2023).
Exprese FLT-3 receptoru je redukovéna, nebo potlacena v pribéhu dozravani bunék, avsak pii
AML je FLT-3 receptor na leukemickych buitkach exprimovan jesté v daleko vyssich mnozstvi

(Gilliland a Griffin 2002; Negotei et al. 2023).

3.4.1 FLT-3 mutace

Az u 30 % nové€ diagnostikovanych pacienti s AML se vyskytuji mutace genu pro FLT-3
receptor, které zpiisobuji neptetrzitou aktivaci receptoru, nezavislou na pfitomnosti FL, vedouci
ke zvySené proliferaci, snizené apoptoze a diferenciaci bunck (Knight et al. 2022). Pfitomnost
FLT-3 mutaci je spojovana s hor$i progn6zou, vyssim rizikem relapsu a krat$i dobou celkového
preziti (OS z angl. ,,overall survival®) (Fedorov et al. 2023). Nejcastéji se objevujicimi typy
jsou mutace ITD (interni tandemovéa duplikace) v autoinhibi¢ni Casti juxtamembranové
domény, vyskytujici se asi u 20-25 % dospélych pacientli, a mén¢ zastoupena (5-10 %) bodova
mutace v A-smycce tyrosinkindzové domény (TKD), které obé vedou k autofosforylaci
receptoru, a tim k proliferaci a snizené diferenciaci malignich buné&k (Kazi a Ronnstrand 2019;

Reikvam 2023).
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3.5 FLT-3 inhibitory

FLT-3 inhibitory jsou malé molekuly schopné inhibovat mutovany FLT-3 receptor interakci
v tyrosinkinazové doméné, a tim zastavit bunécnou proliferaci a navodit apoptézu (Wang et al.
2021). Podle specifity k FLT3 mohou byt rozdéleny do dvou generaci: prvni generace zahrnuje
multikinazové inhibitory midostaurin a sorafenib, které jsou znacné nespecifické a interaguji
s dalSimi cili. Druha generace, zahrnujici napiiklad gilteritinib nebo quizartinib, vykazuje vyssi
specifitu vii¢i FLT3, diky které je u ni o¢ekavana nizsi toxicita a mensi riziko nezadoucich

ucinkt (Nitika et al. 2022).

Déle miizeme rozdélit FLT-3 inhibitory podle mechanismu, jakym interaguji s receptorem,
do dvou typu (viz Obr. 3). Typ 1 se vaze do mista vazajiciho ATP, nezavisle na konformaci
receptoru, zatimco typ 2 se vdze do hydrofobniho mista, které je ptistupné pouze v jeho
inaktivni konformaci (Nitika et al. 2022). Tim padem FLT3 inhibitory typu 1 mohou byt pouzity
jak u FLT3-ITD, tak i FLT3-TKD mutace, avSak inhibitory typu 2 jsou G¢inné pouze u FLT3-
ITD mutace (Daver et al. 2021).

Neaktivni konformace Aktivni konformace

FLT3

FLT3
receptor

ITD mutace
Inhibitory T Inhibit
. nhibitory
typu __| .“ |__ el __|
Sorafenib Sunitinib TKDimutace
Ponatinib Midostaurin
Quizartinib* Lestaurtinib
Crenolanib*
Gilteritinib*

*FLT-3 inhibitory druhé generace

Obr. 3 FLT-3 inhibitory typu 1 a 2. Inhibitory typu 1 se vazi do vazebného mista pro ATP na receptor
v aktivni i inaktivni konformaci. Inhibitory typu 2 se pak vazi do hydrofobniho mista receptoru v
jeho neaktivni formé. ITD-interni tandemova duplikace, TKD-tyrosinkindzova doména

Modifikovano dle Daver et al. (2019)
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3.5.1 FLT-3 inhibitory prvni generace

FLT-3 inhibitory prvni generace jsou multikindzové inhibitory. Jejich chybéjici specifita
k FLT-3 a schopnost ovliviiovat dalsi tyrosinkinazové receptory (napt. IT, PDGFR, VEGFR,
RAS/RAF/MEK a JAK) vedou k nizsi klinické ucinnosti a vy$Simu vyskytu nezadoucich
ucinki (Daver et al. 2021).

Midostaurin je FLT-3 inhibitor 1. generace, pouzivany v terapii pacientli s nove
diagnostikovanou AML s FLT3 mutaci v kombinaci se standartni indukéni a konsolida¢ni
chemoterapii, a nasledn¢ jako udrzovaci monoterapie. Jeho ucinnost byla potvrzena ve studii
RATIFY, kde ptfidani midostaurinu k standartni induk¢ni a konsolida¢ni 1€cbé vedlo u pacientti
s FLT-3 pozitivni AML k vyznamnému prodlouzeni medidnu OS (Stone et al. 2017).
Na zakladé vysledkt této studie byl registrovan v roce 2017 Evropskou lékovou agenturou

(EMA) v indikacich AML s FLT-3 mutaci a mastocytozy (CHMP 2017).

3.5.2 FLT-3 inhibitory druhé generace

FLT-3 inhibitory druhé generace byly vyvinuty s dirazem na jejich vyssi specifitu viici FLT3,
delsi polocas a vyssi t€innost (Daver et al. 2019). Mezi FLT-3 inhibitory 2. generace je fazen
gilteritinib, quizartinib, crenolanib a mnoho dalSich struktur, jejichz U¢innost je prave

hodnocena v klinickych studii riznych fazi (Kennedy a Smith 2020; Capelli et al. 2022).

Gilteritinib je selektivni FLT-3 inhibitor 2. generace, indikovany jako monoterapie pro 1€cbu
pacientt s relabujicim nebo refrakternim typem AML (R/R AML). Ve studii ADMIRAL
prokazal signifikantni prodlouZeni OS téchto pacientl oproti zachranné terapii a na zakladé

vysledk této studie byl v roce 2019 zaregistrovan v EU (COMP 2019; Perl et al. 2019).

Nejnovéjsi FLT-3 inhibitor quizartinib, ktery byl zaregistrovan EMA teprve v roce 2023, byl
uveden do terapie AML na zaklad¢ vysledku klinické studie 3. faze QUANTUM-First (Erba et
al. 2022; COMP 2023). Je indikovan v kombinaci se standartni indukcni terapii ,,7+3“
s ndslednou konsolida¢ni terapii cytarabinem a také jako udrZzovaci monoterapie novée

diagnostikovanych pacienti s FLT3+ AML (Research Center for Drug Evaluation 2023).
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3.6 Rezistence vuci FLT-3 inhibitorum

Diky zavedeni cilenych FLT-3 inhibitord do terapie AML bylo dosazeno vyznamného
prodlouzeni faze bez relapsu a celkového pieziti u pacienti, ktefi méli v minulosti omezené
moznosti terapie. I ptes velky uspéch FLT-3 inhibitort stale byva odpovéd’ na 1écbu kratka a
terapie neuspé$na, Casto z duvodu vznikajici rezistence. Rezistence je cCasto zplisobena
komplexnimi mechanismy, které mohou byt rozdéleny na primarni, vyskytujici se jesté pred
zahajenim terapie, a sekundarni, ziskané po expozici FLT3-inhibitory (Fedorov et al. 2023). Na

Obr. 4 miizeme vidét shrnuti mechanismi vzniku jak primarni, tak sekundarni rezistence.
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Obr. 4 Mechanismy primarni a sekundarni rezistence. Na primarni rezistenci se mulze podilet
mikroprostfedi kostni dfené€, zvysSena hladina FL, aktivace anti-apoptickych proteinii nebo zvySena
degradace 1é¢iva pomoci CYP3A4. Mechanismy vzniku sekundarni rezistence zahrnuji druhotné mutace
FLT-3 receptoru a také aktivujici mutace v proteinech signalnich drah. AXL — AXL tyrosin kinaza , SYK
—slezinova (spleen) tyrosin kinaza , CYP3A4 — cytochrom P450 3A4, FLT-3 — FMS like tyrosin kinaza,
FL —FLT3 ligand, FGFR - receptor pro fibroblastovy ristovy faktor, FGF2 - fibroblastovy ristovy faktor
2, MCL-1 - protein bun€ék myeloidni leukemie 1, BCL-2 — protein lymfomu B-bun¢k 2, ITD — interni
tandemova duplikace, AL — aktiva¢ni smycka, PI3K — fosfatidylinositol-3-kinaza, AKT — protein kinaza
B, mTOR - sav¢i cil rapamycinu (mammalian target of rapamycin), JAK — Janusova kinaza,
STAT- pienasSe¢ signalu a aktivator transkripce, PIM-1 — protein kindza pim-1, RAS— protein viru
krysiho sarkomu (rat sarcoma virus), MEK — kindza aktivujici MAPK, MAPK — mitogenem aktivovana
protein kinaza, Erk — extracelularné regulovana kinaza

Modifikovano dle Kennedy a Smith (2020)
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3.6.1 Mechanismy vzniku primarni rezistence

Na vzniku primdrni (vrozené) rezistence mulze mit podil cytostatiky navozené zvySeni
plazmatické hladiny FL, ktery aktivuje FLT-3 wt (wild-type) receptor, vyskytujici se ve zvysSené
mife u leukemickych buné¢k, anebo aktivace anti-apoptotickych proteini BCL-2 a MCL-1
(Kennedy a Smith 2020). Také mikroprostiedi kostni difené¢ mtze chranit leukemické bunky a
pfispivat k rozvoji rezistence. Bunky kostni diené¢ mohou, nezavisle na receptoru FLT-3,
aktivovat signalni drahu RAS/MAPK zvysenou sekreci FGF2 (fibroblast growth factor 2)
(Traer et al. 2016). Mezi mechanismy rezistence mize byt dale zahrnuta zvySena degradace
1é¢iva pomoci CYP3A4, ktery byva ve vyssi mife exprimovan také bunkami kostni dfené

(Chang et al. 2017).

3.6.2 Mechanismy vzniku sekundarni rezistence

Mechanismy sekundarni rezistence mizou byt rozdéleny na ,on-target”, souvisejici
s druhotnymi mutacemi FLT-3 receptoru a ,,off-target, kdy se leukemicka buiika stava zavisla

na jinych signalnich drahéch (Kiyoi et al. 2020).
e On-target

U pacientd, 1é¢enych FLT-3 inhibitory, bylo objeveno mnoho sekundarnich mutaci genu
pro FLT3 v misté aktivacni smycky (ptredevsim F691, D835, Y842 a E608), které ovliviuji
konformaci receptoru a znemoziiuji vazbu inhibitoru v TKD (Daver et al. 2015). Byly popsany
u inhibitorl typu 2 (quizartinib, sorafenib), které inhibuji pouze FLT3-ITD, avSak mutace
F691L byla objevena také u gilteritinibu a crenolanibu (Gebru a Wang 2020). Nové vzniklé
mutace se objevuji praveé v misté tyrosinkinazové domény, a aktivuji tak receptor i pies inhibici

v ITD (Eguchi et al. 2020).

e Off-target

Tyto mechanismy byly popsany u pacientil [é€enych inhibitory typu 1 (gilteritinib, crenolanib),
které dokazi inhibovat bodové mutace v TKD. Zahrnuji mutace v proteinech signalnich drah
(napt. RAS/MAPK), které vedou k jeji zvySené aktivaci, dale v epigenetickych regulatorech,
nebo myeloidnich transkripénich faktorech (Kiyoi et al. 2020). I pfi pouziti inhibitora typu 1
se projevuje ,,on-target* rezistence vznikem bodovych mutaci genu pro FLT3, které jsou vSak

umlceny pisobenim inhibitoru, a nemaji tak transformacni €¢inky (McMahon et al. 2019).
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Zpusoby, kterymi se odbornici snazi proti vznikajici rezistenci bojovat, mizou zahrnovat
zkvalitnéni genetické diagnostiky a nastaveni 1é¢by zohlediujici vyskyt mutantnich klonti nebo
kombinacni terapii latkami ptisobicimi riznymi mechanismy na inhibici proliferace malignich
bunck (Daver et al. 2019). K potlaceni ,,on-target* rezistence je zapotiebi vyvijet nové latky
s obménénou strukturou, schopné selektivné inhibovat FLT-3 receptor a bojovat tak pfedevsim

proti sekundarni rezistenci (Ge et al. 2022).
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4 CILE PRACE

Tato prace méla dva dil¢i cile. Prvnim bylo otestovat cytotoxicitu 8 nové syntetizovanych
sloucenin (DS-2, DS-3, DS-13, DS-14, DS-28, LG-1871, LG-1872, LG-2022) pomoci metody
MTT na leukemickych bunéénych liniich MV4-11 (exprimujici mutovany FLT-3 receptor)
a kontrolni THP-1 (exprimujici wt FLT-3 receptor) a zhodnotit jejich cytostaticky potencial
jako FLT-3 inhibitort. Tyto nové potencidlni FLT-3 inhibitory byly syntetizovany v ramci

veédecké spoluprace v Centru biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.

Za druhy dil¢i cil méla tato prace prozkoumat efekt téchto sloucenin u linie rezistentni vici
gilteritinibu. Byla vyuzita gilteritinib-rezistentni linie HL-60 g75 a gilteritinib-senzitivni linie

HL-60 wt slouzila jako jeji kontrola.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemikalie

e Trypanova modf, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium, Merck KGaA (Darmstadt,
Némecko)

e FBS (Fetal Bovine Serum), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e Gilteritinib, MedChemExpress (Monmouth Junction, USA)

e Slouceniny DS-2, DS-3, DS-13, DS-14, DS-28, LG-1871, LG-1872 a LG-2022,
Centrum biomedicinského vyzkumu FN HK (Hradec Kralové, Ceska republika)

e RPMI-1640 Medium, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e Isopropyl alcohol, Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceské republika)

e Kyselina chlorovodikova, Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)
5.2 Pristroje

e Laminarni box Jouan MSC 12, Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

e Centrifuga Boeco C-28-Boeckel (Némecko)

o (tetka mikrodesti¢ek Hidex Sense, Hidex Oy (Turku, Finsko)

e Inkubator, Sartorius Stedim Biotech (Gottingen, Némecko)

e Automatizovana pocitacka bunék Bio-Rad TC20™, Bio-Rad Laboratoies (Hercules,
USA)

e Vortex V1 plus, Biosan (Riga, LotySsko)

e Ttepacka Eppendorf Thermomixer Comfort (Hamburk, Némecko)

e Lazen, PolyScience (Niles, USA)
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5.3 Bunéc¢né linie

Pro tuto praci byly vyuzivany komeréné dostupné leukemické bunécné linie rtzného
charakteru. Buné¢né linie nazvand THP-1 byla ziskana z bunécné banky DSMZ v Némecku.
Pivodné byla izolovana z periferni krve pacienta s AML s podtypem M5, je charakterizovana
jako fenotyp CD34" CD38", a nevykazuje FLT-3 mutaci. Kultivovana byla v médiu RPMI-1640
s ptidavkem 10 % FBS.

Bunécna linie MV4-11 byla ziskdna z bunééné banky ATCC v USA. Taktéz se jedna
o leukemickou linii vzniklou z periferni krve pacienta trpictho AML s podtypem M5, na rozdil
od THP-1 vsak vykazuje mutaci FLT-3 ITD. Kultivovana byla v médiu IMDM s piidavkem
10 % FBS a 4mM L-glutaminu.

Dalsi bunéénou linii, pouzitou v nésledujicich experimentech, byla HL-60 wt. Jedna se o linii
leukemickych bunék izolovanych z periferni krve pacienta s APL s podtypem M3. Buiiky byly
poskytnuty dr. Balaszem Sakardim z Madarské akademie véd v Budapesti. Tyto byly
kultivované v médiu RPMI-1640 s piidavkem 10 % FBS. Linie HL-60 g75, rezistentni vuci
gilteritinibu, byla generovana v nasi laboratoti dlouhodobou kultivaci bunék HL-60 wt v médiu
RPMI-1640 s 10 % FBS a postupnym zvySovanim piidavku gilteritinibu aZ na cilovou
koncentraci 1,8 uM, pii které buiiky dosahovaly statisticky vyznamné rezistence (rezistencni

faktor R> 3).

Vsechny bunééné linie byly pasaZzovény pii denzité 1*10°-2,5*10° bunék/ml, viabilité alespon
90 % a kultivovany za standartnich kultivac¢nich podminek (37 °C, 5 % COz). Pro pokus byly
pouzity buiiky v pasazi 8-22.
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5.4 Optimalizace nasazovaci hustoty bunék

5.4.1 Princip

Jednim z dilezitych faktort, ovliviiujicich spravnost a reprodukovatelnost vysledki in vitro
experimentt, je buné¢na koncentrace. Proto musela byt nejprve stanovena optimalni nasazovaci
hustota suspenze kazdé z bunécnych linii pomoci série MTT testl, tzv. seeding density tests
(Moradi 2018). Diky témto testim mize byt stanoven pocet bun¢k, ktery ma byt nasazen do
jamek na pocatku experimentu, aby se buiiky v Case experimentu (48 hodin po vysevu) stale
nachdzely v tzv. log (exponencidlni) fazi rastové kiivky (viz Obr. 5). Exponencialni ¢ast této

kfivky udava rozmezi nejbujnéjsiho rastu kolonie, ktery je pro provedeni experimentu idedlni

(Kocarek et al. 2010).

Lag faze E’CPDFF"GiE““i: Stacienami faze . Faze odumirdni
- i7a - ;

Potet bunék

L J

Obr. 5 Rustova kiivka bunééné kultury, popisujici charakteristicky pribéh ristu bunééné kultury. Pro
provedeni experimentu je nejvhodnéjsi exponencialni faze rlstu, kdy pocet bunek exponencialné roste
a jejich metabolismus je nejefektivngjsi. Vytvoreno pomoci BioRender.com

Pro tento test byly nasazeny buiky na 96jamkovou destiCku v koncentra¢ni fadé
(25 000 bunék/jamku az 150 000 bunék/jamku) a po 48hodinové inkubaci podrobeny MTT
testu za stejnych podminek, jako u nésledujicich testi s potencidlnimi FLT-3 inhibitory.
Po vyhodnoceni vysledkii byla sestrojena kiivka rastu, podle které byl pro vSechny bunécné

linie uréen optimalni pocet bunék k pocatecnimu nasazeni.
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5.4.2 Postup

Nejprve byl zjistén aktudlni pocet bun¢k v kultufe pomoci automatizované pocitacky bunck
Bio-Rad TC20™-Bio-Rad Laboratories za pouiti trypanové modii, zarovei byla zjiiténa
1 viabilita bunécné kultury. Pozadovany objem bunécné suspenze byl stoen na centrifuze
Boeco C-28 Boeckel (150 g, 5 min, 25 °C), supernatant byl odsat a bunécnd peleta

resuspendovana v Cerstvém médiu.

Na 96jamkovou desticku byly nasazeny buniky v pozadovaném poctu a jamky byly doplnény
médiem tak, aby vysledna koncentrace bunék rostla v koncentratni tadé
od 25 000 bunék/jamku az po 80 000 bunck/jamku (ve druhé sérii 70 000 bunck/jamku
az 150 000 bunék/jamku) a koneény celkovy objem suspenze v kazdé jamce &inil 150 pl. Ctyfi
jamky, obsahujici 150 pl média bez bunék, slouzily jako negativni kontrola, dokazujici istotu
pouzitého média. Ostatni jamky po obvodu byly naplnény 150 pl PBS k zajiSténi konstantnich
podminek inkubace. Takto pfipravené¢ desticky byly inkubovidny po dobu 48 hodin
za standartnich kultivaénich podminek (37 °C/ 5 % CO3) a déle podrobeny MTT testu podle

protokolu popsaného nize.

Po vyhodnoceni vysledkii méteni byla pro kazdou linii sestrojena kiivka rastu. Optimalni
inicialni nasazovaci hustota byla stanovena tak, aby se v Case experimentu (48 hodin
po nasazeni) bunky nachazely pravé v exponencidlni fazi riistu, kdy pocet bunck rapidné roste
ajejich metabolismus je nejefektivnéjsi. Podle vysledkll testu nasazovaci hustoty byla
koncentrace bunc¢k linii MV4-11 a THP-1 stanovena na 35 000 bunék na jamku, pro HL-60 wt
byla dana optimalni koncentrace 50 000 bun¢k na jamku a pro HL-60 g75 pak 70 000 bun¢k

na jamku.
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5.5 MTT test

5.5.1 Princip

MTT test je pouzivan mimo jiné ke stanoveni metabolické aktivity bun¢k, a miize tak slouzit
jako indikéator jejich proliferace a viability (Ghasemi et al. 2021). V naSem ptipad¢ byl vyuzit
ke zjisténi cytotoxického potencialu novych slouc¢enin stanovenim hodnoty ICso, tedy polovi¢ni
maximalni inhibi¢ni koncentrace. Jedna se o hodnotu, ktera udava koncentraci latky potfebnou

k inhibici daného biologického procesu o 50 % (Aykul a Martinez-Hackert 2016).

MTT test je zalozen na reakci slouceniny MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid) probihajici pomoci enzymi NAD(P)H-dependentnich
oxidoreduktaz. Princip této kolorimetrické reakce spociva v redukci Zluté zbarvené tetrazoliové
soli na fialov€é zbarveny produkt formazan (viz Obr. 6). Zékladem pro tento test je fakt,
ze formazan, ve formé& krystalki, je produkovan pouze ZzZivotaschopnymi buiikami,
a tak intenzita fialového zbarveni po rozpuSténi formazanovych krystalkti v organickém
rozpoustédle koreluje s potem a metabolickou aktivitou danych bunék, zatimco prostiedi,
obsahujici mrtvé buiiky bez enzymatické aktivity, je zbarvené do Zluta (Ghasemi et al. 2021).

Diky tomu mohou byt vysledky této reakce vyhodnoceny pomoci spektrofotometru.

enzymaticka redukce §

N
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(3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5
difenyltetrazolium bromid)

Obr. 6 Schéma enzymatické redukce zluté zbarveného MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyl-2H-tetrazolium bromid) na fialové zbarveny formazan. Vytvotreno pomoci BioRender.com
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5.5.2 Postup

Den pfed planovanym experimentem byly buiiky ptekultivovany do cerstvého média.
U gilteritinib-rezistentni linie HL-60 g75 byl piidavek gilteritinibu vynechan, aby jeho vlivem
nedoslo ke zkresleni vysledka. V prvni sérii experimenti bylo na bunécnych liniich THP-1
aMV4-11 otestovano vSech 8 latek v koncentracich 1 pM a 10 uM. Ve druhé sérii byly
testovany 4 latky s nejveétSim cytostatickym potencidlem v koncentraéni fad¢ zahrnujici
12 koncentraci od 0,116 uM do 10 uM. Tyto ctyfti latky byly dale podrobeny dalSimu testovani
v koncentracich 1 uM, 10 uM a 50 uM, za tcelem porovnani jejich cytostatického piisobeni
na bunky gilteritinib-rezistentni linie HL-60 g75 a kontrolni wild-type (vici gilteritinibu

senzitivni) linie HL-60 wt.

96jamkova desti¢ka byla roz¢lenéna na 4 jamky, obsahujici 150 pl daného média, které slouzily
jako negativni kontrola; 8 jamek pozitivni kontroly, obsahujici 150 pl bunééné suspenze
v pozadované koncentraci; a jamky, ve kterych byly buiiky vystaveny plisobeni zkoumané
slouceniny (viz Obr. 7). Buniky byly nasazeny v pozadovaném poctu (viz vysledky nasazovaci
hustoty) do testovych jamek a byl knim pfidan roztok testované latky v dané finalni
koncentraci. Jamky byly doplnény médiem, aby kone¢ny objem pied kultivaci byl 150 pl
v kazdé jamce. Do jamek po obvodu bylo pfiddno 150 ul PBS, pro predejiti nadmérné
evaporace. Takto pfipravené desticky byly 48 hodin inkubovany za standartnich kultiva¢nich

podminek (37 °C/ 5 % CO»).
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Obr. 7 Vzorovy piiklad rozdéleni desticky pouzité pro MTT test. Na zobrazené 96jamkové desticce jsou
zluté znazornény jamky tzv. negativni kontroly obsahujici pouze dané médium bez bunék, ervena pak
oznacuje jamky s pozitivni kontrolou (buiiky suspendované v médiu). Zelena znadzoriiuje jamky, ve
kterych byly builky vystavené puhsobeni testované latky ve dvandcti postupné se snizujicich
koncentracich. Jamky B2-4 obsahovaly latku v nejvyssi koncentraci, jamky G9-11 pak koncentraci
nejniz§i. Ostatni jamky byly naplnény PBS.

Po inkubaéni periodé bylo do vSech jamek, kromé téch s PBS, ptidano 15 ul roztoku MTT
(5 mg/ml), ktery je (stejné€ jako produkt formazan) fotosenzitivni, a proto cely dals$i postup
pokracoval bez ptistupu piimého svétla (Li a Song 2007). Obsah desti¢ek byl promichan na
trepacce Eppendorf Thermomixer comfort po dobu 5 minut (300 rpm, 37 °C), aby doslo
k rovnomérné distribuci bunék v suspenzi, a bylo tak umoznéno jejich interakci s Cinidlem.
Poté byly bunky znovu inkubovéany za standartnich podminek (37 °C/ 5 % CO2) po dobu
4 hodin.

K ukonceni reakce bylo pfidano organické rozpoustédlo (isopropanol + 2M HCI), ¢imZ doslo
k lyze bunééné membrany a vyplaveni krystald formazanu. Ty jsou ve vodném prostiedi
nerozpustné, v ptitomnosti organického rozpoustédla se vSak rozpousti velmi snadno. V tomto
experimentu bylo pouzito 150 ul isopropanolu, ptedem okyseleného 2M HCI, ktery se jevi jako
vhodny, piedeviim diky vysoké stabilité vzniklého roztoku (Stevens et al. 1991). Upravou pH
pomoci kyseliny chlorovodikové, a pfevedenim tak cervené formy fenolové Cervené (obsazené

v kultiva¢nich médiich) na Zlutou formu, kterd jiz nevykazuje absorbanci pfi inkriminované
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vlnové délce, bylo omezeno zkresleni vysledki méfeni interferenci absorbance fenolové
cervené s absorbanci formazanu (Mosmann 1983). Obsah jamek byl dikladné promichan,

aby doslo k dokonalému zhomogenizovani roztoku.

Pro zajisténi kompletniho rozpusténi vSech krystalii byl vzorek ponechan 8-12 minut
pfi pokojové teploté. Poté byla zméfena absorbance pfi vinovych délkach 570 nm (peak
absorbance formazanu) a 720 nm (referencni absorbance) na multidetekénim destiCkovém
systému Hidex Sense Microplate Reader. Jednotlivé kroky MTT schematicky znézornuje Obr.
8.

@ Nasazeni bunék @ PFidan latky @ Pfidani MTT
R h

¥ JE

— —
(4) Redukce MTT na formazan (5) Rozpusténi krystald (8) Mefeni absorbance
N
Isopropanol +2M HCl f
oidoreduktiza ¢ — > - — ‘

Formazan

Obr. 8 Schéma MTT testu. Po nasazeni bunék na 96jamkovou desticku je pfidana testovana latka. Po
48 hodinach je piidano cinidlo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid).
V inkubacni periodé 4 hodin probéhne reakce pomoci reduk¢nich enzymt a vznikd produkt formazan
ve formé krystalkd. Pfidanim okyseleného isopropanolu dochazi k ukonceni reakce, 1yze bunék a vyplaveni
krystalti, které jsou zahy v isopropanolu rozpustény na homogenni roztok, ktery mtize byt vyhodnocen
pomoci spektrofotometru. Vytvoreno pomoci BioRender.com
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5.6 Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistické zpracovani dat a jejich grafické znazornéni byl vyuzit program GraphPad
Prism 10. Stanoveni hodnot ICso a 95 % konfiden¢nich intervald bylo provedeno pomoci
modelu variable slope. Pro porovnani ucinku latek na rezistentni a nerezistentni buniky byl
vyuzit neparovy t-test. Za statisticky vyznamné byly povazovany vysledky s hodnotou p<0,05.
Vsechna prezentovand data vyjadiuji primér 3 nezavislych experimentli, provedenych

v triplikatu, = smérodatna odchylka.
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6 VYSLEDKY

6.1 Optimalizace nasazovaci hustoty

Pro kazdou bunécnou linii byla nejprve stanovena optimalni pocate¢ni nasazovaci hustota
bun¢k. Z vysledki téchto tzv. seeding density testll byla sestavena ktivka ristu pro kazdou
bunécnou linii pomoci kterych bylo mozno urcit idealni pocet bunék k nasazeni, aby se v Case
experimentu (48 h) nachazely v optimalni exponencialni fazi ristu. Finalni hodnoty, pouzité

pro dal§i MTT testy, jsou sefazené v Tab. 1.

Tab. 1 Optimalni pocatecni nasazovaci hustota

Bunééna linie Médium Pocet bunék na jamku

THP-1 RPMI-1640 + 10 % FBS 35000

IMDM + 10 % FBS a
MV4-11 ] 35 000
4mM L-glutamin

HL-60 wt RPMI-1640 +10 % FBS 50 000

RPMI-1640
HL-60 g75 - 75 000
+1,8uM gilteritinib
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6.2 Prvniset MTT

V prvni fadé experimentt byly latky testovany na liniich THP-1 a MV4-11 v koncentraci 1 uM
a 10 uM. Po provedeni MTT testu a zméfeni hodnot absorbance, byla pouzita rovnice (Rovnice

1) pomoci které byly stanoveny procentudlni hodnoty riistu bunécnych linii THP-1 (Tab. 2)
a MV4-11 (Tab. 3).

Rovnice 1 Vypocet procentudlniho rastu bunck

A570 - A720 - ABZ
ACl

x(%) = 100 x

Xje procentudlni vyjadient rustu bunék, Asz /720 jsou hodnoty absorbance pri vinovych délkach
570 a 720, A je priumeérnd hodnota absorbance jamek negativni kontroly (médium bez bunék)

a Aci je prumérna hodnota absorbance kontrolnich jamek (bunky v médiu).

Tab. 2 Vysledky prvni série MTT experimentt latek v koncentraci 1 uM a 10 uM na linii THP-1

THP-1
1 pM 10 pM
Sloucenina Ristv % St O((i/t(:];lylka Ristv % St O(%Z;lylka
DS-2 97,59 2,989 73,01 1,006
DS-3 97,92 8,387 83,93 4,803
DS-13 101,1 4,369 100,2 4261
DS-14 100,2 9,008 94,10 7,219
LG 1871 89,18 12.47 68,21 7,978
LG 1872 95,78 5,050 93,09 12,93
LG 2022 103.5 2,917 105.5 3,252

DS-28 107.9 3,362 62,38 2,856
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Tab. 3 Vysledky prvni série MTT experimentti latek v koncentraci 1 pM a 10 uM na linii MV4-11

MV4-11
1pM 10 pM

Sloucenina Rustv % St 0((3/(:313!11{& Rustv % St O(Clzlylka
DS-2 50,17 2,833 2,444 0,6704
DS-3 76,81 2,018 15,00 0,8740
DS-13 86.94 2,011 29,68 2,403
DS-14 100,7 7,513 85,13 8,698
LG 1871 49,69 1,998 7,303 0,7012
LG 1872 102,1 1.919 58,77 4,249
LG 2022 101.1 2.887 71,44 5,003

DS-28 16,89 2,030 5,773 0,9706
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6.3 Druhy set MTT

Pro druhou sérii MTT testi byly vybrany slouCeniny s nejvétSim inhibicnim efektem
na proliferaci bunééné linie MV4-11, tedy DS-2, DS-28 a LG-1871, které v koncentraci 1 uM
inhibovaly rust linie MV4-11 o vice nez 50 %, a také DS-3, ktera byla sice v koncentraci 1 uM
byla mén¢ Gc¢innd, ale vykazovala vyraznou inhibici v 10 uM koncentraci, a naznaCovala tak,
ze by se jeji hodnota ICso mohla nachazet kolem 1 uM. Tyto latky byly podrobeny druhé sérii
MTT testli v koncentraCnim gradientu (10 uM az 0,116 uM). Naslednym sestrojenim grafii
(Obr. 9, Obr. 10) byla pro jednotlivé latky zjisténa hodnota ICso (viz Tab. 4), udavajici poloviéni
maximalni inhibi¢ni koncentraci latky. Dale byla porovnéana specifita latek k FLT-3 pomoci

indexu specifity (IS), ktery byl vypocitan pomoci nasledujici rovnice (Rovnice 2).

Rovnice 2 Vypocet IS (indexu specifity)
IS=ICso(THP-1) / IC50(MV4-11)

Cim vys3i je hodnota IS, tim vice latka inhibuje proliferaci bun&k nesouci mutovany FLT-3
receptor, a je tedy mén¢ cytotoxicka pro buiniky bez mutace FLT-3 receptoru. Nejvyssi inhibi¢ni
potencidl pro linii MV4-11, a zaroven nejvyssi specifitu, vykazuje latka s pracovnim nazvem

DS-28 s ICs50= 0,307 uM (CI 95 %= 0,2779 — 0,3386 uM) a IS=55,3.
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Obr. 9 Graf znazoriujici zavislost bunécného ristu linie MV4-11 na koncentraci danych latek. Pfimka
protinajici ristovou kiivku v hodnoté 50 % rtstu udava hodnoty ICs.
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Obr. 10 Graf znazoriujici zavislost bunécného rtstu linie THP-1 na koncentraci danych latek. Pfimka
protinajici ristovou kiivku v hodnoté 50 % rtstu udava hodnoty ICs.

Tab. 4 Hodnoty ICso vybranych latek s 95 % rozmezi intervalu spolehlivosti (CI) a indexem
specifity (IS)

MV4-11 THP-1

Slouenina I%jf(rﬁ\t;) CI95 % (uM) fg‘j’i‘ﬁ) CI95 % (uM) IS
DS-2 1,600 1,463-1,752 18,95 17,65-20,33 11,8
DS-3 3,008 2,861-3,355 32,92 30,41-35,36 10,6
DS-28 0,307  02779-0,3386 16,97 15,70-18,35 55,3
LG-1871 1,039  09717-1,110 20,28 17,30-23,75 19,5

6.4 Efekt na rezistentni bunéénou linii

Po zjisténi u¢innosti na leukemické bun&éné linie, exprimujici FLT-3 receptor, a stanoveni
hodnot ICs, byly Ctyfi nejucinnéjsi latky déle otestovany na gilteritinib-rezistentni linii ~ HL-
60 g75 v koncentracich 1 uM, 10 uM a 50 uM. Jako kontrola slouzila nerezistentni linie HL-
60 wt. Hodnoty rtstu linii v procentech shrnuje Tab. 5 a Tab. 6 a také grafy A, B, C a D (Obr.
11).



Tab. 5 Procentudlni rtst linii HL-60 g75 se standartnimi odchylkami
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HL-60 g75
1 uM 10 uM 50 uM
St. St. St.
Slou¢enina  Rustv % odchylka Rustv % odchylka Rustv % odchylka
(%) (%) (%)
DS-2 96,23 3,431 75,79 1,147 20,74 1,986
DS-3 106,21 8,270 84,39 4,883 13,08 1,786
DS-28 103,31 2,468 77,44 1,584 27,42 8,326
LG-1871 100,87 5,469 76,38 3,945 327,9 60,36
Tab. 6 Procentualni rast linii HL-60 wt se standartnimi odchylkami
HL-60 wt
1 uM 10 uM 50 uM
St. St. St.
Slou¢enina  Rustv % odchylka Rustv % odchylka Rustv % odchylka
(%) (%) (%)
DS-2 98.64 3,018 99.68 8,535 13,11 0,8988
DS-3 109,0 6,385 84,17 7,124 11,94 2,258
DS-28 101,8 6,282 78,56 3,942 8,820 0,3171
LG-1871 105,5 11,31 89,13 5,251 263,5 27,71
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Obr. 11 Grafy znazoriiujici zavislost bunééného rastu linii HL-60 wf a HL-60 g75 na koncentraci
testovanych latek. Graf A pro DS-2, graf B pro DS-3, graf C pro LG-1871, graf D pro DS-28.

*-statisticky vyznamny (p<0,05), ns-nesignifikantni

V1 uM a 10 uM koncentraci nebyl pozorovan vyrazny rozdil v proliferaci rezistentnich
a nerezistentnich bunék. Urcity efekt u rezistentni linie vykazovala latka DS-2, avSak v 50 uM
koncentraci prokéazala podobny efekt jako gilteritinib: tedy omezenou inhibici rezistentni linie
(viz Obr. 11 graf A). Stejny efekt byl pozorovan i u latky DS-28 (viz Obr. 11 graf D). Latka
DS-3 (Obr. 11 graf B) v nejvyssi koncentraci vSak prokdzala srovnatelnou inhibici rezistentni

1 nerezistentni linie, coz by mohlo naznacovat jeji mozny potencial k ptekonani rezistence.
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Z grafu C (Obr. 11) je patrné, ze u latky LG-1871 v koncentraci 50 uM byla zmétfena
absorbance, ktera zdanlivé odpovida 200-300 % rustu oproti kontrole. Tato situace mohla
nastat z duvodu nadmérného déleni bunék, nebo extenzivni stimulace mitochondrialnich
enzymtu. Proto byl pfed provedenim experimentu stanoven pocet bunék v jamkach s LG-1871
v 50 uM koncentraci a porovnan s poctem bunék v kontrolnich jamkach. Porovnani poctu
bunék shrnuje Tab. 7, kde je zfejmé, ze latka bunéénou proliferaci inhibovala. Tento neobvykly
efekt tak muze byt pfisuzovan stimulaci mitochondrialnich enzymu a prozatim je ponechan

dal$imu hodnoceni.

Tab. 7 Pocet bun¢k po inkubaci s LG-1871 a kontroly

Pocet bunék v jamce Pocet bunék
Bunécna linie
s LG-1871 v kontrolni jamce
HL-60 wt 0.351*105/ml 1,138*10%/ml

HL-60 g75 0,427*10%/ml 0,709*10%/ml
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7 DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo otestovat nové syntetizované slouceniny, jsou-li schopné
inhibovat rist AML bunéénych linii prostfednictvim inhibice FLT-3 receptor a pokud ano,
s jakou specifitou k bunkam exprimujicim mutovany FLT3 receptor oproti bunnkdm bez mutace.
Jako modelova AML linie, exprimujici mutovany FLT-3 receptor, byla pouzita linie MV4-11,
jako jeji kontrola pak slouzila linie THP-1 s wild-type variantou FLT-3 receptoru. Vysledky
48hodinové viabilitni studie MTT prokazaly u latek DS-2, DS-3, DS-28 a LG-1871
vyznamnéjsi toxicitu u bunck s mutaci FLT-3, nez bez mutace. Pouze sloucenina DS-28
s hodnotou 1Cs50=0,307 pM (CI 95 %=0,2779-0,3386 uM) se pfiblizila terapeutickym
plazmatickym hladindm v soucasné dobé pouzivanych FLT3 inhibitorti, pohybujicich se
v desitkach az stovkach nanomola (James et al. 2020; Kang et al. 2021; Wiesen et al. 2024)
a zaroven prokazala nejvyssi specifitu (IS=55,3) viici FLT-3 mutovanym bunikdm. Ostatni nami
zkoumané latky inhibovaly FLT-3 receptor ve vysSich koncentracich v porovnani s FLT-3
inhibitory, vyuzivanymi v klinické praxi (Lee et al. 2017; Aikawa et al. 2020). Sloucenina
DS-28 vSak prokazala vysokou u¢innost 1 v nizké koncentraci, a pfedstavuje tak velmi nad€jnou
molekulu, jejiz struktura mize poslouzit také jako predloha dalSich, jesté ucinnéjsich FLT-3

inhibitort.

Primérna doba pfeziti pacienti s AML se za posledni desetileti podstatn¢ prodlouzila,
predev§im diky individualizaci 1é¢by a rozvoji cilené terapie (Andreozzi et al. 2022). Uginné
FLT-3 inhibitory dosahuji v praxi vyznamnych vysledkti, avSak trvani lécebné odpovédi
je limitovano vznikem pfedevsim sekundarni rezistence, kterd mé za nésledek selhani terapie
a relapsu nemoci (Capelli et al. 2022). Po stanoveni inhibi¢niho potencialu zkoumanych latek
na leukemické bunécné linie bylo druhym cilem této prace porovnat jejich efekt u bunéeéné linie

rezistentni vici gilteritinibu.

Studie prokézaly rizné mechanismy vzniku rezistence vic¢i FLT-3 inhibitoriim vyuZivanych
v praxi (Eguchi et al. 2020). U midostaurinu a gilteritinibu, tedy inhibitora typu I, dochéazi
ke vzniku rezistence predevSim zvySenim aktivace RAS/MAPK signalni drahy, vyskytem
aktivujicich mutaci v proteinech signalnich drah a dale selekci klona s wt FLT-3 receptorem,
jejichz dasledkem dochdzi ke snizeni terapeutické odpovédi a selhani 1€cby (McMahon et al.

2019; Schmalbrock et al. 2021).
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V nasi skupiné byla vyvinuta rezistentni varianta APL bunécné linie HL-60 dlouhodobou
expozici postupné se zvysujicim ddvkam gilteritinibu, tedy FLT-3 inhibitoru druhé generace,
ktery je podavany dlouhodobé jako udrzovaci terapie pacientim s R/R AML (Perl et al. 2019;
Senapati et al. 2023). Bunécna linie HL-60 g75, nesouci transientni rezistenci vuci gilteritinibu,
byla vyuzita v druhé Casti této prace, k ovéfeni, zda nami testované latky tuto rezistenci
nepiekonavaji. Z predchozi charakterizace je zifejmé, ze tato linie nenese aktivujici mutaci,
ale rezistence vznika v souvislosti s obecn¢jSimi mechanismy, tedy zménou (up/down regulaci)
gentl v signalnich drahach, nezavislych na FLT3, nebo pomoci efluxnich transportérti. Z tohoto
pohledu je to experimentalni model, ktery dobfe odrazi situaci, jez mize nastavat v klinické
praxi u kazdého gilteritinibem 1é¢eného pacienta. Vysledky byly porovnany s linii HL-60 wt,
ktera je vaci gilteritinibu senzitivni. Ve vysoké koncentraci (50 pM) se latky DS-2 a DS-28
projevily podobné jako gilteritinib (rist senzitivnich bun¢k byl inhibovan vice). Latka DS-3
vSak v 50 uM koncentraci prokazala srovnatelny inhibi¢ni efekt na rezistentni i nerezistentni
linii, a pfedstavuje tak nadéjnou molekulu v prekonavani sekundéarni rezistence. Ziskana data
jsou vsak vysledkem pilotnich testi a pro jejich prokézéni je potieba dal§iho testovani
s vyuzitim modelu, ktery vykazuje rezistenci vzniklou na podkladé sekundarnich zmén FLT-3

receptoru.

Pti expozici bunék linii HL-60 wt a HL-60 g75 latce LG-1871 ve vysoké koncentraci (50 uM)
doslo k neoCekavanému efektu — extenzivni produkci formazanu nékolikanasobné vyssi oproti
kontrole. Tento jev mohl byt zpisobeny bud’ nadmérnou proliferaci bunék, nebo zvysenim
jejich metabolické aktivity. Po porovnéani poctu bun¢k s kontrolou (odpovidajici pfedpokladané
inhibici bunééného ristu), jsme vyse uvedené prvni vysvétleni mohli vyloucit, a tento jev tak
byl pfisouzen nadmérné aktivaci metabolickych enzymii. Podobny efekt u MTT eseje
zaznamenali Rei et al. (2018) a Kumar et al. (2023) pti vystaveni bun¢k vnéjSim stresortim
v podobé radia¢niho zafeni a chemoterapeutik, ¢imz dosSlo ke zvySeni poctu mitochondrii a
zvySené expresi enzymu sukcinat dehydrogenazy, podilejici se na pfeméné tetrazoliové soli na
formazan (Rai et al. 2018; Kumar et al. 2023). Také u ptirodniho isoflavonu genisteinu, ktery
2021), byl prokazan efekt stimulujici mitochondridlni biogenezi a mitochondrialni
metabolickou aktivitu, kterd by mohla byt s antineoplastickou a antioxidacni aktivitou
genisteinu spojena (Pagliacci et al. 1993). Podil mitochondrii na apoptoze byl popsan v mnoha
studiich (Gulbins et al. 2003; Jeong a Seol 2008), a proto neocekavany efekt latky LG-1871

pfedstavuje zajimavy podnét k dal§imu studiu.
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8 ZAVER
Terapie akutni myeloidni leukemie (AML) zaznamenala vyznamny pokrok, pfedevsim diky
implementaci cilené terapie, zahrnujici FLT-3 inhibitory. Pfesto vSak AML stdle zlstava
obtizn¢ 1écitelnym onemocnénim kostni diené, pfedevsim z divodu rozvoje rezistence vici

soucasnym klinicky pouzivanym lé¢iviim, a potieba vyvijet nové FLT-3 inhibitory tak stale

stoupa.

V této diplomové praci byl zhodnocen inhibi¢ni efekt 8 nové syntetizovanych latek pomoci
invitro metody MTT na bunéfnych liniich odvozenych od AML. Z testovanych latek
sloucenina DS-28 prokdzala vyznamny cytotoxicky efekt na FLT3 mutovanou linii MV4-11
s vysokou specifitou k FLT3. Latka DS-28 prokazala vyhodné vlastnosti, vytvatejici podklad
pro syntézu jesté ucinngjSich derivati s cilem dosdhnout inhibi¢ni aktivity v nanomolarni

koncentraci, které dosahuji klinicky pouzivané FLT-3 inhibitory.

Na linii HL-60 g75, nesouci transientni rezistenci vici gilteritinibu, byl prozkouman ucinek
téchto latek v porovnani s gilteritinib-senzitivni linii HL-60 wz. Urc¢ity uc¢inek i na rezistentni
variantu byl pozorovan u latky DS-3, ale az ve vysoké koncentraci. U latky LG-1871 ve vysoké
koncentraci byl pozorovan nepiedpokladany efekt, pfisuzovany nadmérné aktivaci
mitochondrialnich enzymu. Tyto latky nabizeji zajimavé podnéty pro dalsi studium s moznosti
jejich budouciho vyuziti v praxi. Pro potvrzeni téchto prvotnich dat je tfeba navaznych studii

pomoci dalSich metod se zapojenim realnych vzorki od pacienti s AML.
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