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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: V1iv nového FLT3 inhibitoru na indukci bunééné smrti u

leukemickych bunék

Zhruba u 30 % pacientd s akutni myeloidni leukemii se vyskytuje mutace kinazy FIt3, ktera je
jednozna¢né negativnim prognostickym faktorem nemoci. Proto vyvoj novych FIt3 inhibitora
pfedstavuje zasadni pokrok v terapii AML u téchto pacientd. Ackoli standardni lécba
chemoterapeutiky (cytarabinem a antracyklinem) a alogenni transplantace kmenovych bunék,
které se vyuzivaji v terapii AML poslednich 40 let, v mnoha piipadech vedou ke kompletni
remisi, zdroven vsak nesnizuji Cetnost relapsu a pfindsi mnoho rizik spojenych s pisobenim na
zdravé buiiky organismu. Ugelem rozvoje cilené terapie, véetné inhibitorti Flt3 kinazy, je
zabranit tomuto nezadoucimu plisobeni chemoterapeutik. Cilem vyzkumu provadéném v ramci
vypracovavani této diplomové prace bylo stanoveni vlivu novée syntetizovaného FIt3 inhibitoru
K 1872 na proliferaci leukemickych bun¢k s wild type Flt3 kindzou (THP-1) a bunék s nejcastéji
se vyskytujici mutaci FIt3-ITD (MOLM-13 a MV-4-11). Pomoci niZe uvedenych metod se
zkoumal vliv inhibitoru na proliferaci bunék, navozeni apoptézy a zménu proteinové exprese
vybranych signalnich drah. Vysledky jednotlivych pokust prokazaly vyrazny vliv na snizeni
proliferace leukemickych bun¢k s mutaci Flt3-ITD (MOLM-13 a MV-4-11) a pfi porovnani s v
ysledky preklinického hodnoceni midostaurinu, inhibitoru pouZzivaného v klinické praxi,

vykazuji stejny trend.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Andrea Hotaryova

Supervisor: doc. PharmDr. Martina Ce¢kova, Ph.D.
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cell lines

Approximately 30% of patients with acute myeloid leukemia have a FIt3 kinase mutation,
which is clearly a negative prognostic factor of the disease. Therefore, the development of new
F1t3 inhibitors represents a major advance in the therapy of AML in these patients. Although
standard treatment with chemotherapeutics (cytarabine and anthracycline) and allogeneic stem
cell transplantation, which have been used in AML therapy for the past 40 years, lead to
complete remission in many cases, they do not reduce the frequency of relapse and bring many
risks associated with the effect on healthy cells of the body. The purpose of developing targeted
therapy, including FIt3 kinase inhibitors, is to prevent this adverse effect of chemotherapeutics.
The aim of the research carried out as part of this diploma thesis was to determine the effect of
the newly synthesized F1t3 inhibitor K1872 on the proliferation of leukemic cells with wild type
F1t3 kinase (THP-1) and cells with the most frequently occurring F1t3-ITD mutation (MOLM-
13 and MV-4-11). The effects of the inhibitor on cell proliferation, induction of apoptosis and
changes in protein expression of selected signaling pathways were investigated using the
methods described below. The results of the individual experiments demonstrated a significant
effect on the reduction of the proliferation of leukemic cells with FIt3-ITD mutation (MOLM-13
and MV-4-11) and when compared with the results of the preclinical evaluation of midostaurin,

an inhibitor used in clinical practice, they show the same trend.
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1 UVOD

Akutni myeloidni leukemie (AML) je nej€astéji se vyskytujici akutni leukemie u dospélych a
druha nejéast&jsi u déti. V Ceské republice je incidence 2-3/100 000 osob za rok (Zatloukalova
etal. 2021) a celosvétove 2-5,4/100 000 osob za rok (Kristo ef al. 2021). Incidence AML stoupa
s vékem, u pacientd starSich 65 let dosahuje 15-20/100 000 osob za rok (Carter et al. 2020).
Jednd se o pomérné vzacné, ale heterogenni onemocnéni s nizkou dobou pfeziti u starSich
pacienti. a svysokym rizikem relapsu. Doba preziti 5 let se uvadi
Cancer Institute 2023). Heterogenita AML je zodpovédna za odliSnou odpovéd pacientt

na lécbu a za ptipadnou rezistenci k 1é¢bé.

Standardem terapie nové diagnostikované AML je poslednich 40 let kombinovana indukéni
cytotoxicka chemoterapie cytarabinem a antracyklinem a alogenni transplantace kmenovych
bunck. Problémem intenzivni chemoterapie je Spatna sndSenlivost star§Simi a kiehkymi
pacienty. VétSing pacienti starSich 70 let nepfinasi intenzivni chemoterapie benefit. U vétSiny
nemocnych, ktefi intenzivni chemoterapii podstoupi, dochézi ke kompletni remisi. Problémem
v8ak zlstava vysoke riziko relapsu a fakt, Ze pétileté pieziti se tyka pouze 20 % pacientil (Park

et al. 2010).

Heterogenita onemocnéni, limity vychdzejici z toxicity chemoterapie, vysoka iimrtnost a riziko
relapsu vedly k diagnostickému posunu z hlediska vyvoje molekuldrné genetickych vySetteni,
které pomohly k hlub§imu pochopeni patofyziologie nemoci a k vyzkumu cilené terapie AML

(Bhansali et al. 2023).

Pravé genetické zmény jsou ve vétSin€ piipada piicinou AML. NejCastéjsi z nich jsou mutace
Fms-like tyrosine kinase 3 (F1t3) vyskytujici se azu 35 % pacientll. Vyskyt F1t3 mutaci je spojen
s hor$i progndzou a vys§im rizikem relapsu. Flt3 kinaza se tak stala atraktivnim terapeutickym
cilem a v poslednich letech dochazi k vyvoji novych Flt3 inhibitor( s niz$i toxicitou a lepsi

snasenlivosti oproti cytotoxické terapii.



2 POUZITE ZKRATKY

AML
AMLI1
BCA
Bcl-2
CBFp
CBL
CNS
DMSO
ELN
EMA
Erk
ETO
FAB
FBS
FDA
Flt3
GM-CSF
GRB2
HSP90
ICC
ITD
JAK
KM
MAPK
MLL
MTGS8
MYHI11
NIH
PI3K
PML/RAR«
PR

Akutni myeloidni leukemie

Acute myeloid leukemia 1 protein
Bicinchoninic acid

B-cell lymphoma 2

Core-binding factor 3

Casitas B-lineage lymphoma

Centralni nervova soustava

Dimethylsulfoxid

European Leukemia Net

European Medicines Agency

Extracellular signal-regulated kinase
Eight-twenty-one gene

The French-American-British classification
Fetalni bovinni sérum

Food and Drug Administration

FMS-like tyrosine kinase 3
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Growth factor receptor-bound protein 2

Heat shock protein 90

International Consensus Classification
Internal tandem duplication

Janus kinase

Kultiva¢ni médium

Mitogen-activated protein kinase
Mixed-lineage leukemia gene

Myeloid transforming gene on chromosome 8
Myosin heavy chain 11

National Institute of Health

Phosphoinositide 3-kinase

Promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor o

Pracovni roztok



RUNX1
SCF
SHC
STAT
TKD
TRIS
ZR

Runt-related transcription factor 1

Stem cell factor

Src Homology and Collagen protein

Signal transducer and activator of transcription
Tyrosine kinase domain mutation
2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol

Zasobni roztok
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Akutni myeloidni leukemie

3.1.1 Charakteristika

Akutni myeloidni leukemie (AML) je maligni onemocnéni charakterizované poruchou
krvetvorby, u kterého dochazi ke zvysené proliferaci bunék myeloidni vyvojové linie a ke ztraté
diferenciace typicky na trovni blastii. Tyto leukemické blasty v kostni dieni proliferuji na ukor

fyziologické krvetvorby (Obrazek 1).

A)od stem m _
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@ @

Myeloid stem cell Lymphoid stem cell

@ o

Myeloblast Lymphoblast

|
© . % @

\

T
Red blood cells Platelets White blood cells

Obrazek 1 Fyziologicka krvetvorba (National Cancer Institute 2024)

Klinické ptiznaky jsou spojené praveé s nedostatkem normalnich krvinek v periferni krvi a u
pacientl se zvySenou hladinou leukocytt s infiltraci tkani leukocyty.

V disledku nedostatku erytrocytli se objevuji projevy anémie jako je inava, dusnost, malatnost
a bledost, trombocytopenie se projevuje zvySenou krvacivosti, tvorbou hematomt a petechii, a
pro granulocytopenii je typicky zvyseny vyskyt infekci nedostatecné reagujicich na antibiotika,
zejména v oblasti hornich cest dychacich.

Zvysena hladina leukocytt v periferni krvi mtize vést k manifestaci syndromu leukostdzy, ktery

se projevuje dusnosti, bolestmi na hrudi a neurologickymi symptomy jako je bolest hlavy,
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zmatenost ¢i priapizmus. Riziko poskozeni CNS je vyssi u pacientl s poctem leukocytd nad

100.10%/1, avSak takto vysoka leukocytdza neni pro akutni leukemie typicka (Adam 2008).

Etiologie AML neni zcela zndma. Jeji vznik mohou vyvolat nékteré kancerogenni chemikalie
véetné cytostatik, nebo radiacni zafeni. AML vyvoland 1écbou cytostatiky se oznacuje jako
postterapeutickd a vyviji se zpravidla s odstupem 5-10 let od terapie alkylaénimi cytostatiky
(cyklofosfamid, busulfan, cisplatina) a 1-5 let v ptipadé inhibitorti topoizomerazy II (etoposid,
daunorubicin). Z rizikovych chemikalii se jedné o benzen a jeho derivaty, herbicidy a pesticidy.
Vyssi incidence AML je pozorovana také u pacientll s hereditarnimi onemocnénimi spojenymi
s vys$i fragilitou chromatinu (Fanconiho anémie, Bloomlv syndrom) nebo s chromozomalni
aberaci (Downiv syndrom, Patautiv syndrom).

Pravé chromozomalni odchylky maji zdsadni vliv na vznik nemoci. Mohou vést k modifikaci
transkripce gend, ktera ma za disledek deregulaci hematopoetické kmenové buiiky a vznik

leukemie (Park et al. 2010).

3.1.2 Diagnostika

Ke stanoveni diagndzy je nejprve nutné mikroskopické diferencidlni vySeteni krevniho obrazu.
Typicky jsou v periferni krvi pacienta piitomné blasty (Obrazek 2) v mnozstvi piesahujicim 5
% vSech jadernych bungk, fyziologické granulocyty ve zbytkovém mnoZstvi, a naopak chybi
stiedni vyvojova stadia granulocytli (myelocyty a metamyelocyty; tzv. hiatus leucaemicus).

Zvysena hladina leukocytii neni sama o sob¢ diagnostickd, obvykle je leukocytdza piitomna, ale

podet leukocytii miize byt normalni nebo dokonce snizeny (Salek 2012).

Obrazek 2 Leukemické blasty pritomné v aspiratu kostni drené (Kacirkova a Campr 2007)
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Typicky byva patologicky zasaZeno vice krevnich bungk, to znamena Ze kromé& leukocytozy je
ptitomna anémie v disledku nedostatku erytrocyttli, nebo trombocytopenie.

Pt1 patologickém ndlezu v periferni krvi se pro potvrzeni diagnézy provadi podrobné vySetieni
aspirované¢ kostni dfené¢ pomoci sternalni punkce z hrudni kosti. Kromé zakladniho
cytologického vySetfeni se aspirdt kostni diené pouzije také k cytochemickému,
cytogenetickému, molekularné biologickému a imunofenotypizaénimu vySetfeni, ktera se

provadéji na specializovanych pracovistich.

Vysledkem cytologického vySetteni je v pfipad€ diagnozy AML piitomnost blastli v mnoZstvi
vétsim nez 20 % vSech jadernych bunék v kostni dieni ¢i periferni krvi (ELN 2022). Myeloidni

blasty se 1i8i od lymfoidnich strukturou chromatinu, tvarem jadra a pfitomnosti granul.

Cytochemické vySetfeni se provadi ke stanoveni enzymatické vybavy bun€k a k odliSeni
myeloidni a lymfoidni linie, kdy AML odpovida pozitivni prikaz myeloperoxidazy.
K ptesnéjSimu urceni patologicky zasaZené linie se pomoci pritokové cytometrie stanovuje
exprese CD antigenti na cytoplazmatické membrané blastl a urcuje se specificky leukemicky

fenotyp (LAIP).

Cytogenetické a molekularné genetické vySetfeni hodnoti etiologicky vyznamné
chromozomalni odchylky, pfitomnost fuznich genti a mutaci (RUNX1/MTGS, AMLI/ETO,
CBFB/MYHI11, PML/RARa, FLT3-ITD, MLL) (Adam, 2008).

3.1.3 Klasifikace AML

Nejjednodussi, ale klinicky vyznamné je rozdéleni na dva zékladni typy: AML de novo a
sekundarni AML s myelodysplastickymi rysy.

Klasifikacni systém pouzivany krozdéleni AML vytvofila WHO a zohlediiuje kromé
morfologie blasti zdsadni v difive pouzivanych klasifikaénich systémech také
imunofenotypizacni, cytogenetické a molekularn¢ genetické diagnostické aspekty. Tento

systém se pouziva v kombinaci s Mezindrodni konsenzualni klasifikaci (ICC) (Obrazek 3).
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International Consensus Classification (ICC) of Myeloid Neoplasms and Acute Leukemias.

= 10% myeloid blasts or blasts equivalent in the bone marrow or blood

AML-d:ﬁnmg. No Mutated TP53 No [Mumﬁm of genes,  No TIORRNeEe No |AML not otherwise

Icutrenl pontie VAF>10% j found in Table 2 Lk specified

abnormalites = L _ found in Table 2
10-19% .~ 220% 10-19% " 220% 10-19% ~  >20% 10-19% 7 220%
__+_ blasts / blasts,  blasts blasts,  plagts/ blasts,  blasts/ blasts |
y = / P " ‘." y N / N
/ - \ / N | ~ / AML with N\ |

mc:x:‘w'_:'cm | AML with = clodATlia:i::h-rcla: ed | I myelodysplasia-related ‘ AML not

s \ mutated TP53 | YeacyR . \ cytogenetic . otherwise specified
abnormality | / gene mutation L \
oy g 4 | abnormality /| \
\ / . 7 / \ \ \
h ~ \ . ~ \ . ~ = = =
N - \ N \
& b N ¥ N\ i
MDS/AML with MDS/AML with [OMDS AL itk MDS/AML, not
myelodysplasia-related | | myelodysplasia-related { Ak g
mutated TP53 : / \ 2 % | otherwise specified |
gene mutation cytogenetic ahmmlallty} \ /
/ b > ~

Diagnostic qualifiers appended to any of the above diagnoses.

!

Prior MDS

Therapy-related or MDS/MPN

Germline
predisposition

The 5th edition of the World Health Organization Classification of
Haematolymphoid Tumors: Myeloid Neoplasms

If clinical and pathologic suspicion for Acute Myeloid Leukemia is present,
such as increased blasts in peripheral blood/bone marrow

Defining recurrent
abnormalities found in Table 1
excluding BCR::ABLI fusion
or CEBPA mutation

No \Yes
\
N\
AML with defining
Blast count > 20% recurrent genetic
abnormalities
s' N
No Yes
|
;\
Criteria not met BCR::ABLI fusion or
for AML diagnosis CEBPA mutation present
/Yes w
/
T MDS defining genetics
wi ;
BCR::ABLI fusion e
or CEBPA mutation Lt/ pnor. e
MDS/MPN is present
/ Yes No
: AML defined by
e Mrﬁ:::gs? i differentiation
(see Table 1)

Obrazek 3 Klasifikace AML dle WHO a ICC (Chang, Kuzu 2023)
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Pacienti s diagnostikovanou AML se na zaklad€ provedenych vySetieni zatazuji do rizikovych
skupin pomoci systému vytvofeného European LeukemiaNet (ELN 2022), ktery zohlediuje
piedevsim pritomné genetické odchylky a déli diagné6zu AML na ptiznivou, stiedné rizikovou a

nepftiznivou (Obrazek 4).

2022 ELN risk classification by genetics at initial diagnosis*

Risk categoryt Genetic abnormality

Favorable « 1(8;21)(g22;922.1)/RUNXT::RUNXITIt,+

« inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.;q22)/ CBFB:MYH11t,t
« Mutated NPM1t,§ without FLT3-ITD
» bZIP in-frame mutated CEBPAI

Intermediate « Mutated NPM1t,§ with FLT3-ITD

« Wild-type NPMT1 with FLT3-ITD (without adverse-risk genetic lesions)
« 1(9;11)(p21.3;923.3)/ MLLT3::KMT2At,4
« Cytogenetic and/or molecular abnormalities not classified as favorable or adverse

Adverse « 1(6;9)(p23.3;934.1)/DEK::NUP214

« t(v;1123.3)/KMT2A-rearrangeds#

« 1(9;22)(q34.;q11.2)/BCR:ABL1

« 1(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP

« inv(3)(921.3926.2) or 1(3;3)(g21.3;q26.2)/ GATA2, MECOM(EVI1)

« 1(3926.2,v)/MECOM(EVI)-rearranged

« =5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)

« Complex karyotype,** monosomal karyotypett

« Mutated ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3BI, SRSF2, STAG2, U2AF1, and/or ZRSR2tt
» Mutated 7P53°

Frequencies, response rates and outcome measures should be reported by risk category, and, if sufficient numbers are available, by specific
genetic lesions indicated.

Mainly based on results observed in intensively treated patients. Initial risk assignment may change during the treatment course based on the
results from analyses of measurable residual disease.

Concurrent KIT and/or FLT3 gene mutation does not alter risk categorization.

AML with NPM1 mutation and adverse-risk cytogenetic abnormalities are categorized as adverse-risk.

Only in-frame mutations affecting the basic leucine zipper (bZIP) region of CEBPA, irrespective whether they occur as monoallelic or biallelic
mutations, have been associated with favorable outcome.

The presence of t(9;11)(p21.3;q23.3) takes precedence over rare, concurrent adverse-risk gene mutations.

Excluding KMT2A partial tandem duplication (PTD).

**  Complex karyotype: =23 unrelated chromosome abnormalities in the absence of other class-defining recurring genetic abnormalities; excludes

Tt

1+

hyperdiploid karyotypes with three or more trisomies (or polysomies) without structural abnormalities.

Monosomal karyotype: presence of two or more distinct monosomies (excluding loss of X or Y), or one single autosomal monosomy in
combination with at least one structural chromosome abnormality (excluding core-binding factor AML).

For the time being, these markers should not be used as an adverse prognostic marker if they co-occur with favorable-risk AML subtypes.
TP53 mutation at a variant allele fraction of at least 10%, irrespective of the TP53 allelic status (mono- or biallelic mutation); TP53 mutations are

significantly associated with AML with complex and monosomal karyotype.

Obrazek 4 Rozdéleni rizikovych skupin AML v case diagnozy na priznivou (favorable),
stiedné priznivou (intermediate) a nepriznivou (adverse) dle ELN (Déhner et al. 2022)
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3.1.4 Zakladni lécebné strategie

Po potvrzeni diagnozy je pfed zahajenim lécby nutné rozhodnuti, zda se bude jednat o 1écbu
kurativni s cilem kompletni remise, nebo 1écbu paliativni vedouci k prodlouzeni celkového
preziti pacienta a ke zlepSeni kvality jeho Zivota zpomalenim progrese onemocnéni. Mezi
faktory ovliviiyjici vybér zptsobu 1écby patii charakteristiky diagnostikované AML, celkovy

zdravotni stav pacienta véetn¢ komorbidit a jeho v€k (Adam 2008).

RozliSujeme 5 zékladnich 1éCebnych strategii:
* standardni chemoterapie obsahujici indukéni a konsolidacni fazi 1écby
* standardni chemoterapie s cilem provedeni alogenni transplantace po indukéni a
konsolida¢ni fazi 1écby
* paliativni chemoterapie
* pouze symptomaticka léCba

* experimentalni 1é¢ba novymi léky

3.1.4.1 Standardni chemoterapie

Prvni fazi intenzivni 1écby je indukéni terapie provadénd s cilem navodit kompletni remisi
nemoci. Pouziva se kombinace antracyklinu a cytarabinu v rezimu ,,3+7” (3denni lécba
antracyklinem a 7denni 1écba cytarabinem). V piipad¢ selhdni se cyklus opakuje bud se
stejnymi cytostatiky v pfipad¢ parcialni remise, nebo se zvoli kombinace se siln¢jSim efektem

(fludarabin+idarubucin+cytarabin nebo cytarabin+mitoxantron) v piipad¢ progrese nemoci.

Druhou f4zi je terapie konsolida¢ni, kterd zahrnuje jak chemoterapii, tak alogenni transplantaci
kostni dfen¢ nebo kmenovych hematopoetickych bun€k ziskanych z periferni krve darce.
Slozeni konsolidac¢ni terapie se lisi podle toho, v jakém riziku se pacient nachdzi. Prvni
moznosti je samostatna vysokodavkova chemoterapie cytarabinem, ktera se voli u pacienti
s nizkym rizikem (AML s translokacemi zahrnujicimi geny pro jaderny vazebny faktor).
Naopak alogenni transplantace v kombinaci s vysokodédvkovou chemoterapii je indikovana po
jednom indukénim cyklu u pacienti s diagnézou AML s komplexnimi zménami karyotypu

nebo AML s prestavbou Mixed-lineage leukemia genu (MLL), ktefi jsou ve vysokém riziku.
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Po ukonceni konsolida¢ni terapie lze pokracovat terapii udrZzovaci. Ta se podava s cilem udrzeni
remise, nejsou vSak dostupna vyznamna data opodstatitujici jeji vyznam.
Nejcastéji se jako udrZovaci terapie podava azacytidin, ptipadné cilena 1éCiva, pokud byla

pouzivana v kombinaci béhem indukce a konsolidace. (Ceska hematologicka spole¢nost 2024)

3.1.4.2 Cilena terapie

U pacientl s pfitomnou mutaci FIt3 kindzy se do kombinace ke standardni chemoterapii
ptidavaji inhibitory FIt3 kindzy — midostaurin u nové diagnostikované AML pii mutaci FIt3-
ITD anebo FIt3-TKD, quizartinib u nové diagnostikované AML pouze pii FIt3-ITD a
gilteritinib u relabujici/refrakterni AML s mutaci Flt3-ITD anebo FIt3-TKD. (FDA 2023)

V kombinaci se standardni chemoterapii se u pacientdl s CD33 pozitivni de novo
diagnostikovanou AML poddvd humanizovand monoklonalni protilaitka gemtuzumab
ozogamicin s navazanym cytotoxickym kalicheamicinem (Ceska hematologicka spole¢nost

2024).

3.2 FIt3 kinaza

3.2.1 Charakteristika FIt3

FIt3 kindza je tyrozinkindzovy receptor exprimovany myeloidnimi a lymfoidnimi
progenitorovymi buiikami. Fyziologicky zajistuje aktivovana Flt3 kinaza spolecné s dal§imi
rustovymi faktory (SCF, interleukin 3) normélni krvetvorbu a riist bunék. Na diferencovanych
krevnich bunkéch se jiz nevyskytuje.

FIt3 kinaza je lokalizovand v cytoplazmatické membrané bun€k a sklada se z extracelularni
casti tvofené ligand vdazajici doménou  strukturné podobnou imunoglobulinu,
z transmembdnové a juxtamembranové podjednotky a z intraceluldrnich tyrozinkinazovych
domén (Obrazek 5).

Ligand FIt3 kinazy je transmembranovy a solubilni protein exprimovany buitkami kostni dfené
(Kiyoi et al. 2019). Mimo jiné¢ se vyskytuje napiiklad na bunkach placenty, plic, varlat,
vajecnika ¢i ledvin.

FIt3 kinadza v neaktivnim stavu pfedstavuje monomer konformacné slozeny tak, aby branil

samovolné fosforylaci tyrozinkindzové domény. Po interakci s FIt3 ligandem dojde ke
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konformac¢ni zméné receptoru, kterd umozni vazbu na dalsi F1t3 kindzu. Vznik tohoto dimeru po
dminuje spusténi tyrozinkinazové aktivity receptoru, a to diky odhaleni akceptorového mista
pro fosfatovou skupinu. Nasleduje interakce s n¢kolika adaptorovymi proteiny jako je SHC,
GRB2 nebo CBL, které dale pienasi signal a spousti se tak kaskada fosforylacnich reakci
vedoucich k aktivaci proteinil a signdlnich drah (Obrazek 6). Vysledkem je stimulace bunécné
proliferace a diferenciace. Signdlni drdhy aktivované tyrozinkindzou pfendsi prostfednictvim
HSP90 v poslednim kroku kaskady signal do jadra bunky. Patii mezi né¢ draha PI3K/Akt, dale
RAS/MAPK a JAK/STAT (Meshinchi a Appelbaum 2009).

Extra-cellular JM
1 IgG- IlkeDomams TMlTKm KI TKD2 CT
'

N\

1]2]3Jas]6]7] s | ofrofr1]12] 13 |14f1s]r6}i7]isfiofaoja1je2] 23|24

NRQYiiIg

Obrazek 5 Struktura Flt3 kinazy, SS=signalni sekvence, E=extraceluldrni doména,
TM=transmembranova doména, JM=juxtamembranova doména,
TKD1/2=tyrozinkinazovédomeény, KI=kinase insert doména, CT=C-koncova doména
(Rauscher 2014)
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Obrazek 6 Signalni drahy aktivované Flt3 kinazou (Meshinchi a Appelbaum 2009)

3.2.2 Proteiny aktivované FIt3 kinazou

Protein Akt (proteinkinaza B) je soucasti signalni drahy PI3K/Akt aktivované FIt3 kindzou. Po
navazani extracelularniho ligandu na Flt3 kindzu dochazi pisobenim fosfatidylinositol-3,4,5-
fosfatu (PIP3) a fosfoinositid dependentni kindzy (PDK-1) k fosforylaci a aktivaci Akt na
vnitini stran¢ cytoplazmatické membrany. Aktivni Akt nasledné v cytosolu fosforyluje a
reguluje dalsi proteiny v bufice majici vliv na bunécnou proliferaci a apoptéozu (Martini et al.
2014) (Obrazek 7). ZvySena exprese proteinu Akt a jeho neustald aktivace v leukemickych

bunkach hraje dilezitou roli v progresi onemocnéni (Nicholson a Anderson 2002).
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Obrazek 7 PI3K/Akt/mTOR kaskdda (Rockland)

Protein Erk patfi mezi mitogenem aktivované proteinkindzy. Hraje z4sadni roli v kaskadé Ras-
Raf-MEK-ERK aktivované FIt3 kindzou. Po navéazéani ligandu dojde k uvolnéni GTP a
k aktivaci proteinti Ras, Raf, MEK a Erk. Aktivni Erk nésledné fosforyluje velkou Skalu
proteinti a tim ovliviiuje procesy regulujici buné¢nou proliferaci, diferenciaci, metabolismus a
apoptozu (Ramos 2008) (Obrazek 8). Stejné jako Akt je Erk ve zvySené mife exprimovan

leukemickymi bunikami a podporuje jejich proliferaci (Steelman et al. 2011).
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Obrazek 8 Ras/Raf/MEK/Erk kaskada (Rockland)

Protein Bcl-2 je nezbytnou soucasti signalnich drah uvniti bunék vedoucich k regulaci apoptozy
(Antonsson a Martinou 2000). M4 antiapoptoticky efekt a pfi aktivaci apoptotickych procest
v bufice, na zakladé podnétil jako je poskozeni DNA, oxidacni stres nebo nedostatek riistovych
hormont, tyto procesy inhibuje. (Obrazek 9) V buitkdch AML je exprimovan ve zvySené mife,
podporuje jejich nekontrolovatelné mnoZeni a je spojen s horSi progndzou a s rezistenci k
chemoterapii (Wei et al. 2020). Vliv FIt3 kinazy na protein Bcl-2 je zprostiedkovan nepiimo pii

aktivaci bunécné proliferace jinymi proteiny (Ling et al. 2017).
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Obrazek 9 Aktivace apoptozy vnitini a vnéjsi cestou (Rockland)

3.2.3 Mutace FIt3

U pacientti s AML je FIt3 kindza exprimovana leukemickymi blasty a vyskytuje se na vice nez
90 % z nich. Klinicky vyznamny je vyskyt mutaci tohoto receptoru. Jsou ptitomné ptiblizné u
35 % nemocnych, jedna se tak o nejcastéjsi genetické aberace AML a o faktor predpovidajici
horsi progndézu nemoci. Jsou znamé dva typy mutaci: interni tandemova duplikace (FLT3-ITD)

a mutace tyrozinkindzové domény (FLT3-TKD).

3.2.3.1 FLT3-ITD

Mutace FIt3-ITD postihuje zhruba 25 % pacienti s AML a jeji vyskyt je zavisly na véku
nemocného. Ve vétsing piipadl se jednd o pacienty starsi 55 let, u mladSich se vyskytuje ziidka.
Je lokalizovana v juxtamembranové doméné a v jejim disledku dochazi k dimerizaci né€kolika
aminokyselin a k aktivaci FIt3 kindzy, aniz by se na né&j navazal ligand. Kindza tak dava

nekontrolovatelné signal k autonomni fosforylaci a aktivaci signalnich drah zavislych na FIt3.
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Pfesny mechanismus, jakym interni tandemova duplikace dava Flt3 kinaze signal k aktivaci,
neni znamy. Juxtamembranova doména funguje fyziologicky jako negativni kontrola a stericky
zabranuje samovolné dimerizaci. Pfedpoklada se, Ze pfitomnost duplikace naruSuje strukturu
juxtamembranové domény, odstraiuje sterickou zabranu a umoziuje interakci dvou Flt3 kinaz

bez extraceluldrniho impulsu.

3.2.3.2 FLT3-TKD

Tato méné Casta bodova mutace Flt3 kinazy se vyskytuje asi u 10 % nemocnych. Na rozdil od
FIt3-ITD je prevalence shodnd ve vSech vékovych skupinach. FIt3-TKD je lokalizovana
v tyrozinkindzové domén¢ a zpiisobuje zdménu jedné aminokyseliny (typicky tyrosin nebo
histidin za aspartat) vedouci ke ztrat€ autoinhibi¢niho mechanismu. Tento proces vede
k samovolné fosforylaci tyrosinu a stejné jako FIt3-ITD k nekontrolovatelné aktivaci FIt3

kinazy nezavislé na interakci s ligandem (Meshinchi a Appelbaum 2009).

3.2.4 Soucasné FIt3 inhibitory v terapii AML

Inhibitory FIt3 kinaz se déli do dvou generaci. Mezi 1é¢iva prvni generace fadime tandutinib,
sunitinib, midostaurin, lestaurtinib a sorafenib. Jedna se o neselektivni multikinazové
inhibitory. Tyto latky byly zkoumany v ramci klinického hodnoceni jako monoterapie AML.
Vysledkem jejich plsobeni sice byla redukce mnoZstvi blastli v periferni krvi, ale jejich
ucinnost byla vyhodnocena jako nedostatecnd. Midostaurin, lestaurtinib a sorafenib byly
nasledn¢ hodnoceny v kombinacni terapii se standardni chemoterapii, kde se prokazala
vyznamna u¢innost midostaurinu. Léciva druhé generace jsou selektivnimi a vysoce uéinnymi

inhibitory FIt3 a fadime sem gilteritinib a quizartinib (Zhao ef al. 2021).

Mezi soucasné pouzivané inhibitory schvalené FDA a EMA patii midostaurin, gilteritinib a
quizartinib.

Prvni pouzivanou molekulou v rdmci cilené terapie AML je midostaurin. Piivodné byl vyvinuty
pro 1é¢bu solidnich nadori jako inhibitor proteinkindzy C. Midostaurin je Gi€inny na oba typy
mutaci FIt3 a zlepsuje celkové preziti pacientil. Jeho indikaci je nové diagnostikovana AML
s pfitomnou mutaci FIt3 v kombinaci sindukéni a konsolidac¢ni terapii. Po dokonceni

standardni chemoterapie Ize pii dobré odpovédi na 1é€bu midostaurin podéavat jako udrzovaci
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terapii samostatng, avSak s nejasnym efektem. V Evropské unii se jednad o orphan drug, tedy

1é¢ivo vyvinuté pro terapii vzacného onemocnéni (FDA 2017, EMA 2023).

Gilteritinib je vysoce selektivni a u€inny inhibitor FIt3 indikovany v monoterapii u pacientti s r
elabujici/refrakterni AML. Stejn¢ jako midostaurin je gilteritinib v EU orphan drug.
V porovnani se standardni chemoterapii vedlo podéavani gilteritinibu ke kompletni remisi u
vétSitho mnoZstvi pacientll. VEtSi benefit z terapie maji pacienti, ktefi v minulosti uzivali jiny

inhibitor FIt3 kinazy (FDA 2018, EMA 2023).

Z druhé generace najdeme v terapii také nové schvaleny quizartinib. Jedna se opét o vysoce
selektivni inhibitor u¢inny proti mutaci Flt3-ITD, avSak ne proti FIt3-TKD. Je indikovan u
pacientll s nov¢ diagnostikovanou AML s FIt3-ITD v kombinacni terapii s antracyklinem a
cytarabinem v induk¢éni fazi a se samotnym cytarabinem ve fazi konsolida¢ni. Nasledné je

mozné ho podavat samostatné€ jako udrzovaci terapii (FDA 2023, EMA 2023).
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4 CILPRACE

Cilem této experimentalni diplomové prace bylo studium antiprolifera¢niho u¢inku nové
syntetizovaného FIt3 inhibitoru K1872 na leukemické bunky. Testovany inhibitor K1872 na
bazi azaindolu je strukturné zcela odlisny od soucasné pouzivanych FIt3 inhibitorti. Abychom
se priblizili heterogenité onemocnéni, provadéli jsme pokusy na tiech liniich akutni myeloidni
leukemie s exprimovanou, ale rizné mutovanou FIt3 kindazou (THP-1, MOLM-13 a MV-4-11).
Na bunééném modelu jsme riznymi metodikami hodnotili inhibici proliferace, indukci
apoptozy a zmeény v expresi vybranych proteinli. Uvedena prace a vysledky jsou soucasti
spolecného projektu FaF, LFHK a FNHK, jehoz naplni je praveé syntéza a testovani novych FIt3

inhibitort.
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S METODIKA

5.1 Kultivace bunék

Vliv inhibitoru FIt3 kindzy na buniky akutni myeloidni leukemie in vitro jsme zkoumali na tfech
bunéénych liniich — THP-1, MOLM-13 a MV-4-11. Jednalo se o suspenzni buné¢né kultury
kultivované v lahvickach TPP v inkubatoru pii 37 °C, tedy teploté blizké télesné teploté
lidského téla. Kudrzeni pH, a aby prostfedi odpovidalo extracelularni tekutingé, byl
v inkubatoru obsazen oxid uhli¢ity ve zvysSené koncentraci 5 %. Dalsi podminkou kultivace

bunck bylo udrZeni relativni vlhkosti mezi 90-95 %.

Aby buriky proliferovaly, bylo nutné je uchovavat v kultivaénim médiu (KM) napodobujicim
extracelularni tekutinu. Bunécné linie THP-1 a MOLM-13 se uchovavaly v RPMI-1640 médiu
s 10 % FBS, 2 mM L-glutaminem a 1 % roztokem penicilinu a streptomycinu. Linie MV-4-11
v Iscove’s Modified Dulbecco’s médiu s 10 % FBS, 2mM L-glutaminem a 1 % roztokem
penicilinu a streptomycinu. Pro zaru¢eni optimalniho rtistu byly linie pravidelné pasaZzovany a

kontrolovana jejich viabilita. Pouzivaly jsme linie z maximaln¢ 20. pasaze.

THP-1 je monocytarni bunécné linie izolovana z periferni krve jednoletého pacienta muzského
pohlavi s akutni myeloidni leukemii. Tato bunétna linie exprimuje nemutovanou wt-FIt3

kinadzu. (ATCC TIB-202 2024)

MOLM-13 je bunécna linie izolovana z periferni krve dvacetiletého pacienta muzského pohlavi
s hyperdiploidni akutni myeoloidni leukémii. Buiky MOLM-13 exprimuji FIt3 kindzu jak
nemutovanou, tak s mutaci F1t3-ITD. (AddexBio Cat #: 0003003 2012)

MV-4-11 tvofi blasty desetilettho pacienta muZzského pohlavi s bifenotypickou B-
myelomonocytickou leukemii. Tyto blasty exprimuji FIt3 kindzu pouze s mutaci FIt3-ITD.

(ATCC CRL-9591 2024)
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5.2 Testované latky

Latka K1872 byla de novo syntetizovana v laboratofich Centra biomedicinského vyzkumu
FNHK skupinou dr. Lukase Goreckého. Zakladem je substituovany azaindol, piesna struktura a
syntéza nemuize byt z divodl patentového fizeni zobrazena. Slouceninu jsme rozpustili ve
100% DMSO na zéasobni roztok o koncentraci 10 mM, ktery jsme v alikvotech uchovéavali
v mrazaku pii -20°C. Jako kontroly jsme v pokusech pouZivali komeréné doddvané chemikalie
— DMSO a staurosporin (zasobni roztok 1 mM). V cas potieby jsme roztoky dle sméSovaci

rovnice nafedili kultivatnim médiem na pracovni roztoky o pozadované koncentraci.

5.3 Stanoveni aktivity kaspaz

5.3.1 Priprava roztoki

Pro stanoveni aktivity kaspaz jsme nejprve zasobni roztok (ZR) K1872 o koncentraci 10 mM
nafedili pomoci KM na 1 mM a z néj dalSim fedénim ptipravili sérii roztokl o koncentracich: 1,
5, 10, 20 a 50 uM. Jako negativni kontrolu jsme pouzili DMSO ve finalni koncentraci 0,1 %,
jako pozitivni kontrolu staurosporin o finalni koncentraci roztoku 1 uM. Kazdy roztok jsme

pripravili v objemu 40 ul (10 ul na jednu jamku, celkem tfi jamky, rezerva) (Tabulka 1).

Tabulka 1 Koncentracni rada roztokii pro ovlivnéni pred stanovenim aktivity kaspdz

romtrola | K1872 | K1872 | K1872 | K1872 | KIS872 | stau
oMo M | SuM | 10uM | 20uM | SOuM | 1 uM
Ki1872 . 0.4 2 4 8 20 i
1 mM [ud]
KM [ud] 99 39,6 38 36 32 20 39,6
DMSO 1 - . - - - -
100 % [ul]
stau - - - - - - 0,4
1 mM [ud]
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5.3.2 Stanoveni aktivity kaspaz

Do bilé 96jamkové desticky s bilym dnem (SPL) jsme nejprve nasadili 10 000 bun¢k v 90 ul
kultivacniho média na jamku a nasledn¢ ptidali 10 ul testovaného roztoku. Blank tvotilo 100
1 kultivaéniho média (KM) bez bunck (Tabulka 2). Buiiky s roztoky jsme inkubovali 24 hodin
pfti teploté 37 °C v inkubatoru.

Tabulka 2 Schéma desticky s ovlivnénymi bunikami pred stanovenim aktivity kaspdz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A || KM | DMSO 1 5 10 20 50 stau KM KM KM
B | KM | DMSO 1 5 10 20 50 stau DMSO | DMSO | DMSO
C| XM | DMSO 1 5 10 20 50 stau 1 1 1
D 5 5 5
E | kKM | DMSO 1 5 10 20 50 stau 10 10 10
F | kKM | DMSO 1 5 10 20 50 stau 20 20 20
G| kM | DMSO 1 5 10 20 50 stau 50 50 50
H stau | stau | stau

cervena — THP-1, modra — MOLM-13, zelena — MV-4-11

Stanoveni aktivity kaspaz jsme provadéli pomoci testovaci soupravy Caspase-Glo 3/7 Assay
(Promega). Metoda je zaloZzend na chemiluminiscenci — jevu, pii kterém dochazi v disledku
chemické reakce k emisi svétla. V tomto ptipadé aktivované kaspéaza §tépi specificky substrat —

luminofor za vzniku luminiskujiciho produktu (Obrazek 10). Mira luminiscence tedy odpovida

aktiviteé kaspazy.
H
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Obrazek 10 Princip chemiluminiscencniho stanoveni aktivity kaspazy 3/7 (Promega)
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Testovaci souprava obsahuje lahvic¢ku s 2,5 ml pufru a lahvicku s lyofilizovanym substratem.

V case potieby jsme do lahvicky se substratem ptenesli 2,5 ml pufru a substrat jsme rozpustili.
Piipravené Cinidlo jsme promichali, 100 ul pfidali do kazdé jamky a po 30 minut dlouhé
inkubaci pii 25 °C jsme v multimodalnim destickovém readeru Tecan Spark proméfili

luminiscenci.

5.4 Mikroskopie bunék

5.4.1 Priprava roztoki

Stejné jako pro stanoveni aktivity kaspaz, i pro pozorovani bunék pod mikroskopem jsme si
pripravili sérii roztokti na ovlivnéni. Zasobni roztok K1872 o koncentraci 10 mM jsme nejprve
nafedili pomoci kultivaéniho média na 1 mM a z né&j dal§im fedénim pfipravili sérii roztokl o
koncentracich: 1, 5, 10, 20 a 50 uM. Jako negativni kontrolu jsme pouzili DMSO ve finalni
koncentraci 0,1%, jako pozitivni kontrolu staurosporin o finalni koncentraci 1 uM. Kazdy

roztok jsme piipravili v objemu 200 ul (Tabulka 3).

Tabulka 3 Koncentracni rada roztokii pro ovlivnéni bunék pred mikroskopii

vontrola | K1872 | K1872 | Ki1872 | K1872 | K1872 | stau
TuM | SuM | 10uM | 20uM | 50 M | 1M
K1872 - | 5 10 20 50 ]
1 mM [u]
KM [ul] 199 199 195 190 180 150 199
DMSO : - - - - _ :
100 % [ud]
stau _ _ ~ _ ] i )
I mM [ud]

5.4.2 Mikroskopie v priichozim svétle

Do 24jamkové pruhledné desticky Nunclon Delta (Nunc) jsme nasadili 150 000 bunék ve 400
ul kultiva¢niho média na jamku. Na kazdou linii bylo potfeba 7 jamek (Tabulka 4) a suspenzi
bunék jsme piipravili v nadbytku (10 jamek) o celkovém objemu KM 4000 ul. Ke 400 ul

bunécné suspenze jsme piidali 100 ul ptislusného testovaného roztoku. Po 24hodinové inkubaci
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jsme bunky pozorovali a vyfotili mikroskopem Nikon TMS v prochéazejicim svétle pii zvétSeni

100x.

Tabulka 4 Schema desticky s ovlivnénymi buitkami na foceni pod mikroskopem

1 2 3 4 5 6
A DMSO 1 5 10 20 50
B DMSO 1 5 10 20 50
C DMSO ] 5 10 20 50
D stau_THP-1 stau MOLM-13 | stau MV-4-11

cervenda — THP-1, modra — MOLM-13, zelena — MV-4-11

5.4.3 Fluorescenéni znaceni jader

Po vyfoceni v prichozim svétle jsme do kazdé jamky kultivaéni desky pridali 1 kapku
fluorescencniho barviva NucBlue™ Live ReadyProbes™ Reagent (Invitrogen), a bunky
inkubovali 20 minut chranéné pied svétlem. Pouzité barvivo Hoechst 33342 prochéazi bunécnou
membranou, vaze se na DNA v jadie a po ozafeni svétlem o vlnové délce 360 nm emituje modré
svétlo o vinové délce 460 nm.

Po inkubaci jsme z kazdé jamky odebrali 200 ul bunééné suspenze do 96jamkové Cerné
desti¢ky s prihlednym dnem (Greiner). Desti¢ku jsme nasledné stocili (4 minuty pii 20 °C a
1500 otackach), aby bunky ze suspenze prisedly na dno a bylo mozné je vyfotit pomoci
zobrazovaciho zafizeni ImageXpress Micro XLS (Molecular Devices) ptes DAPI filtr pfi

zvétSeni 40x.

5.5 Stanoveni zmén v proteinové expresi pomoci SDS-PAGE

5.5.1 Priprava roztoku

Zasobni roztok K1872 o koncentraci 10 mM jsme stejné jako u piedchozich pokust nejprve
natedili pomoci kultivacniho média na 1 mM a z néj dalSim fedénim pftipravili roztoky o

koncentracich 1 a 10 uM. Jako negativni kontrolu jsme pouzili suspenzi bunck v KM, jako
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pozitivni kontrolu staurosporin o findlni koncentraci 1 uM a gilteritinib o koncentraci 1 nM.

Kazdy roztok jsme pfipravili v objemu 2 ml. (Tabulka 5)

Tabulka 5 Koncentracni rada roztokii pro ovlivneni bunék pred stanovenim proteinti

K1872 K1872 stau gilt
1 uM 10 uM 1 uM 1 nM
Ki872 10 100 - -
I mM [ul]
KM [ul] 1 990 1900 1 990 1990
stau _ - 10 -
I mM [ul]
gilt - - - 10
I uM [d]

5.5.2 Lyza bunék a stanoveni celkové bilkoviny

Pro bunécnou lyzu a nésledné stanoveni proteinové exprese pomoci elektroforézy jsme do
kultivaéni lahvic¢ky o ploSe dna 25 ¢cm?(TPP) nasadili 3 miliony bunék ve 4 ml KM a nésledné

pridali 1 ml pfipraveného vzorku. Celkem se pro pokus pouzilo na kazdou ze tii bunéénych linii

pet lahvicek:
THP-1 MOLM-13 MV-4-11
1 kontrola kontrola 1 kontrola
2 K1872 1 uM K1872 1 uM 2 K1872 1 uM
3 K1872 10 uM K1872 10 uM 3 K1872 10 uM
4 || staurosporin 1 uM staurosporin 1 uM 4 staurosporin 1 uM
5 gilteritinib 1 nM gilteritinib 1 nM 5 gilteritinib 1 nM




Za 24 hodin od ovlivnéni jsme butiky z kultivaéni lahvicky pfenesli do 25 ml zkumavky a stocili
(10 minut pii +4 °C a 1300 otackach, Rotina 420R). Po centrifugaci jsme slili kultiva¢ni
médium a sediment proplachli PBS pufrem s 1 mM orthovanadi¢énanem sodnym a znovu za
stejnych podminek stocili. Supernatant jsme zlikvidovali a k suchému sedimentu ptidali 0,3 ml
lyzovaciho pufru (Cell Signaling Technology) s inhibitory proteaz a fosfatdz (Roche). Ty, stejné
jako orthovanadi¢nan sodny, brani degradaci proteinti, aby vysledky elektroforézy odrazely
proteiny obsazené v buiikach pted jejich lyzou. Ze stejného diivodu se cely proces 1yzy provadél
v chladu a mezi jednotlivymi kroky se zkumavky ukladaly do ledu. Vzorky s lyzovacim pufrem
jsme diikladné promichali a nechali inkubovat na ledu 30 minut, béhem kterych jsme je kazdych
5 minut pritbézn¢ michali pro efektivni Iyzu bunék. Po skonceni inkubace jsme roztoky pipetou
resuspendovali, pfenesli do eppendorf zkumavky, stocili (30 minut pti +4 °C a 14000 otackach,
Eppendorf 5424R) a nasledn¢ supernatant, obsahujici bunécné lyzaty, ptelili do kryozkumavek

a zamrazili v -70 °C.

Lyza bunék slouzila jako mezikrok mezi ovlivnénim buné¢k zkoumanym inhibitorem a
stanovenim proteinové exprese pomoci elektroforézy. Cilem bylo uvolnit proteiny obsazené v
bunécném jadie, cytosolu a v dalSich bunéénych organelach do roztoku, ktery se dale

analyzoval.

V bunéénych lyzatech bylo nutné pted elektroforetickou separaci stanovit mnozstvi obsazenych
proteinti za vyuziti BCA zkousky (metoda s kyselinou bicinchoninovou, BCA Protein Assay
Kit, Milipore) zalozené na vazbé médnatych proteinli na peptidovou vazbu. ZkouSku jsme
provadéli v 96jamkové pruhledné desticce (TPP) (Tabulka 7 a Obrazek 11), do které jsme
nanesli destilovanou vodu jako blank, koncentra¢ni fadu standardd (Protein Standard, Sigma-
Aldrich) (Tabulka 6), zlyzované a desetkrat nafedéné vzorky v tripletu. Do kazdé jamky jsme
pridali 200 ul pracovniho roztoku (WS) obsahujici roztok siranu méd’natého a roztok kyseliny

bicinchoninové v poméru 1:50.
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Tabulka 6 Koncentracni rada standardii s proteiny

protein standard [ul ] destilovand voda [ul ] WS [ul]
S1 0 10 200
S2 2 8 200
S3 4 6 200
S4 6 4 200
S5 8 2 200
S6 10 0 200

Tabulka 7 Schéma desticky se vzorky a standardy pro stanoveni bilkoviny (1-15 vzorky, S1-S6
standardy)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

H,O 9 9 9 10 10 10 11 11 11 | H,O | H,O

HO | 12 12 12 13 13 13 14 14 14 | Hb,O | H,O

4 | H,O | H,O | H,O | H,O | H,O | H,O | H,O | H,O | H,O | H,O | H,O | H,O
B | H,O | S1 S2 S3 S4 S5 S6 1 1 1 15 | H,O
C | HO | S2 S2 S3 S4 S5 S6 2 2 2 15 | H,O
D | H,O 3 3 3 4 4 4 5 5 5 15 | H,O
E | H,O 6 6 6 7 7 7 8 8 8 H,O | H,O
F
G
H

H,O | H,O | H,O |H,O |HO |HO |HO |HO |HO | HO | H,O | H,O

Desticku jsme 30 minut inkubovali pii 37 °C a poté proméfili absorbanci pfi 562 nm.
Z vyslednych hodnot jsme vytvoftili kalibra¢ni kivku, ze které se odecetla koncentrace proteinti
v ug/ul pro jednotlivé vzorky (Obrazek 12). Cilem méteni bylo urcit objem, ktery je potieba
nanést na gel, aby bylo ve vSech analyzovanych vzorcich v pribc¢hu elektroforézy stejné

mnozstvi proteinti 20 ug.
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Obrazek 11 Stanoveni proteinu, pripravené vzorky pred inkubaci (nahore) a vzorky po

absorbance
‘D ‘O ‘D ‘O ‘D ‘D ‘Q
= [ ¥ [¥5) -9 u [2)] -

[=]

inkubaci (dole)

Kalibra¢ni krivka standardt

S
& y=0,0543x+0,0957
= R? = 0,995
4 6 8 10 12

koncentrace [pg/pl]

Obrazek 12 Kalibracni kirivka pro vypocet obsahu proteinu ve vzorku
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5.5.3 Stanoveni proteini

Pro separaci a naslednou imunodetekci proteinti pritomnych v bunice jsme vyuzili gelovou
elektroforézu (SDS PAGE) a western blot v zatfizeni Mini-PROTEAN Tetra Cell, BioRad.
Stanoveni jsme provadéli u nasledujicich proteinii: Akt, pAkt, Erk, pErk, Bcl-2, aktin.

Pro separaci proteini jsme si piipravili rozdélovaci gely s 12% obsahem akrylamidu. Dle
rozpisu jsme smichali destilovanou vodu, rozdélovaci pufr o koncentraci 1,5M TRIS-HCI a pH
8,8, roztok akrylamidu, dodecylsiranu sodného, amonium persulfaitu (APS) a
tetramethylethylendiaminu (TEMED). Hotovy roztok se pipetou nalil do skel umisténych ve
stojancich a prevrstvil se 650 ul sekundarniho butanolu.

Po zpolymerovani roztoku pisobenim polymeracnich ¢inidel APS a TEMED jsme si piipravili
zaostfovaci gel se 4% obsahem akrylamidu. Pouzit¢ komponenty byly stejné jako v ptipade
rozdelovaciho gelu, jen pufr jsme pouzili 0,5 mM TRIS-HCI o pH 6,8. Butanol jsme ze skel

vymyli, nalili zaostfovaci gel a vlozili 10jamkovy hiebinek pro vytvoreni nanasecich jamek.

Kazdy pfipraveny lyzat jsme smichali v poméru 1:2 se vzorkovym pufrem obsahujicim
-merkaptoethanol a bromfenolovou modf. f-merkaptoethanol rozrusil disulfidické mustky
ve struktufe proteinu a doSlo tak k denaturaci. Pfipravené vzorky se nechali 5 minut
v termobloku pfi 95 °C, promichali se a kratce se stocili na centrifuze.

Sestavili jsme zafizeni pro elektroforézu Protean a zleva jsme postupné nanesly do jamek v gelu
vzorky. Zacalo se kontrolou a do posledni jamky vpravo se nanesl marker molekulové
hmotnosti (Kaleidoskop Prestained Protein Standards, BioRad). Do kazdé jamky se nanasel
objem vzorku, ktery odpovidal 20 mikrogramim celkové bilkoviny, tak jak bylo stanoveno
pomoci BCA zkousky.

Po naneseni vSech vzorki se do komory a vnéj$iho prostoru zatizeni nalil Running pufr, Protean
se priklopil, zapojil do zdroje a spustila se elektroforéza s nastavenym napétim 200 V a
proudem 0,24 A trvajici 50 minut za chladu.

Mezitim jsme pfipravili a aktivovali Immun-Blot® PVDF (polyvinyliden difluorid) membrany
(BioRad). Na membrany se vyznacilo ¢islo pokusu, datum a ¢islo membrany. Po oznaceni jsme
membrany 1 minutu aktivovali ve 100% methanolu a pak tfikrat promyvali v transfer pufru
s 20% obsahem methanolu.

Béhem elektroforézy doslo k separaci proteinti na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Malé

proteiny se akrylamidovym gelem pohybovaly rychleji, velké pomaleji. Proteiny se nésledné
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béhem western blotu ptenesly ze struktury gelu na povrch membrany. Na western blot se
sestavily blotovaci kazety, do kterych se vlozila vycpavka, filtracni papir, gel a na ngj se
polozila ptislusnd membrana. Kazety se zasunuly do stojantl, které se pripojily ke zdroji.

Nastavilo se napéti 100 V, proud 0,35 A a gely se nechaly blotovat za chladu 120 minut.

Membrany s proteiny se po western blotu (Obrazek 13) blokovaly v 10 % mléce smichaném s
TBS-Tween 0,1 % pufrem, aby se primarni protilatka nenavazala na nespecificka mista, ale
pouze na detekované proteiny.

Primarni protilatky proti stanovovanym proteiniim se smichali s 5 % mlékem nebo 5 % BSA
v TBS-Tween 0,1 % pufru v eppendorf zkumavce ve stanoveném poméru. Akt (CST #9272, 1:1
000), pAkt (CST #2965, 1:1 000), ERK (CST #4695 1:1 000), pERK (CST #4376, 1:1 000),
Bcl-2 (CST #15071 1:500) actin (SigmaAldrich #A5312 1:20 000).

Membrany jsme vloZzili po jedné do kapsicek pfipravenych z parafilmu, pfidali jsme na 1
membranu 1 ml roztoku s primarni protilatkou a zatavené kapsicky se pies noc nechaly tiepat za
chladu pti 4 °C.

Po hodinovém promyti (TBS-Tween a TBS) se membrany 1 hodinu inkubovaly pfi pokojové
teploté se sekundarni protilatkou (DAKO). Ta se pouzila podle primarni bud’ anti-my$i nebo
anti-kralici v daném poméru (1:1 000) v 5 % mléce v TBS-Tween 0,05 % pufru. Po inkubaci se

sekundarni protilatkou jsme membrany opét 1 hodinu promyvali.

General Workflow of a Western Blot

=g="
Protein —i Immunostaining
Electrophoresis
£

Protein Extraction
Blot Transfer

Proteins on the g

Obrazek 13 Metoda western blotting (Biocompare)

Pouzité sekundarni protilatky byly konjugované s kifenovou peroxidazou (HRP), proto byl pro

vizualizaci proteinli zdjmu pouzity systém chemiluminiscencni detekce. V €as potieby jsme si
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ptipravili ECL roztok (Roche) smichdnim sloZek v poméru 1:100, v celkovém objemu 1 ml na
membranu. Po jednominutové inkubaci byl chemiluminiscen¢ni signal po dobu 20 minut
zaznamenavan na ECL kameru (Syngene). Kazdd z membran byla poté znovu inkubovana
s primarni protiladtkou proti B-aktinu. Tento protein slouzil jako potvrzeni shodné nanasky do
jamek gelu. Pro zhodnoceni zmén v proteinové expresi se ptipravili 3 nezavislé lyzaty pro

kazdy vzorek a provedla se alespon tfi elektroforeticka stanoveni.

5.6 Statistické vyhodnoceni dat

Vsechny pokusy byly provadény alespon ve tiech nezavislych opakovanich.

5.6.1 Stanoveni kaspaz

Ze tii jamek obsahujicich stejnou koncentraci testované¢ho inhibitoru jsme vypocitali pramér,
od kterého jsme odecetli primérnou hodnotu blanku. Vysledna hodnota se pievedla na procenta
vztazena k negativni kontrole, ktera byla nastavena jako 100 %. Timto zpisobem jsme ze tii
nezavislych opakovani ziskali tfi hodnoty, z nich vypocitali primér a smérodatnou odchylku.
Statistickou analyzu jsme provadéli pomoci dvouvybérového neparového t-testu s hladinou

vyznamnosti p < 0,05 v aplikaci Microsoft Excel.

5.6.2 Mikroskopie

Z kazdé jamky jsme nasnimali 3 zornd pole v pfipadé mikroskopie v prichozim svétle, resp. 8
poli v pfipadné fluorescencni mikroskopie. Reprezentativni vyfezy jsme pouzili pro tvorbu

kolazi pomoci ImageJ (NIH).

5.6.3 Stanoveni proteinové exprese

Pro stanoveni zmén v proteinové expresi jsme nejprve piipravili biologické triplikaty, tii
kompletni sady lyzati, které jsme ziskali opakovanim experimentu na buiikach. Z lyzatl jsme
potom provadéli elektroforézu a western blotting tak, abychom pro kazdy protein méli alespon
tfi stanoveni. Piedkladané obrazky piedstavuji reprezentativni blotty z vySe uvedenych

stanoveni.
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6 VYSLEDKY

6.1 Aktivita kaspaz

Cilem méfteni aktivity efektorovych kaspaz 3 a 7 bylo stanovit, do jaké miry podléhaji
leukemické bunécné linie THP-1, MOLM-13 a MV-4-11 apoptdze po pusobeni FIt3 inhibitoru
K1872.

Bunky byly 24 hodin inkubovény s latkou K1872 v koncentraci 1, 5, 10, 20 a 50 uM. Jako
negativni kontrolu jsme pouzili DMSO, které v pouzité koncentraci 0,1 % bunécnou proliferaci
neovliviiyje. Tato negativni kontrola odpovidala 100 % aktivité kaspaz. Jako pozitivni kontrolu
jsme pouzili staurosporin, znamy induktor apoptdzy, v koncentraci 1 uM. Na zavér inkubace
jsme prom¢fili luminiscenci §tépného produktu, ktery vznika v pfitomnosti aktivnich kaspdz 3 a
7. Provadéli jsme tfi na sobé nezavisld opakovéani. Luminiscence métend piistrojem Tecan
Spark je metoda ovlivnitelnd vnéj$Simi podminkami, proto se mohly hodnoty mezi jednotlivymi
opakovanimi mirné liSit. Stanovovanou miru apoptdzy bunék jsme proto vyjadfili percentudlné.
Pokud hodnoty piekrocily 100 %, dochazelo ke zvyseni aktivaci kaspéaz a k indukci apoptozy.

Obecné u vSech tfi zkoumanych bunécnych linii dochazi se stoupajici koncentraci inhibitoru
K1872 k aktivaci kaspaz 3 a 7 a bunky podléhaji apoptdze. V ¢em se jednotlivé linie lisi, je
dynamika procesu a mira aktivity kaspaz.

U bun¢k THP-1 s funkéni kindzou FIt3 bez mutace dochazi k aktivaci kaspaz az pii plisobeni
nejvyssi zkoumané koncentrace (50 pM). V nizSich koncentracich se aktivita sledovanych
kaspaz oproti kontrolnim buiitkdm nezvysuje, naopak pozorujeme mirny pokles. Ten mize byt
zpisobeny inhibici proliferace a tim paddem nizSim poctem bunék pfitomnych ve vzorku.
Zvyseni aktivity sledovanych kaspaz po 50 uM koncentraci je vyrazné signifikantni (Tabulka 8
a Obrazek 14).

Tabulka 8 Aktivita kaspaz u linie THP-1

Ki1872 K1872 K1872 K1872 K1872 stau

% DMSO 1 uM SuM 10 uM 20 uM 50 uM 1 uM
1.opakovani 100 86 80 78 94 423 487
2.opakovani 100 94 86 109 130 378 217
3.opakovani 100 83 77 78 93 416 334
priumér 100 88 81 88 106 406 346
sm. odch. 0 6 5 18 21 24 135
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Aktivita kaspaz 3/7 THP-1
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Obrazek 14 Stanoveni aktivity kaspaz 3 a 7 po 24hodinovém piisobeni inhibitoru K1872 u
bunek THP-1. Statisticka analyza provadena pomoci dvouvyberového neparového t-testu a
*
‘v < 0,05.

Bunécéna linie MOLM-13 nesouci FIt3-ITD mutaci kinazy podléha apoptoze po ovlivnéni jiz
nizkymi koncentracemi inhibitoru. U koncentrace 1 uM je vzestup pouze mirny, ale s rostouct
koncentraci K1872 roste 1 aktivita kaspaz a u vSech vyssich koncentraci (5, 10, 20 a 50 uM) se

jedna o signifikantni nartist aktivity (Tabulka 9 a Obrazek 15).

Tabulka 9 Aktivita kaspaz u linie MOLM-13

K1872 K1872 Ki1872 Ki1872 Ki1872 stau

% DMSO 1 uM 5 uM 10 uM 20 uM 50 uM 1 uM
1.opakovani 100 113 250 344 156 403 277
2.opakovani 100 114 196 215 262 260 146
3.opakovani 100 152 253 290 318 271 249
prumér 100 126 233 283 245 311 224
sm. odch. 0 22 32 65 82 80 69
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Aktivita kaspaz 3/7 MOLM-13
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Obrazek 15 Stanoveni aktivity kaspaz 3 a 7 po 24hodinovém piisobeni inhibitoru K1872 u
bunék MOLM-13. Statisticka analyza provadena pomoci dvouvybérového neparového t-testu
a *p <0,05.

Mutaci FIt3-ITD nesou stejné tak bunky MV-4-11, u kterych dochézi podobné jako u

MOLM-13 k aktivaci kaspaz jiz po plisobeni koncentrace 1 pM s tim rozdilem, Ze je narist

Cvwr

kaspaz jiz dale vyznamné nezvySuje. Po ovlivnéni nejvyssi koncentraci 50 uM je hodnota

luminiscen¢niho signalu podobna hodnoté u 1 uM koncentrace (Tabulka 10 a Obrazek 16).

Tabulka 10 Aktivita kaspaz u linie MV-4-11

K1872 K1872 K1872 K1872 K1872
% DMSO 1 uM 5uM 10 uM 20 uM 50uM | stau 1uM
1.opakovani 100 139 213 215 198 203 154
2.opakovani 100 152 170 161 162 152 140
3.opakovani 100 201 198 143 161 138 200
primér 100 164 194 173 174 164 165
sm. odch. 0 33 22 38 21 34 31
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Aktivita kaspaz 3/7 MV-4-11
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Obrazek 16 Stanoveni aktivity kaspaz 3 a 7 po 24hodinovém piisobeni inhibitoru K1872 u
bunek MV-4-11. Statisticka analyza provadéna pomoci dvouvybérového neparového t-testu a
*
‘v < 0,05.

6.2 Mikroskopie bunék

6.2.1 Mikroskopie v priichozim svétle

Pozorovani bun¢k vyfocenych pod mikroskopem odpovidalo trendu pozorovanému po zméieni
aktivity kaspdz pomoci luminiscence. Se stoupajici koncentraci inhibitoru K1872 bylo na
snimcich pofizenych pod mikroskopem vidét, ze bun¢k ubyvalo, ménily tvar, a Ze inhibitor

K 1872 negativné ovliviiuje bunéénou proliferaci (Obrazek 17).

kontrola K1872 1 pM stau

Obrazek 17 Proliferace bunék 24 hodin po ovlivneni inhibitorem K1872 v rostoucich koncentracich
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6.2.2 Fluorescenéni znaceni jader

Na kontrolnich snimcich je jader vice, jsou celistva a velka. S rostouci koncentraci inhibitoru je
u vSech tfi bunéénych linii patrny pokles poctu buné€k a objevuji se viditelnd apoptoticka jadra,
kterd jsou mensi, svrastéla s kondenzovanym chromatinem az rozpadajici se na fragmenty
(Obréazek 18). Trend v navozeni apoptdzy odpovida indukci efektorovych kaspaz. Bunky THP-
1 s wt-F1t3 jsou relativné rezistentni, svrastéla apoptoticka jadra se u nich objevuji az pii pouziti
nejvyssi koncentrace 50 uM. Naopak v piipadé bunék MOLM-13 a MV-4-11 s mutovanou FIt3
kindzou pozorujeme kondenzaci jaderného chromatinu jiz pfi nizSich koncentracich (5 uM),

coz op¢et odpovida aktivité sledovanych kaspaz.

kontrola K1872 1 uM 5 uM 10 uM 20 uM 50 uM stau

THP-1
kontrola K1872 1 uM 5 uM 10 uM 20 uM 50 uM stau
o .-
kontrola K1872 1 uM 5 uM 10 uM 20 uM 50 uM stau
MV-4-11

Obrazek 18 Apoptoticka jadra 24 hodin od ovlivneni Flt3 inhibitorem K1872

6.3 Stanoveni proteint
Cilem stanoveni bylo zjistit, jak se zméni proteinovd exprese v leukemickych buikach

po ovlivnéni zkoumanym FIt3 inhibitorem K1872. Z elektroforeticky stanovovanych proteint

se podarilo ziskat vysledky u Bcl-2, pAkt a pErk.
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Buné¢na linie THP-1 s funkéni Flt3 kindzou po ovlivnéni inhibitorem K 1872 v koncentracich 1
a 10 uM vykazuje zvySenou expresi antiapoptotickych a proliferacnich proteinti Bcl-2, pErk a
pAkt. Bunky tedy ve zvySené miie proliferuji a brani se apoptotickym procestim, coz

v pouzitych koncentracich odpovida vysledkiim aktivace kaspaz.

Buky MOLM-13 a MV-4-11, které nesou mutaci kinazy Flt3, vykazuji podobny trend u vSech
tti zkoumanych proteinti. Exprese proteinu Bcl-2 stejné jako u linie THP-1 roste. Jeho ptisobeni
neni ptimo zavislé na aktivaci Flt3 kinazy a po ovlivnéni inhibitorem K1872 nedochazi k jeho
inhibici. Naopak exprese pAkt a pErk srostouci koncentraci K1872 klesa a dochazi ke

zpomaleni proliferace leukemickych bunék (Obrazek 19).

THP-1 MOLM-13 MV-4-11
K1872 K1872 K1872
K 1pM10puM K 1uM10 uM K 1uM10puM
Bcl-2 Y o — - e SN
Q.'E,[JS. — — — - ; -
QVAWISJ; — e G - - -
B-actin -— e = e = amn =

Obrazek 19 Exprese proteinii Bel-2, pErk a pAkt u bunécnych linii THP-1, MOLM-13 a MV-
4-11 po pitsobeni inhibitoru K1872
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7 DISKUZE

Agresivita a genetickd heterogenita nemoci, toxicita chemoterapie, nizka doba pfeziti a vysoké
riziko relapsu byly impulsem pro vyvoj nové, cilené terapie. Mutovana Flt3 kinéaza je nejCasté;si
genetickou aberaci u pacientti s AML a objeveni prvnich inhibitorti mélo zasadni vliv na rozvoj
terapie AML. Cilena terapie, pokud je sou¢asti kombinované 1écby, snizuje riziko nezadoucich
ucinki cytotoxickych 1é¢iv a fesi nemoznost pouZiti intenzivni chemoterapie u vétsiny pacientli
starSich 60-65 let. Inhibice F1t3 kindzy exprimované ve zvySené mife na leukemickych blastech
a vyskyt mutaci ma vyznam z hlediska snizeni rizika relapsu a zlepSeni prognozy nemocnych.
Cilem vyzkumu je nalezeni latek, které po vazbé na FIt3 kindzu zabrani samovolné
nekontrolovatelné aktivaci a nasledné zpomali proliferaci a navodi apoptézu leukemickych

bunék.

Vliv zkoumaného FIt3 inhibitoru K1872 na proliferaci byl hodnocen na leukemickych buiikach
exprimujicich FIt3 kindzu s pfitomnou mutaci (MOLM-13 a MV-4-11) a na buiikach s FIt3 bez
mutace (THP-1) v koncentracich 1 — 50 uM. U bunék s FIt3-ITD mutaci bylo zfejmé vyznamné
navozeni apoptdzy jiz v nizkych koncentracich inhibitoru, naopak u bun¢k s funkéni FIt3
kin4dzou k ni dochazi az v nejvyssi pouzité koncentraci. Podobny jev byl pozorovan u prvniho
v praxi pouzivané¢ho inhibitoru midostaurinu (PKC412, CGP41251), ktery byl zkouman
nejprve na bunééné linii Ba/F3 (interleukin-3 dependent murine pro-B cells) s F1t3-1ITD mutaci.
Ke stanoveni vlivu midostaurinu na inhibici proliferace byla vyuzita fluorescen¢ni metoda
(Annexin V) a nasledné pratokova cytometrie, kterd detekovala indukci apoptdzy. Po
pouzitych koncentraci k indukci apoptdzy a pocet bunck se s rostouci koncentraci blizil nule.
Stejné tak byl midostaurin zkouméan u bun¢k Ba/F3 bez FIt3-ITD, kde k vyznamné inhibici
proliferace dochéazelo az u koncentrace 0,5 uM (Weisberg et al. 2002). Uinnost u bunék
s ptitomnou mutaci FIt3 byla az desetkrat vyssi (Pratz et al. 2010). Béhem dalSich provadénych
studii byl midostaurin zkouman pomoci fluorescen¢nich metod na bunéénych liniich MV-4-11
a MOLM-13, u kterych doslo po jeho plisobeni v nanomolarnich koncentracich k inhibici

proliferace (EMA 2017).

Vysledky hodnoceni exprese proteinti pErk a pAkt se stejné jako mira navozené apoptozy lisily

u linie THP-1 bez Fl1t3 mutace a u linii MOLM-13 a MV-4-11 s FIt3-ITD mutaci. U bunék THP-
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1 byly tyto proteiny po plisobeni K1872 exprimovany ve zvysSené mite. U linii MOLM-13 a
MV-4-11 se po inhibici FIt3 kindzy inhibitorem K1872 exprese proteinti pErk a pAkt snizila a
v disledku inhibice proprolifera¢nich drah doslo ke zpomaleni ristu bunééné populace. Protein
Bcl-2 byl u vsech tfi linii po plisobeni inhibitoru exprimovan ve zvysené mife.
Stejnou metodou, ktera byla pouzita v této diplomové praci, byl zkouman vliv midostaurinu na
zménu proteinové exprese u linie Ba/F3 s mutovanou Flt3 kindzou. V koncentracich nizsich nez
1 uM inhiboval midostaurin v buiikach s FIt3-ITD mutaci fosforylaci proteinu Erk. (Barry et al.
2007) Naopak na expresi proteinu Bcl-2 nemél midostaurin u Ba/F3 Flt3-ITD pozitivnich
bun¢k vyznamny vliv (Weisberg et al. 2007). Exprese proteinu pAkt po inkubaci
s midostaurinem byla zkouména u leukemické bunécéné linie MOLM-14 s Flt3-ITD mutaci.

Stejné jako pErk, byl pAkt exprimovan na bunikdch ve snizené miie (Weisberg et al. 2013).

Vysledky zkoumani béhem vypracovavani této diplomové prace vykazuji stejny trend jako
vysledky ziskané béhem preklinického hodnoceni registrovaného FIt3 inhibitoru midostaurinu.
Midostaurin je jako inhibitor prvni generace uc¢inny kromé Flt3 kindzy na nékolik dalSich kinaz
(PDGFR, KIT, SRC). To je z hlediska rizika vedlejSich u¢inkli nezddouci a v soucCasnosti

vyzkum cili ptedevsim na selektivitu inhibitorti (Daver et al. 2021).

Inhibitor K1872 byl hodnocen na bunécnych liniich, které vykazuji pouze mutaci Flt3-ITD
(MOLM-13, MV-4-11). Pro zjisténi vlivu K1872 na mutaci FIt3-TKD a jeji podtypy je nutny

dalsi vyzkum na jinych leukemickych bunéénych liniich.

Problémem u FIt3 inhibitort testovanych v minulych letech je objevujici se primarni ¢i
sekundarni rezistence buné¢k AML. Béhem klinickych studii, kdy byly F1t3 inhibitory podavany
pacientim s AML jako monoterapie, nebyl prokazéan jejich dlouhotrvajici G¢inek na sniZeni
proliferace leukemickych blastii, ackoli béhem jejich testovani na bunéénych kulturdch
vykazovaly silny proapoptoticky efekt. Objeveni resistence k 1é€bé bylo impulsem pro
preklinické a klinické hodnoceni citlivosti F1t3 inhibitorti k FIt3 kindze s pfitomnou mutaci. V
soucasnosti je znamo nékolik mechanism, kterymi dochazi ke vzniku rezistence. Pfi klinickém
testovani novych inhibitorti je nutné zejména v piipadé selhani terapie, i pres ziskani slibnych
vysledki z preklinického hodnoceni, vyhodnotit moZnosti vzniku rezistence zndmymi
mechanismy a na zakladé vysledki optimalizovat terapii (Daver et al. 2021). Pochopeni
mechanismu rezistence bylo déle klicové pravé pro stanoveni krokt, které by mély vést

k redukci ¢i odstranéni rezistence. Jednou ze strategii, jak ptfedchazet rezistenci k FIt3
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inhibitorim, je jejich kombinace s cytotoxickymi 1é€ivy, nebo kombinace s 1é€ivy cilicimi na
jiné molekuly ¢i signalni drahy v leukemickych blastech (inhibitory mTOR, Bcl-2, HSP90)
(Zhou a Chng 2018).
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8 ZAVER

Predmétem vyzkumu novych latek vyuzitelnych v terapii akutni myeloidni leukemie jsou
v poslednich letech zejména molekuly cilici na konkrétni struktury typické pro nadoroveé
transformované buiiky. Cilend terapie nejen ze zvySuje ucinnost 1écby, prodluzuje dobu preziti
pacientt a snizuje riziko relapsu, ale také snizuje ¢etnost nezadoucich U€inkt vyplyvajicich z cy

totoxického plisobeni 1éCiv na zdravé buiiky organismu.

F1t3 kindza, jejiz mutace patii mezi nejcastejsi genetické odchylky vedouci k rozvoji nemoci, se
stala atraktivnim terapeutickym cilem. Toto tvrzeni potvrzuje narlstajici vyzkum novych Flt3
inhibitord a klinické pouziti prvnich latek u pacientd s diagnézou AML s pfitomnou FIt3

mutaci, jeZ vedlo k jejich schvaleni regulacnimi autoritami.

Novy FIt3 inhibitor K1872 syntetizovany v laboratofich Centra biomedicinského vyzkumu
FNHK zkoumany metodami uvedenymi v této diplomové praci vykazuje vliv na zpomaleni
proliferace bunécnych linii AML a z vysledkll zkouméani vyplyva vyrazny proapoptoticky vliv
inhibitoru zejména na leukemické buiky exprimujici F1t3 kinazu s piitomnou FIt3-ITD mutaci.
Rozdil v antiproliferaénim a antiapoptotickém ucinku na linii THP-1 s nemutovanou FIt3
kindzou a na linie MOLM-13 a MV-4-11 s mutaci FIt3-ITD spociva v rozdilné efektivni
koncentraci a je patrny ze vSech provadénych pokusii. Zpomaleni proliferace obou mutovanych
leukemickych linii zjevné souvisi se snizenou expresi proteini pErk a pAkt pozorovanou po
expozici K1872. Tento novy FLT3 inhibitor tak mize byt povaZzovan za potencialni 1é¢ivo
v terapii AML a je vhodnym kandidatem pro dal$i zkoumani protinddorové aktivity in vitro a

nasledné€ in vivo.
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