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Abstrakt

Akutni myeloidni leukemie je stale Cast&ji se vyskytujicim onemocnénim. Jednou z jeho
pricin je vznik mutace v transmembranovém receptoru FLT3. FLT3 je tyrozinkinasovym
receptorem, ktery je po navazani ligandu fosforylovan a nésledné aktivuje proteiny
podiizenych signalnich drah, ¢imz reguluje bunécnou proliferaci. Mutaci receptor ziskdva
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a dochazi k propuknuti akutni myeloidni leukemie. Je znamo mnoho FLT3 inhibitord, jejich
pouziti v§ak Casto komplikuje rozvoj bunécné rezistence, takze je potieba hledat stale nové
terapeutické ptistupy.

Analyzou proteini pomoci western blottingu v FLT3-ITD pozitivni bunééné linii
MV4-11 ovlivnéné nové pripravenym FLT3 inhibitorem s oznacenim LGR8498 byla
prokazana blokace FLT3 i FLT3-podfizenych signalnich drah MAPK/ERK a STATS.
Delsim plisobenim latky bylo indukovéano zablokovéani bunééného cyklu v G1 fazi. Latka
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pozitivnim bunikam. Latka LGR8498 rovnéz aktivuje kaspasovou drahu a vykazuje mirny
proapoptoticky ucinek na linii MV4-11, v pouzitych koncentracich ale pievazuje jeji
cytostaticky w¢inek. U¢inky LGR8498 jsou srovnatelné s klinicky testovanym FLT3
inhibitorem, quizartinibem, ktery na linii MV4-11 plsobi rovnéZz v nanomolarnim
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CILE PRACE

Teoreticka cast
Vypracovani literarni reserse tykajici se role FLT3 v akutni myeloidni leukémii a shrnuti
dostupnych informaci o inhibici FLT3 jako terapeutickém pfistupu v lécbé tohoto

onemocnéni.

Experimentalni ¢ast

Experimentalni stanoveni biologickych u¢inkii nového kinasového inhibitoru pomoci
vybranych biologickych a biochemickych metod (kultivace nadorovych bunék, studium
exprese vybranych proteinlt pomoci immunoblottingu, analyza bunééného cyklu
pratokovou cytometrii).

Analyza a zpracovani ziskanych dat a jejich zasazeni do kontextu publikovanych dat.



1 UVOD

Maligni onemocnéni jsou celosvétové velmi ¢astou pficinou smrti. V Zebiicku Ceské
republiky jsou dokonce zafazeny na druhém misté, ihned za nemocemi ob&hové soustavy.
(Zemieli podle seznamu piicin smrti, pohlavi a véku v CR, krajich a okresech - 2012—
2021, 2022) Aktualni vyzvou védeckych skupin je proto hledat dlouhodobé G¢inna Ié¢iva
téchto onemocnéni.

Hematoonkologické onemocnéni je rakovinnym onemocnénim, projevujicim
se V kostni dfeni nebo buiikdch imunitniho systému. Existuji tfi typy hematologickych
malignit. Prvnim typem je mnohocetny myelom. Jedna se o malignitu terminalné
diferencovanych plazmatickych bunék primdrn€ lokalizovanych v kostni dfeni,
V pozdéj$im stadiu pak i1 v periferni krvi. Druhym typem jsou lymfomy, malignity
B - lymfocytl ¢i T - lymfocytd bézné se nachazejicich v riiznych stupnich vyvoje.
Posledni z typti jsou leukemie. Jde o skupinu dosti odliSnych onemocnéni, jejichz
spoleénymi znaky jsou pfitomnost vysokého poctu bunéénych klonli a netypicka
proliferace nediferencovanych progenitorovych bunék. (Mancuso et al., 2021)

Teoretickd Cast této prace se vénuje problematice akutni myeloidni leukemie, Gloze
receptoru FLT3 (ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin kinasa, CD135, EC 2.7.10.1),
zptisobiim jeho inhibice a konkrétnim inhibitorim. Cilem experimentalni ¢asti prace bylo
porovnat U¢inky nového FLT3 inhibitoru s klinicky testovanym FLT3 inhibitorem

na bunéénych liniich lisicich se ptitomnosti FLT3-ITD mutace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 AKUTNI MYELOIDNIi LEUKEMIE

2.1.1 Charakterizace a rizikové faktory onemocnéni

Akutni myeloidni leukemie (AML) je rakovinnym onemocnénim krve charakteristickym
pronikanim  proliferujicich, klonalnich, netypicky diferencovanych ¢i  malo
diferencovanych krevnich bunék do kostni diené, krve a dalSich tkani. (Dohner et al.,
2015) Pfi¢inou onemocnéni je transformace kmenové buiiky v buiiku maligni. (Cerfian &
Szotkowski, 2021)

Vyskyt AML v populaci se za posledni stoleti nepochybné zvysuje. V roce 1973 byl
ve Spojenych statech americkych zahajen program SEER (Surveillance, Epidemiology,
and End Results Program) monitorujici vyskyt AML a umrtnost osob na toto onemocnéni.
Tehdy se ro¢né nemoc vyskytovala primérné u 3,43 osob ze 100 000 obyvatel. Hodnota
postupné rostla a roku 2016 dosahovala az 4,3 osob ze 100 000 obyvatel. Cetnosti vyskytu
onemocnéni vV USA jsou velmi blizké hodnoty vétsiny evropskych zemi. (Shallis et al.,
2019)

AML je nejcastéjSi forma leukemie. Je typicka brzkym umrtim jedincli, u nichz
se onemocnéni projevi. Pfi¢iny nemoci jsou rizné, Casty je vliv latek poskozujicich DNA.
Vyjimkou neni ani navrat onemocnéni po piedchozi 1é¢bé. (Shallis et al., 2019)
Vyznamnym faktorem v propuknuti leukemie jsou téz nadvaha ¢i obezita. Se zvysenou
obezitou ¢i nadvahou se zvySuje riziko propuknuti choroby, zdsadnéjsi roli v§ak sehrava
u zen. Rizikovym faktorem je i koufeni. Zatimco u Zen mé vyznamny vliv vykoufeni jiZ
100 a vice cigaret, u muzi je rizikova hranice vyrazné nizsi, v ohrozeni jsou predevsim
muzi koufici vice nez 30 let. Nezaostava ani vliv expozice chemickym ¢inidltim, riziko
AML se zvySuje nejen s koncentraci latky, ale i s délkou expozice. Rozdil mezi muzi
a zenami zde neni nijak vyznamny. (Strom et al., 2012) Akutni myeloidni leukemie
je Castéji onemocnénim muzt. U vétSiny piipadl vSak piesna pficina jejiho vzniku neni
ptesné znama. (Shallis et al., 2019)

AML je primarn€ onemocnénim osob starSich 65 let, u nichz incidence dosahuje
hodnoty 20,1 osob na 100 000 obyvatel. Ve srovnani s lidmi ve véku niz§im nez 65 let
je vyskyt desetinasobny. Primérny vék, v némz je onemocnéni diagnostikovano, byl
podle SEER a WHO (World Health Organization) ptvodné stanoven na 62 let,
v pozdéjsich prizkumech se posunul na hranici 68 let. (Shallis et al., 2019) AML je dnes
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mozné 1é¢it zejména u osob s maximalni vékovou hranici 60 let, u nichz Gispé$nost 1€cby
dosahuje 35—40 %. Lidé ve vysSim veku jsou pii 1é¢bé vystaveni zvySené hrozbé
vedlejSich ucinki, které byvaji Castou pfic¢inou jejich umrti béhem 5-10 mésicu
od diagnézy onemocnéni. (Dohner et al., 2015) Vék, v némz dochazi k propuknuti
onemocnéni, je zavisly taky na narodnosti. Pro jednotlivé staty se hodnoty vyznamné lisi.

(Shallis et al., 2019)

2.1.2 Molekularni podstata onemocnéni - znAimé mutace

Mezi mutace zpusobujici AML patii mutace vV genech zapojenych v signalnich drahach
(FLT3, KRAS, NRAS, KIT), v epigenetickych regulatorech tcastnicich se DNA metylace
¢i modifikace chromatinu (TET2, IDH1). Dale zde fadime mutace nukleofosminu (NPM),
transkripcnich faktort (CEBPA, RUNX1, GATA2), tumor supresorovych gent
(TP53/p53), mutace genii zapojenych v procesu sestiihu RNA (U2AF1, SRSF2) a mutace
v kohezinovém komplexu (RAD21, STAG1L). (DiNardo & Cortes, 2016) NizZe jsou nékteré

Z téchto mutaci vice specifikovany.

2.1.2.1 Mutace v genu pro protein NPM

Jednou 7z nejcastéjsich mutaci zptsobujicich AML je mutace v genu kodujicim
chaperonovy protein nukleofosmin (NPM). NPM je multifunkéni protein regulujici
bunéény cyklus. Je zapojeny do syntézy proteint a ribosomd, jakoz i do replikace DNA.
(DiNardo & Cortes, 2016) Mutace ve 12. exonu genu pro NPM zptisobuje ztratu jednoho
az dvou tryptofanovych zbytki, které jsou nezbytné pro lokalizaci NPM v jadie. Ztrata
tryptofanu nasledné¢ vede k exportu nukleofosminu z jadra do cytoplazmy. Proto se poté
onemocnéni oznacuje jako NPMc", tedy NPM-cytoplazma pozitivni. (Falini et al., 2006)

Nemutovany NPM interaguje se zasadnimi bunéfnymi regulatory. Jednim z nich
je i nadorovy supresor p53, ktery bunka pii mutaci NPM neni schopna aktivovat.
(Colombo et al., 2002) Stabilita proteinu p53 je regulovana negativnim regulatorem
znamym pod ozna¢enim HDM2 (MDM?2). Jedna se o ubikvitinaéni E3 ligasu, ktera
oznacuje p53 k degradaci v proteasomu. (Lohrum & Vousden, 1999; Haupt et al., 1997)
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Obrazek ¢. 1: Schéma vzajemnych interakci ARF, HDM2 a p53, regulujicich aktivitu a funkci
proteinu p53 (Gjerset, 2006), upraveno

Opacny uéinek zajistuje pozitivni regulator proteinu p53, protein ARF (p19A™), ktery
vazbou na HDM2 iniciuje piesun proteinu p53 do jadérka. Touto aktivaci je umoznéna
ucast p53 v zastaveé bunécného cyklu nebo apoptdze bunky. (Kuo et al., 2004; Weber et

al., 1999) Draha je znazornéna v obrazku ¢. 1.

2.1.2.2 Mutace ménici pienos signalu

2.1.2.2.1 Mutace v genu KIT proteinu CD117

Gen KIT kéduje protein CD117, transmembranovou glykoproteinovou tyrozinkinasu.
CD117 po navazani ligandu dimerizuje a autofosforyluje na tyrozinovych koncich. Timto
aktivuje signalni drahy jako RAS/ERK, PI3K, JAK/STAT, dulezité pro bunétnou
proliferaci, diferenciaci a preziti. (Malaise et al., 2009)

Mutace v KIT ma vétSinou charakter zamény kyseliny asparagové za valin v pozici
816 (D816V). (DiNardo & Cortes, 2016) Mutaci dochazi ke ztraté zavislosti dimerizace
receptoru na ligandu nebo ke konforma¢nim zménam monomerd receptoru, které jsou
poté schopny i pfes monomerni podobu piedavat signal podiizenym draham. (Malaise et

al., 2009)

2.1.2.2.2 Mutace v genech RAS proteinii NRAS a KRAS

NRAS a KRAS (GTP fosfohydrolasa, EC 3.6.5.2) patii do rodiny RAS proteini malych
GTPas podporujicich bunécnou proliferaci. Aktivuji efektory jako RAF (ATP:protein
fosfotransferasa, EC 2.7.11.1) ¢i  PI3K  (ATP:1-fosfatidyl-1D-myo-inositol-3-
fosfotransferasa, EC 2.7.1.137). RAS proteiny jsou bézné aktivovany pomoci GEF



faktoru zajist'ujiciho vyménu GTP za GDP. Deaktivovany jsou spojenim s GAP, proteiny
napomahajicimi pfeméné GTP v GDP, a tak urychlujicimi GTPasovou aktivitu. (Li et al.,
2018; Gazdova et al., 2009)

Pro naruseni tohoto mechanismu sta¢i v leukemickych ptipadech jedind bodova
mutace genu pro RAS protein. K mutaci RAS proteinu vétsinou dochazi na glycinu 12/13
nebo na glutaminu 61. Nasledkem mutace ztraci RAS protein vnitini GTPasovou aktivitu
nebo GAP stimulovanou GTPasovou aktivitu ¢i dokonce obé tyto aktivity. NRAS
a KRAS proteiny se tak hromadi v aktivni konformaci s navazanym GTP, coz ma

za nasledek onkogenni projevy buriky. (Li et al., 2018)

2.1.2.2.3 Mutace v genu tyrozinkinasového receptoru FLT3

Castou pfi¢inou rozvoje AML, a proto také Gasto studovanou mutaci je mutace
Vv transmembranovém tyrozinkinasovém receptoru FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3),
ovliviiyjicim bunéénou proliferaci. Mutace mize mit dvoji charakter. Prvnim typem je
interni tandemové duplikace v juxtamembranové doméné¢ FLT3, zndma pod zkratkou
ITD a projevujici se u 15-35 % AML piipadd. Druhym typem je bodova mutace
nachazejici se v tyrozinkinasové doméné. Mutaci oznacujeme zkratkou TKD, jeji Cetnost
je nizsi, vyskytuje se u 5-10 % pacientd s AML. FLT3 mutace zptsobuji autofosforylaci
kinasy FLT3 bez ptitomnosti ligandu a konstantni aktivaci podtizenych drah vcetné
AKT/PI3K, RAS/MAPK a STAT. (Meshinchi & Appelbaum, 2009; Gazdova et al., 2009)

2.2 FLT3

2.2.1 Zarazeni

FLT3 (FMS-like receptor tyrosine kinase-3) je tyrozinkinasovy receptor téidy III znamy
také jako FLK-2 (fetal liver kinase 2) v mysich bunikach a STK-1 (stem cell kinase-1)
Vv buiikdch lidskych. (Small et al., 1994; Gazdova et al., 2009) FLT3 je exprimovana
hematopoetickymi kmenovymi progenitorovymi buitkami s lymfoidnim a myeloidnim
diferencia¢nim potencialem. FLT3 hraje vyznamnou roli v proliferaci, diferenciaci
a regulaci Zivotnosti krvetvornych bunék. Diferenciaci butiky je exprese FLT3 ukoncena.
Vyjimkou, u nizZ je exprese zachovana, jsou dendritické bunky. (Lyman & Jacobsen,
1998; Gazdova et al., 2009; Stirewalt & Radich, 2003)
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Obrazek ¢. 2: Monomer receptoru tfidy III prochdzejiciho plazmatickou membranou.
V extracelularni oblasti schopné vazat ligand nad membranou se nachazi 5 domén podobnych
imunoglobulinu  (Igl-Ig5). Dale je znazornéna transmembranova doména (TM),
juxtamembranova doména (JM) a dvé intracelularni kinasové domény (TK1, TK2) oddé¢lené
kinasovym insertem (KI). Nalevo od kinasy je oznafeno misto vyskytu mutaci pfi onemocnéni
AML. (Reilly, 2002), upraveno

Geny pro lidskou FLT3 jsou kdédovany na chromosomu 13, zatimco mys$i homolog
tohoto genu je kodovan v chromosomu 5. FLT3 vykazuje velkou sekvenéni podobnost
se skupinou gent kodujicich receptory rastovych faktort FMS, CD117 a PDGFR
(ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin kinasa, EC 2.7.10.1). (Rosnet et al., 1991)

2.2.2 Struktura

Tyrozinkinasové receptory ttidy Il (obrazek €. 2) jsou charakteristické pfitomnosti péti
imunoglobulinovych domén v extracelularni ¢asti, na kterou se vaze ligand. Dale jsou
pfitomny jednoducha transmembranova doména (TM) a juxtamembranova doména (JM).
Katalytickou kinasovou doménu v intracelularni oblasti tvoti dvé ¢asti (TK1, TK2), jez
jsou oddéleny kinasovou inzertni doménou (KI). Intracelularni ¢ast je zakoncéena

C-terminalni doménou. (Yarden et al., 1987)

2.2.3 Posttranslaéni modifikace

Po translaci proteinového fetézce tvoreného 993 aminokyselinami o celkové hmotnosti
110 kDa podléha FLT3 mnozstvi posttranslacnich uprav. Jednou z uprav je proces
glykosylace (obrazek ¢. 3), probihajici nejprve v endoplazmatickém retikulu. Z ngj je
Caste¢né glykosylovany protein pienesen do Golgiho komplexu, kde je glykosylace

dokoncena. FLT3 obsahuje nejméné¢ 9 glykosylacnich mist, nachazejicich



se Vv extracelularni ¢asti proteinu. Plné glykosylovany protein je poté inkorporovan
do cytoplazmatické membrany, kde plni funkci receptoru. Piesna glykosylace je
podminkou pro spravné seskladani proteinu a jeho stabilitu. (Shental-Bechor & Levy,
2008; Kazi & Ronnstrand, 2019) Umisténi sacharidového fetézce méd vyznamny vliv
na termalni stabilitu proteinu, ne tak zasadni je pak délka ptipojeného sacharidu. (Shental-
Bechor & Levy, 2008)

Vlivem glykosylace je receptor pii western blottingu rozdélen do dvou pasu a jako
celek se jevi rozmérnéjsi. Prvni pas se nachazi v rozmezi molarni hmotnosti 132-143 kDa
a reprezentuje castecné glykosylovany protein. P4s druhy, nachdzejici se v rozmezi
155-158 kDa, je typicky pro pln¢ glykosylovany protein. (Kazi & Ronnstrand, 2019)

Mezi dal$i posttranslaéni upravy fadime ubikvitinaci nebo fosforylaci na serinu,
threoninu ¢i tyrozinu (obrazek ¢. 3). Fosforylaéni mista se nachazi v intracelularni ¢asti
proteinu, kde plni funkci aktivniho mista pro navazani signalnich proteinti, pienasejicich

receptorovy signal v podfizenych drahach. (Kazi & Ronnstrand, 2019)
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Obrazek ¢. 3: Struktura FLT3 svyznaenymi misty posttranslaénich modifikaci.
A: N-glykosyla¢ni mista extracelularni domény. B: Cerné vyznacena fosforylaéni mista a Gervend
vyznacena piedpovidana fosforylacni mista intracelularni domény. TM: transmembranova
doména, JM: juxtamembranova doména, KI: kinasovy inzert. (Kazi & Ronnstrand, 2019)



2.2.4 Dimerni FL ligand

Dimerni ligand z cytokinové rodiny znamy pod zkratkou FL je stézejni pro aktivaci FLT3
za fyziologického stavu. Jeho exprese byla u ¢lovéka prokazana v mnoha typech tkani,
naptiklad v leukocytech, brzliku, slezing, vajecnicich, tenkém stievé, prostate, ledvinach,
kosternich svalech, jatrech, plicich, srdci, varlatech ¢i slinivce bfisni. (Kazi &
Ronnstrand, 2019)

Koncentrace FL v krevnim séru zdravého jedince nabyvéd hodnot 14 + 39 pg/ml,
jelikoz ligand FL bézné plisobi parakrinn€. Nastane-li vSak patologicky stav, pii némz
dochazi k degradaci kostni dfené, zatne FL pusobit i endokrinné, takze se zvysi jeho
koncentrace v krevnim séru. Tento jev je pozorovan i pii chemoterapeutické 16¢bé
leukemickych pacienttl, pfi niz dochazi k deaktivaci bunék kostni dfené. Koncentrace FL
v séru takovych jedincti dosahuje az 2 500 pg/ml, tedy téméi dvousetndsobné vyssi
hodnoty, nez je bézna u zdravého ¢loveéka. (Wodnar-Filipowicz et al., 1996; Kazi &
Ronnstrand, 2019)

2.2.5 Aktivace a inaktivace FLT3 a jeji zapojeni v signalnich drahach

FLT3 je aktivovana navazanim FL na extracelularni ¢ast, pfesnéji na druhou a tfeti
imunoglobulinovou extracelularni doménu. (Verstraete et al., 2011) Pfipojenim ligandu
je zahajena dimerizace a koordinace cytoplazmatickych domén dvou receptorovych
monomerl. Dimerizace stabilizuje katalytickou doménu v oteviené konformaci, takze
jsou uvolnéna vazebna mista pro navazani ATP, které nasledné zajistuje fosforylaci
tyrozinovych zbytkil nachazejicich se v katalytické doméné. (Weiss & Schlessinger,
1998) Kinasova aktivita je negativné ovliviiovana tyrozinfosfatasami, které defosforyluji
ptitomné tyroziny. (Griffith et al., 2004)

Monomerni FLT3 umisténd v membrané je udrzovana v inaktivnim stavu diky
komunikaci mezi juxtamembrdnovou a kinasovou doménou. Juxtamembrdanova doména
je v nepfitomnosti fosfatu na tyrozinech kinasové domény schopna piekryt aktivni misto
a zamezit tak pfistupu fosfatu. (Griffith et al., 2004) Nastane-li mutace
V juxtamembranové doméné, dochazi tak ke konstantni aktivaci FLT3 vlivem

neschopnosti juxtamembranové domény zabranit vazbé fosfatu. (Kiyoi et al., 2002)

2.2.5.1 Aktivace PIBK/AKT/mMTORC2 drahy

Fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K) jsou skupinou lipidovych kinas fosforylujicich
fosfatidylinositol a fosfatidylinositidy na 3" hydroxylové skupiné. PI3K se déli do tii tiid,
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tyrozinkinasami je regulovana tiida IA, tvofena heterodimernimi komplexy s katalytickou
a regulacni podjednotkou. Aktivace PI3K je zajisténa asociaci SH2 domény regulaéni
podjednotky PI3K s fosfotyrozinovymi zbytky aktivovaného receptoru, napiiklad FLT3.
(Vanhaesebroeck et al., 1997; Martelli et al., 2010)

PI3K je schopno fosforylovat PIP2 (fosfatidylinositol-4,5-difosfat), ¢imz dava
vzniknout PIP3 (fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu). PIP3 nasledné reaguje S PH doménou
lokalizovanou na NH2 konci serin-treoninkinasy AKT (ATP:[protein]-L-tyrosine O-
fosfotransferasa, EC 2.7.10.2), touto reakci je zajisténo piipojeni AKT k cytoplazmatické
membrané. Po navazani na membranu je AKT prostfednictvim PDK1 (ATP:protein
serin/treonin-fosfotransferasa, PKA, EC 2.7.11.11) na T308 fosforylovana. (Martelli et
al., 2010)

PI3K se zaroven podili na aktivaci hydrofobni serin-treoninkinasy oznacované jako
mTORC2. Mechanismus aktivace zatim neni dostatecné popsan. Je vSak znamo,
ze aktivovana mTORC2 fosforyluje dalsi proteiny, véetné jiz zminéné AKT. Na ni
dochazi k fosforylaci S473, lezicim v karboxyterminalni ¢asti proteinu. mTORC2
na AKT nezajistuje jen fosforylaci serinu, napomaha totiz i fosforylaci T308, zajistované
¢innosti PDK1. (Martelli et al., 2010; Sarbassov et al., 2005; Smith et al., 2020)

2.2.5.2 Aktivace RAS/RAF/MAPK drahy

Na pocatku drahy stoji FLT3, kterd po stimulaci ligandem zajisti fosforylaci proteinu
SHC. Interakci fosforylovaného SHC s proteinem GRB2 je umoznén ptesun vyménnych
faktorti guaninnukleotidii do blizkosti RAS proteinu. (Takeuchi et al., 1999) Vyménné
faktory guaninnukleotidti, mezi néz patii napiiklad SOS protein, jsou aktivujici proteiny,
které maji schopnost aktivovat GTPasovy RAS protein vyménou GDP za GTP. RAS
protein patii mezi malé GTP-vazajici proteiny. Typicka je pro né€j ptitomnost pouze jedné
podjednotky, proto se taky oznacuje jako monomerni GTP-vazajici protein. Vykazuje
podobnost s alfa podjednotkou trimerniho GTP-vazajiciho proteinu, takze je pii vazbé
S GTP v aktivni konformaci. Dojde-li Kk hydrolyze GTP za vzniku GDP, zméni
se konformace RAS a protein se stane inaktivnim. (Takeuchi et al., 1999; Alberts, 1998)

RAS snavazanym GTP iniciuje postupnou aktivaci tii kinas kinasové aktivacni
kaskady. (Alberts, 1998) Kaskada je spusténa asociaci RAS se serin-treoninkinasou RAF.
Jejich asociaci je umoznéno pfiblizeni RAF k membrané a jeji nasledna aktivace.
(Takeuchi et al., 1999) RAF patii mezi MAPK Kkinasy kinasy (MKKK) zajist'ujici aktivaci
MAPK kinas (ATP:protein fosfotransferasa, EC 2.7.12.2), v tomto piipadé oznaovanych

9



MEK1 nebo MEK2. Aktivované MEK1 a MEK2 zakon¢uji kinasovou aktivaéni kaskadu
dualni fosforylaci hydroxylové skupiny tyrozinu a treoninu dvou MAPK (ATP:protein
fosfotransferasa, EC 2.7.11.24) znamych pod ozna¢enim ERK1 (MAPK3) a ERK2
(MAPKJ1). (Pritchard & Hayward, 2013; Uhlik et al., 2004)

ERK1/2 jsou témér identické, lisi se pouze v 15 %. Obé¢ kinasy obsahuji strukturni
jednotku T-E-Y, jez ma stézejni roli pti fosforylaci, a tedy aktivaci ERK kinas. Na ERK1
se aminokyseliny vyskytuji v mistech T202 a Y204, na ERK2 pak v mistech T185 a Y187.
Proces aktivace je zahajen spojenim aktivni MEK 1/2 s ERK1/2 a fosforylaci hydroxylové
skupiny tyrozinu. Nasledn¢ ERK1/2 disociuje od MEK1/2 a znovu se spoji s jinou
¢i stejnou, opét aktivni MEK1/2. Druhym spojenim ERK1/2 s MEK1/2 je umoznéna
fosforylace hydroxylové skupiny treoninu, diky niz je aktivace ERK1/2 dokonéena.
(Pearson et al., 2001; Roskoski, 2012) Aktivni ERK1/2 maji fadu odlisnych funkci, které
obvykle zajist'uji pfimou interakci se substraty. Interakce je umoznéna aktivnimi misty
na ERKI1/2 a dvéma odpovidajicimi misty substratu. Substraty, jez maji funkci
transkripénich faktorti, proteinovych kinas a fosfatas, cytoskeletarnich elementd
¢i regulatort apoptdzy, nasledné hraji vyznamnou roli v bunéénych procesech jako jsou

napiiklad proliferace a diferenciace. (Yoon & Seger, 2006)

2.2.5.3 Aktivace JAK/STAT drahy

JAK  (ATP:[protein]-L-tyrozin O-fosfotransferasa, EC 2.7.10.2) je rodinou
nereceptorovych tyrozinovych kinas, jedna se o JAK1, JAK2, JAK3 a TYK2. JAK3 je
exprimovana pouze V n&kterych tkanich, ostatni JAK kinasy jsou pfitomny téméf
ve vSech tkanich. STAT genova rodina je slozena ze sedmi genti (STAT1, STAT?2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STATS5b, STAT6). STAT proteiny jsou tvofeny Sesti
doménami, pfi¢emz kazda z nich ma odlisnou funkci. N-terminalni doména napomaha
dimerizaci proteinu, takzvana ,,coiled-coil*“ doména se i¢astni kontroly importu a exportu
proteinu do jadra, spojovaci doména spojuje DNA vazebnou doménu s doménou SHo.
DNA vazebna doména se vaze na DNA v regula¢nim regionu cilového genu, SH> doména
rozpoznava fosfotyrozinové motivy cytokinovych receptori a doména aktivujici

transkripci je zasadni pro regulaci transkripce. (Hu et al., 2021)
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Obrazek ¢. 4: Na obrazku je znazornéna JAK/STAT draha. Vznikly dimerni STAT protein
pronika ptes jadernou membranu do jadra, kde reguluje genovou expresi (Hu et al., 2021),
upraveno

Navazanim cytokinu na receptor cytoplazmatické membrany dochazi k dimerizaci
receptoru, na ktery se nasledné vaze JAK kinasa. JAK kinasa je po pfipojeni k receptoru
fosforylovana a diky této aktivaci muze fosforylovat tyrozin v katalytické doméné
receptoru, a tak aktivovat samotny receptor. Fosforylovany receptor obsahuje aktivni
misto pro navazani neaktivniho STAT proteinu, ktery je po vazb&é na receptor
fosforylovan aktivni JAK kinasou.

STAT proteiny obsahuji konzervovanou SH> doménu, specifickou pro dany STAT
typ. (Xin et al., 2020; Hu et al., 2021) Vzdalen¢ od SH> domény se nachazi tyrozinovy
konec, slouzici jako substrat pro fosforylaci. (Horvath & Darnell, 1997) Aktivované
STAT proteiny se odpojuji od receptoru a vazbou SH2 domény prvniho STAT
s fosfotyrozinem druhého STAT dimerizuji v homodimer ¢i heterodimer. Dimerizaci
STAT proteind je umoznén jejich transport do bunééného jadra, kde aktivuji genovou
expresi. (Xin et al., 2020; Hu et al., 2021) (obrazek ¢. 4)

V nemutované form¢ neni receptor FLT3 schopen tuto drahu aktivovat. Nastane-li
vsak mutace FLT3-1TD, narusenim juxtamembranové domény receptoru FLT3 dochazi
ke zptistupnéni mist Y589/591, slouzicich jako fosforyla¢ni mista STATS5 a draha je tak

nezavisle na JAK proteinech aktivovana. (Rocnik et al., 2006)
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Obrazek ¢. 5: FLT3 s ITD mutaci nalevo a TKD mutaci napravo. (Acharya et al., 2022)

2.2.6 Znamé mutace FLT3

2.2.6.1 Interni tandemova duplikace (FLT3-1TD)

Pfi interni tandemové duplikaci (ITD) (obrazek ¢. 5) je duplikovan fragment o velikosti
3 — 1 236 bp, nachazejici se v juxtamembranové doméné, piesnéji v exonu 14 a 15.
(Choudhary et al., 2005; Kazi & Ronnstrand, 2019) ITD mutaci ziskdva FLT3 nezavislost
na ligandu, schopnost dimerizace, autofosforylace a konstantni aktivace podtizenych
drah, ¢imz zpUsobuje nekontrolovanou bunéénou proliferaci. (Hayakawa et al., 2000;
Acharya et al., 2022; Choudhary et al., 2005)

2.2.6.2 Bodova mutace FLT3 (FLT3-TKD)

Bodova mutace v aktiva¢ni smycce ¢i také mutace v tyrozinkinasové doméné (TKD)
(obrazek ¢. 5) je mutaci v kodonu 835 ¢i 836 TK domény. Jedna-li se o mutaci v kodonu
835 (D835), je kyselina asparagova nahrazena nejcast&ji tyrozinem, valinem nebo
histidinem. Muze vsak jit také o deleci izoleucinu v misté 836 (1836). (Choudhary et al.,
2005) Vysledkem mutace je schopnost autofosforylace receptoru FLT3 bez pfitomnosti
ligandu a nezavisly bunéény rist. (Acharya et al., 2022)

2.3 INHIBICE FLT3 JAKO TERAPIE AML

Zpusobu, jak inhibovat FLT3 je spousta. Jednim z nich je cileni na maturaéni proces
FLT3, presnéji na glykosylaci, jejimz narusenim je mozné receptor deaktivovat. (Kazi &
Ronnstrand, 2019)

Dalsi moznosti inaktivace FLT3 je cileni na chaperonovy protein Hsp90. Chaperon
se v bunééném jadie podili na seskladani proteinového receptoru FLT3 (FLT3-ITD),

které je zasadni pro jeho funkénost. Narusenim funkce chaperonu Hsp90 je mozné
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ovlivnit receptor FLT3. Tento mechanismus byl testovan pomoci inhibitoru chaperonu
Hsp90 oznacovaného MS-275. Inhibitor zpisobil acetylaci chaperonového proteinu
Hsp90, jejimz nasledkem byla ubikvitinace a poté degradace receptoru FLT3
v proteasomu. Nakonec tak inhibitor chaperonu, MS-275, zabranil Sifeni fosforyla¢niho
signalu v podtizenych drahdch receptoru FLT3, zastavil bunéény rist a inicioval
apoptdzu bungk linie MV4-11 s mutantni FLT3-1TD. (Nishioka et al., 2008)

Mozné je pro inhibici FLT3 wvyuzit i receptorové ubikvitinace. Inhibitor
histondeacetylas ozna¢ovany LBHS589 zajistuje expresi gent potlacujicich nadorové
bujeni. Pfesné&ji podporuje expresi ubikvitina¢niho enzymu E2, UBCH8 (S-ubikvitinyl-
[E1 ubikvitin-aktivacni enzym]-L-cystein:[E2 ubikvitin-konjugac¢ni enzym] ubikvitinyl
transferasa, EC 2.3.2.23), ktery nasledn¢ spoleéné s ubikvitina¢nim enzymem E3, SIAH1
([E2  ubikvitin-kojugaéni  enzym]-S-ubikvitinyl-L-cystein:[akceptorovy  protein]
ubikvitin transferasa, EC 2.3.2.27) oznacuje FLT3-ITD k degradaci v proteasomu.
(Buchwald et al., 2010)

Hlavnim ptistupem vyuzivanym v praxi je vSak cilena inhibice FLT3.

2.4 FLT3 INHIBITORY PRO CILENOU INHIBICI FLT3

Inhibitory FLT3 se déli do dvou generaci. Mezi inhibitory prvni generace se fadi
naptiklad midostaurin (Rydapt ¢i PKC-412), lestaurtinib (CEP-701), sorafenib (Nexavar)
a amuvatinib (MP-470). Inhibitory prvni generace jsou neselektivni, takze zasahuji vice
bunénych cili, zatimco inhibitory druhé generace vykazuji vyssi selektivitu. Mezi
inhibitory druhé generace se tadi naptiklad quizartinib (AC220) a crenolanib. (Kazi &
Ronnstrand, 2019; Zarrinkar et al., 2009)

Castym problémem inhibitorti je postupné vznikajici rezistence, dand vyskytem
novych mutaci v genu pro FLT3. Inhibitory jediného receptoru navic vykazuji pomérné
nizkou uc¢innost. Pro zvySeni G¢innosti tak byly vyvinuty dudlni inhibitory, inhibujici dva
receptory soucasné. Dudlnim inhibitorem je naptiklad pacritinib (SB1518), ktery zaroven
s FLT3 inhibuje i JAK2. (Hart et al., 2011; Kazi & Ronnstrand, 2019)

Druhou moznosti je rozdéleni inhibitort do dvou typovych skupin, lisicich
se zpusobem interakce s FLT3. Cilem ptisobeni FLT3 inhibitord je ovlivnit ATP vazebné
misto a tim zabranit autofosforylaci receptoru i aktivaci podfizenych drah. Odlisnost mezi
skupinami je ve schopnosti interagovat s vybranou konformaci aktivniho mista receptoru,
kterd je dana pieklapénim tii aminokyselinovych zbytkd. Jedna se o kyselinu
asparagovou, fenylalanin a glycin (DFG). Inhibitory I. typu se do ATP vazebného mista
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vazi v pripadé, Ze je receptor v aktivni konformaci (DFGin), proto jsou oznacovany jako
ATP kompetitivni. Aktivitu vykazuji viici ITD i TKD mutacim. (Larrosa-Garcia & Baer,
2017; Acharya et al., 2022)

Inhibitory II. typu vykazuji opacny mechanismus inhibice, reaguji s hydrofobnim
regionem piistupnym pouze Vv piipad¢€, ze je receptor v inaktivni konformaci (DFGout).
Region se nachazi pobliz ATP vazebného mista a jeho vazbou k inhibitoru je zabranéno
aktivaci receptoru v ATP vazebném misté. Az na nékolik malo vyjimek vykazujicich
aktivitu i vaci TKD mutacim, jsou inhibitory Il. typu G¢inné pouze proti ITD mutacim.
(Larrosa-Garcia & Baer, 2017; Acharya et al., 2022) Mezi inhibitory typu Il, takzvané
ATP nekompetitivni inhibitory, fadime z nize zminénych quizartinib a sorafenib. Ostatni
nize zminéné inhibitory patii do skupiny typu I, tudiz jsou ATP kompetitivni. (Acharya
etal., 2022)

2.5 KLINICKY TESTOVANE FLT3 INHIBITORY A FLT3 INHIBITORY
SCHVALENE PRO TERAPII AML

2.5.1 Klinicky schvilené inhibitory

@)

Obrazek ¢. 6: Struktury midostaurinu (A), gilteritinibu (B), quizartinibu (C)
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2.5.1.1 Inhibitory prvni generace

2.5.1.1.1 Midostaurin

Midostaurin (Rydapt, PKC412) je multikinasovy inhibitor pouzivany od roku 2017
pro 1écbu dospélych pacientli s nove diagnostikovanou, FLT3 pozitivni AML. Pouziti je
povoleno v kombinaci s cytarabinem a daunorubicinem. (Kim, 2017; Acharya et al.,
2022) Midostaurin je derivat staurosporinu, puvodniho inhibitoru proteinkinasy C
(ATP:protein fosfotransferasa, EC 2.7.11.13). (obrazek ¢. 6A) Pivodné byl vyvinut za
ucelem zvyseni selektivity K této proteinkinase, bylo vSak prokazano, ze je inhibitorem
celé fady dalSich kinas. Kromé AKT, CD117, PKA, PDGFRp a dalSich proteind také
FLT3. (Acharya et al., 2022; Larrosa-Garcia & Baer, 2017) ICso (koncentrace snizujici
enzymovou aktivitu o 50 %) pro FLT3-ITD je 9,3 nmol.I, pro FLT3-D835Y pak
10 nmol.I*t. (Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Pacientim s AML je midostaurin podavan peroralné v davce 50 mg dvakrat denng.
Lécivo je ucinné 1 proti dalS§im onemocnénim jako jsou systémova mastocytoza

nebo mastocytarni leukemie. (Kim, 2017)

2.5.1.1.2 Gilteritinib

Strukturnim zakladem gilteritinibu (ASP2215) je pyrazinkarboxamid. (Mori et al., 2017)
(obrazek &. 6B) ICso pro FLT3-ITD je 1,6 nmol.I"}, pro FLT3-D835Y pak 1,4 nmol.I™%.
Gilteritinib je ucinny také proti receptorim LTK, ALK a AXL (ATP:L-tyrosin O-
fosfotransferasa, tyrosin kinasa, EC 2.7.10.1). (Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Gilteritinib je dualnim inhibitorem FLT3 a AXL, u¢innym proti FLT3-1TD i FLT3-
TKD mutacim. AML bunky vykazuji vlivem aktivace AXL rezistenci k béZnym
chemoterapiim, ale také terapii cilené na FLT3. Schopnost gilteritinibu ptisobit inhibi¢né
nejen na FLT3, ale také na AXL tak zvySuje Gcinnost 1écby AML. (Dumas et al., 2021)

Pouzivani ASP2215 jako leukemického 1é&iva bylo povoleno americkym Utadem
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) v roce 2018. Od roku 2019 ziskal toto povoleni také
v Japonsku. (Acharya et al., 2022)

2.5.1.2 Inhibitor druhé generace

2.5.1.2.1 Quizartinib

Quizartinib (AC220) je inhibitor s velmi vysokou specificitou a selektivitou k FLT3.
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(Zarrinkar et al., 2009) (obrazek ¢. 6C) Hodnota ICsop pro FLT3-ITD je stanovena
na 1,2 nmol.I", ale pro FLT3-D835Y je vice nez 100 nmol.I"t. Quizartinib inhibuje také
CD117, PDGFRp, RET (ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin kinasa, EC 2.7.10.1).
(Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Inhibice FLT3-ITD quizartinibem mutze byt zkomplikovana tvorbou sekundarnich
TKD mutaci. Jedna se ptedevsim o bodové mutace F691, D835 nebo Y842, zpisobujici
rezistenci FLT3 ke quizartinibu. Rezistence takto modifikované FLT3 je dana
destabilizaci inaktivni konformace FLT3-1TD, kterou je znemoznéna vazba quizartinibu
na receptor. (Smith et al., 2012)

Jeho pouziti jako 1é¢iva AML sFLT3-ITD je povoleno od roku 2019 v Japonsku.
Americkd FDA a evropskd EMA (European Medicines Agency) provedly testovani
quizartinibu, jeho pouziti k 1é¢b¢é vsak neschvalily. (Kidoguch et al., 2021)

2.5.2 Klinicky testované FLT3 inhibitory

Obrazek ¢. 7: Struktury sorafenibu (A), sunitinibu (B), lestaurtinibu (C), crenolabinu (D)
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2.5.2.1 Inhibitory prvni generace

2.5.2.1.1 Sorafenib

Sorafenib (Nexavar) byl ptivodné znam pod oznacenim BAY 43-9006 a vyvinut byl
za uelem inhibice drahy RAS-RAF-MEK-ERK. Strukturné jde o biaryl mocovinu.
(Acharya et al., 2022; Knapper, 2007) (obrazek ¢. 7A) ICso pro FLT3-ITD je stanovena
na 18,5 nmol.I"}, pro FLT3-D835Y vice nez 2000 nmol.I". Sorafenib inhibuje i RAF,
VEGFR1,2,3 (ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin kinasa, EC 2.7.10.1), PDGFRp,
CD117 a RET. (Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Sorafenib pisobi na bunééné linii MV4-11 s mutantni FLT3-ITD zéstavu bunééného
cyklu a indukuje apoptdézu. Pro apoptézu vice nez 50 % bunck je vSak pottebny
v mikromolarnich koncentracich. (Auclair et al., 2007) V jiné studii s bunécnou linii
Ba/F3, jejiz bunky vykazuji mutace FLT3-ITD, FLT3-D835G a FLT3-D835Y, bylo
zjisténo nasledujici. Sorafenib byl tisickrat az tfitisicekrat efektivnéjsi v plisobeni zastavy
buné¢ného cyklu a bunééné smrti na bunikach s mutaci FLT3-1TD a FLT3-D835G oproti
bunkam s mutantni FLT3-D835Y. (Zhang et al., 2008)

Momentalné je schvalen pro 1é¢bu jaterniho a ledvinového karcinomu. (Wu et al.,
2018)

2.5.2.1.2 Sunitinib

Sunitinib  (SU11248) je strukturné 3-substituovany indolinon. (Knapper, 2007)
(obrazek &. 7B) ICsp sunitinibu ma pro FLT3-1TD hodnotu 5,4 nmol.I*%, pro FLT3-D835Y
vice nez 100 nmol.I". Vykazuje uéinnost i proti VEGFR2, PDGFRp, CD117 a RET
(Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Vyznamny je krom protinddorového ucinku také antiangiogenni u¢inek (pusobi proti
vzniku cév). (Mendel et al., 2003) V roce 2006 byl schvalen FDA k uzivani pro 1écbu
nadori gastrointestinalniho traktu a jater. (Atkins et al., 2006)

Sunitinib inhiboval autofosforylaci receptoru FLT3 v bunééné linii MV4-11 a zaroven
negativné ovlivnil fosforylaci proteini ERK a AKT. Tyto uc¢inky vykazoval
po jednohodinovém piisobeni v koncentraci 10 - 40 nmol.I. Ve stejné bunééné linii
plsobil apoptdzu bunék pii koncentraci inhibitoru 20 &i 40 nmol.I™2. Inhibitoru byly buiiky
vystaveny 48 hodin. Inhibiéni G¢inek sunitinibu na proliferaci bunék s mutantni
FLT3-ITD je mozné podpofit pouzitim RADOOI, inhibitoru mTORC2. Tento analog
rapamycinu byl aplikovan na bunky linie MV4-11 a EOL-1, experimenty na obou liniich
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poskytovaly srovnatelné vysledky. Uéinek samotného RADO0I na buiiky byl
zanedbatelny, samotny sunitinib proliferaci bun¢k inhiboval. Pouzitim obou latek

soucasné v8ak byla inhibice buné¢né proliferace vyrazné zesilena. (Ikezoe et al., 2006)

2.5.2.1.3 Lestaurtinib

Lestaurtinib je inhibitor FLT3 difive znamy jako CEP-701. Strukturné je lestaurtinib
derivatem indolkarbazolu K252a. (obrazek ¢. 7C) Puvodné byl vytvoien za ucelem
inhibice neurotropinového receptoru TrkA (ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin
kinasa, EC 2.7.10.1) k 1écbé rakoviny prostaty. (George et al., 1999; Acharya et al., 2022)
Pozdg&ji byl navrzen k vyuziti jako inhibitor FLT3. (Knapper, 2007) 1Cso pro FLT3-ITD
je 8,6 nmol.I"%, pro FLT3-D835Y 9,8 nmol.I"t. Krom inhibice TrkA je G¢inny také proti
JAK2, JAK3, TrKB a TrKC (ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin Kkinasa,
EC 2.7.10.1). (Larrosa-Garcia & Baer, 2017).

V klinické studii byl lestaurtinib podavan peroralné 17 pacientim s nevylécitelnou
nebo recidivni AML. U 5 pacientll s nevylécitelnou AML doslo k vyraznému sniZeni

mnozstvi nezralych krevnich bunék v kostni dfeni a periferni krvi. (Smith et al., 2004)

2.5.2.2 Inhibitor druhé generace

2.5.2.2.1 Crenolanib

Crenolanib (CP868596) je selektivni inhibitor vii¢i PDGFRp, vaze se vSak i ke kinasam
tridy III, vCetné FLT3. Strukturné je crenolanib benzamidin chinolonovym derivatem.
(Acharya et al., 2022) (obrazek ¢. 7D) ICso pro FLT3-1ITD ma hodnotu 57 nmol.I7,
pro FLT3-D835Y pak 58 nmol.I"%. (Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Crenolanib je pravé ve fazi III testovani ucinnosti 1é€by ve spojeni s chemoterapii.
(Acharya et al., 2022) Vyhodou crenolanibu je schopnost inhibovat cile, které jsou
ke quizartinibu a sorafenibu rezistentni. Je tak ucinny proti riznym substitucim
v FLT3-ITD/D835 ¢i FLT3-D835. Vici mutacim FLT3-ITD/F691L pak vykazuje
snizenou aktivitu. Tyto inhibi¢ni schopnosti, charakteristické pro inhibitory typu I,
potvrzuji jeho zatazeni K inhibitordm I. typu.

Cilem syntézy novych potencidlnich inhibitori je vyvinout latky, které budou
specifické pro konkrétni receptor a k ostatnim receptorim budou inertni. Takovéto
inhibitory by pak vykazovaly niz$i toxicitu pii procesu krvetvorby. Crenolanib je
vyznamny dostate¢nou selektivitou k FLT3 a vyrazné nizsi uc¢innosti K CD117 a dalSim

receptorim. Pro buniky linie TF-1 s receptorem CD117 je méné toxicky, protoze ma velmi
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slaby uc¢inek v redukci fosforylace receptoru CD117. Tim je vyrazné omezena moznost
ovlivnéni krvetvorby. (Smith et al., 2014; Warkentin et al., 2014; Galanis et al., 2014)

2.6 NOVE PRISTUPY CILENE INHIBICE FLT3

2.6.1 FF-10101

FF-10101 (obrazek ¢. 8) je potencialnim lé¢ivem AML, které vynika tvorbou kovalentni
vazby s cysteinovym zbytkem na pozici 695 (C695) receptoru FLT3. To umoziiuje
blokaci nejen FLT3-ITD, ale téz FLT3-TKD mutaci. Vyznamny je inhibi¢ni G¢inek
na sekundarni mutace D835 a F691, znamé rezistenci naptiklad vic¢i quizartinibu.
FF-10101 vykazuje vyssi selektivitu vic¢i FLT3 v porovnani s ostatnimi kinasami.
(Yamaura et al., 2018)

V misté 693 receptoru FLT3 se nachéazi tyrozin (Y693), ktery diky interakci
aromatického zbytku s FF-10101 umoziiuje spravnou orientaci inhibitoru k C695
tyrozinkinasy. Substituci cysteinu za tyrozin Y693 (Y693C) je zabranéno vzniku
kovalentni vazby FF-10101 s FLT3, a tak se zvySuje rezistence FLT3 k potencidlnimu
lé¢ivu. V piipadé substituce tyrozinu za fenylalanin (Y693F) nebo serin (Y693S) bylo
zjisténo nasledujici. Bunky se substituci Y693F si diky aromatickému zbytku
fenylalaninu zachovaly citlivost k FF-10101, zatimco bunky obsahujici serin (Y693S)
byly vi¢i FF-10101 rezistentni. Experiment tedy naznacuje, ze jakakoli zdména tyrozinu
za nearomatickou aminokyselinu v mist¢ 693 zpusobi rezistenci k FF-10101 vlivem

nespravné orientace FLT3. (Ferng et al., 2022)

Obrazek &. 8: Struktura inhibitoru FF-10101
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Pti pouziti ve stejné koncentraci jako gilteritinib toto potencidlni 1é¢ivo vykazuje vyssi
miru cytotoxicity. (Ferng et al., 2022) Béhem experimentll na mysich bylo u¢inngjsi
podani FF-10101 v davce 5 mg/kg dvakrat denné nez aplikace 10 mg/kg jednou denné.
(Yamaura et al., 2018)

Tento kovalentni inhibitor vSak nevykazuje jen pozitivni vlastnosti. Jeho nevyhodou
je neschopnost inhibovat NRAS mutantni formy bunék, u nichz pasobi jen mirnym
potlacenim proliferace. Takovéto buiky totiz aktivuji MAPK drédhu pfispivajici

k zachovani jejich ¢innosti. (Ferng et al., 2022)

2.6.2 PROTAC

Nad¢jnym pfiistupem, ktery by mohl piekondvat limity momentdlni AML 1éCby je
vytvoreni heterobifunkéniho chimérického konjugatu (PROTAC), konceptu znamého
od roku 2001. (Huang et al., 2018) Konjugat se sklada z hlavice vazajici se na cilovy
protein buiiky. (Rezni¢kova et al., 2022) K ni je pfes linker napojen ligand umozitujici
ptiblizeni E3 ligasy, tou je vétsinou CRBN nebo VHL. Typ hlavy komplexu i délka
linkeru maji vyznamny vliv na u¢innost PROTAC. (Huang et al., 2018) Nasledné dochazi
k polyubikvitinaci cilového proteinu a jeho proteosomové degradaci, diky niz je mozné
u¢inné blokovat veskeré jeho funkce. (Reznickova et al., 2022)

Vyhodou PROTAC je moznost aplikovat jej v nizkych koncentracich. Vlivem vyssi
specificity inhibuje méné ostatnich proteinil, takze neni ve srovnani s bézné pouzivanymi
inhibitory tak silné toxicky. Pouzitim v podobé komplexu navic Casto vykazuje vyssi
u¢innost nez samotny inhibitor. (Burslem et al., 2018)

Prvni PROTAC cileny na FLT3 byl vyvinut roku 2018. (Burslem et al., 2018) Byl
tvofen quizartinibem, pies linker propojenym s VHL ligandem. Nasledné byla potvrzena
ucinnost na bunééné linii MV4-11 i Molm-14. Nevyhodou tohoto konkrétniho komplexu
je neschopnost indukovat degradaci cilového proteinu v pfipad€ inverze stereocenter
hydroxyprolinu VHL. Toto omezeni by se mohlo projevit pfi aplikaci v zivém organismu.
(Burslem et al., 2018) V roce 2018 byl vyvinut také PROTAC zaloZeny na struktuie
quizartinibu, propojeného ptes linker s pomalidomidem. Pomalidomid zde slouzi jako
ligand pro CRBN ubikvitin ligasu. (Huang et al., 2018)

Prestoze mize mit PROTAC oproti nekonjugovanému quizartinibu az pétkrat nizsi
aktivitu, je jeho pouziti namisto quizartinibu celkové vyhodné&jsi. (Burslem et al., 2018;
Huang et al., 2018)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

3.1.1 Chemikalie

- 2-merkaptoethanol (> 97%, Serva, Némecko)

- akrylamid - AA (VWR, USA)

- aprotinin, lyofilizovany (Merck, Némecko)

- bovinni sérovy albumin — BSA (VWR, USA)

- bromfenolova modi (Merck, Némecko)

- Coomassie Brilliant Blue G-250 (Merck, Némecko)

- dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody (Lachema, Ceska republika)

- dimethylsulfoxid (DMSO), pro bunééné kultury (Merck, Némecko)

- dithiotreitol (DTT) (Roche, Némecko)

- dodecylsiran sodny (SDS) (> 98%, Lach-Ner, Cesk4 republika)

- ethanol 96% (Lach-Ner, Ceska republika)

- fenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (Merck, Némecko)

- fetalni bovinni sérum (FS) (Biowest, Francie)

- fluorid sodny (> 98%, Lach-Ner, Ceska republika)

- glycerol (PENTA, Ceska republika)

- glycin (> 99%, Merck, Némecko)

- hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Penta, Ceska republika)

- hydroxid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

- chemiluminiscenc¢ni kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate a
West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate (Thermo Fisher Scientific, USA)

- chlorid draselny (> 99%, Lachema, Ceska republika)

- chlorid hote¢naty (hexahydrat, > 98%, Lach-Ner, Ceska republika)

- chlorid sodny (Penta, Ceska republika)

- kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (HEPES) (> 98%, Merck,
Némecko)

- kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (> 98,5%, Merck, Némecko)

- kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova (EGTA) (>
97%, Merck, Némecko)
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- kyselina fosforeéna 85% (PENTA, Ceska republika)

- kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, Ceska republika)

- kyselina octova 99% (Lach-Ner, Ceska republika)

- leupeptin, lyofilizovany (Merck, Némecko)

- L-glutamin, pro buné¢né kultury (Merck, Némecko)

- marker molekulovych hmotnosti proteini Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (ThermoFisher, USA)

- médium Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Biowest, Francie)

- N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (= 99%, Merck, Némecko)

- N,N'-methylenbisakrylamid (BIS) (> 98%, Merck, Némecko)

- Nonidet P 40 (Fluka, Svycarsko)

- orthovanadi¢nan sodny (Merck, Némecko)

- penicilin-streptomycin v 0,9% NaCl, pro buné¢né kultury — 10 000 U/ml penicilinu
a 10 mg/ml streptomycinu (Merck, Némecko)

- peroxodisiran amonny (APS) (= 98%, Merck, Némecko)

- PIPES (MP Biomedicals, Cina)

- Ponceau S (Serva, Némecko)

- propidium jodid (= 98%, Merck, Némecko)

- Substrat pro kaspasovy test: Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin
(Ac-DEVD-AMC), A1086 (Enzo Life Sciences, Svycarsko)

- tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (> 99% Serva, Némecko)

- Triton X-100 (Merck, Némecko)

- Tween 20 (Merck, Némecko)

3.1.2 Roztoky

- APS:10%

- Blokovaci roztok: 5% BSA v TBS s 0,1% Tween 20

- Blotovaci puft: 25 mmol 1"t Tris; 192 mmol 17 glycin; v dH-0

- Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% (v/v)
EtOH; 8,5% (v/v) H3PO4; v dH20

- Elektroforeticky délici gel (10% AA+Bis): 3,125 ml AA+Bis, 2,67 ml dH20, 3,5 ml
Tris 8,8, 94 ul 10% SDS, 6,25 ul TEMED, 37,5 ul 10% APS

- Elektroforeticky délici gel (15% AA+Bis): 4,69 ml AA+Bis, 1,11 ml dH20, 3,5 ml
Tris 8,8, 94 ul 10% SDS, 6,25 ul TEMED, 37,5 ul 10% APS
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- Elektroforeticky zaostfovaci gel (5% AA+Bis): 0,84 ml AA+Bis, 3,51 ml dH20,
0,63 ml Tris 6,8, 50 ul 10% SDS, 5 ul TEMED, 30 pl 10% APS

- Fosfatovy pufr (PBS): 137 mmol-1? NaCl; 2,7 mmol-I?* KCI; 1,5 mmol-I?
KH,POs; 6,4 mmol 1t NazHPO4.12H,0; pH = 7,4

- Kultivaéni médium RPMI 1640 doplnéno: 10% (v/v) fetdlni bovinni sérum;
penicilin 100 U-ml%; streptomycin 0,1 mg-ml™; 2 mmol-1"? L-glutamin

- Lyzaéni pufr: 10 mmol-1"1 HEPES; 5 mmol- 1"l KCI; 1,5 mmol-1* MgCly;
1 mmol-I* EDTA; 1 mmol-I" EGTA; 0,5% (v/v) Nonidet P40; v dH-0, pH = 7,4.
Pfed pouzitim pfiddano 1 mmol-1"* NaF; 1 mmol-1"* PMSF; 1 mmol-1"* Na,VOs;
1 mmol 1" DTT; 2 pg-ml* aprotinin; 0,5 pg-ml* leupeptin; v dH.0

- Reakéni pufr pro fluorimetrické stanoveni aktivity kaspasy 3/7: 25 mmol-1™
PIPES/KOH; pH = 7,3, 2 mmol-1"? EGTA, 2 mmol-1"? MgCI2, pfed pouzitim
pfiddn: 5 mmol-1"t DTT, 100 umol-1"! substrat Ac-DEVD-AMC v DMSO

- Roztok akrylamidu (AA+Bis): 30% (w/v) akrylamid + 0,8% (w/v) bisakrylamid
v dH>0

- Roztok Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 1% (v/v) kyseliné octové v dH20O

- SDS:10%

- Tris — pufr s Tweenem (TBS-T): k TBS ptidavek 0,05% (v/v) Tween 20

- Tris-glycinovy elektrodovy pufr: 25 mmol-17 Tris; 192 mmol-17* glycin; 0,1% SDS
(w/v); v dH20; pH = 8,3

- Tris-HCI pH 6,8: 1 mol-1"t Tris v dH,0; konc. HCI upraveno pH na hodnotu 6,8

- Tris-HCI pH 8,8: 1 mol-I"t Tris v dH,0; konc. HCI upraveno pH na hodnotu 8,8

- Tris-pufr (TBS): 20 mmol 1! Tris; 137 mmol-1" NaCl; v dH20; pH upraveno
pomoci koncentrované HCI na vyslednou hodnotu 6,8

- Vzorkovaci pufr (5x): 0,3 mol-I"* Tris pH = 6,8; 10% (w/v) SDS; 50% (v/v)
glycerol; 0,05% (w/v) bromfenolova modi; 5% (v/v) 2-merkaptoethanol

3.1.3 Biologicky material

Bunécna linie odvozena od akutni myeloidni leukemie MV4-11 pivodem ze CLS Cell
lines service GmbH (Némecko). Bunécnéd linie odvozend od akutni lymfoblastické
leukémie Jurkat plivodem z Leibniz Institute DSMZ-German Collection

of Microorganisms and Cell Cultures GmbH (Némecko).
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3.1.4 Protilatky

Seznam pouzitych protilatek a jejich specifikace je uveden v tabulce ¢. 1 a tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 1: Seznam pouzivanych primarnich protilatek s popisem cile, molekulové hmotnosti,
zdroje a klonu, vyrobce, fedéni

. , Molekulova Protilatka , “ o .
Nazev cile hmotnost (kDa) Klon/zdroj Vyrobce Redéni
kralic¢i Cell Signalling .
FLT3 130, 160 monoklondlni (USA) 1:500
pFLT3 krali¢i Cell Signalling .
(Y589/Y591) 130, 160 monoklonalni (USA) 1:500
krali¢i Cell Signalling .
STATS %0 monoklonalni (USA) 1:500
kralic¢i Cell Signalling .
pSTATS (Y694) 90 monoklonalni (USA) 1:500
krali¢i Cell Signalling
1 .
Erk %% 42, 44 polyklonalni (USA) 1:500
PErk 2 kralic¢i Cell Signalling )
(T202/Y204) 42,44 polyklonalni (USA) 1:500
krali¢i Cell Signalling .
PARP-1 113, 89 polyklonalni (USA) 1:1 000
Kaspasa 7 krali¢i Cell Signalling .
fragment 20 polyklonalni (USA) 1:500
Dr. B. Vojtések
mysi (Masaryktv )
PCNA 37 monoklonalni onkologicky 1:500
ustav)

Tabulka €. 2: Seznam pouzivanych sekundarnich protilatek s popisem vyrobce a fedéni

Protilatka Vyrobce Redéni
HRP-konjugovana praseci Ig . . )

proti kralici Ig (SWAR) Cell Signalling (USA) 1:1 000
HRP-konjugovana krysi Ig . . .

proti my3i Ig (RAM) Cell Signalling (USA) 1:1 000

3.1.5 Inhibitory

V experimentalni casti bakaldiské prace byly testovany biologické ucinky nového
imidazopyridazinového FLT3 inhibitoru LGR8498, ktery byl pfipraven dr. Petrou
Bichovou z Ustavu organické chemie a biochemie (UOCHB) v Praze. Chemicka
struktura a Cistota této latky byla potvrzena pomoci standardné pouzivanych fyzikalné-
chemickych metod v UOCHB. Z davodu piipadné piipravy patentové piihlasky nebude
struktura testované latky LGR8498 v bakalarské praci uvedena.
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Jako referencni latky byly v experimentech pouzivany komeréné dostupné slouceniny

quizartinib (MedChemExpress, USA), bortezomib (Merck, Némecko) a doxorubicin
(Merck, Némecko).

Vsechny studované latky byly rozpustény v DMSO a dale dle potfeby fedény

do kultiva¢niho média. Vysledna koncentrace DMSO v bunéénych experimentech nikdy

nepiesahla koncentraci 0,1 %.

3.1.6 Pristrojové vybaveni a prislusenstvi

aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,
USA)

blokovany termostat MBR 250 (Thermo Fisher Scientific, USA)

blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, USA)

CCD kamera s ptislusenstvim Luminescent image analyzer LAS-4000 (Fujifilm,
Japonsko)

centrifuga BR4i (Jouan, Francie)

CO2 inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

flowbox B10O130 A2 — 11 BSC (Alpina, Polsko)

fluorescencni reader pro mikrotitracni desticky Fluoroskan Ascent (Labsystems
Diagnostics, Finsko)

hlubokomrazici box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick Scientific,
USA)

inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

kyvacka Mini-Rocker Shaker, MR-1 (Biosan, Loty$sko)

lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr, Némecko)

magnetickd michacka RCT Basic (IKA, Némecko)

mikrocentrifuga iFuge M08 (Neuation, Indie)

odsava¢ FLASK-TRAP 2i (Biosan, LotySsko)

pritokovy cytometr BD FACSVerse (BD Biosciences, USA)

spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

stolni centrifuga Centrifuge 5702 R (Eppendorf, Némecko)

ttepatka VORTEX WIZARD (VELP Scientifica, Italie)

vaha 440-33N (Kern, Némecko)

vaha EMS (Kern, Némecko)

zdroj pro SDS-PAGE PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)
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Pouzivané spotiebni zbozi: sterilni zkumavky o objemu 10 ml a 15 ml (GAMA
GROUP, Ceska republika), sterilni Petriho misky s primérem 10 cm a 5 cm (TPP,
Svycarsko), mikrozkumavky 0,6 ml, 1,5 ml, 5 ml (Eppendorf, Némecko), nitrocelulosova
membrana pro western blot (Bio-Rad, USA), Biirkerova komtirka (Meopta, Ceska
republika).

Pouzivané bézné laboratorni vybaveni: kddinky, zkumavky, odmérné vélce, sklenéné
ty¢inky, chemické Izi¢ky, vazenky, Spicky, stficky, stojany na mikrozkumavky

a zkumavky, odmérné valce, skalpely, pinzety apod.

3.2 METODY

3.2.1 Kultivace nadorovych bunék a sklizeni

Béhem experimentu byly pouzity buriky linie MV4-11 a Jurkat. Bunky byly kultivovany
Vv kultivaénim médiu RPMI 1640 obsahujicim 10% fetalni sérum, penicilin (100 U.ml™?),
streptomycin (0,1 mg.ml™) a glutamin (2 mmol.I"Y). Kultivace probihala pii 37 °C, 100%
vlhkosti vzduchu v atmosféie s 5% oxidem uhli¢itym.

Pro biologické experimenty byly buriky vysazeny do Petriho misek v po¢tu 7 miliont
bunék v 8 ml kultivaéniho média pro proteinovou analyzu a 2 miliony bunék v 5 ml
kultivaéniho média pro cytometrickou analyzu. Builkky byly ovlivnény testovanymi
inhibitory po dobu 1 nebo 24 hodin. Inhibitory (quizartinib a LGR8498) byly ve vSech
provedenych experimentech aplikovany v koncentracich 0 nmol.I"t (CTRL), 0,2 nmol.I*,
1 nmol.I%, 5 nmol.I"%, 25 nmol.It, 125 nmol.I. Rozpoustédlem pro fedéni protilatek bylo

DMSO, které bylo aplikovano v odpovidajicim mnozstvi do kontrolnich vzorkd.

3.2.2 Lyzace bunék

Buiiky urcené k immunoblotting prochazely diky ptsobeni lyza¢niho pufru po dobu
30 minut procesem lyzace. Nasledné byly vzorky 30 minut centrifugovany pii teploté
4 °C, zrychleni 17 000 g a odebrany supernatant byl pouzit ke stanoveni koncentrace
proteini Bradfordovou metodou. Ke kvantifikaci bylo vyuzito spektrofotometrické
detekce pti vinové délce 595 nm.

pufrem. Ke vzorkim byl pfidan 5x SDS pufr, s nimZz byly vzorky vortexovany

a zahtivany 5 minut v termobloku pii 95 °C. Po zahtati byly zamraZzeny na -20 °C.

26



3.2.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za denaturacnich podminek, western
blotting a imunodetekce

Rozehiaté vzorky (3 minuty pii 95 °C) byly separovany v polyakrylamidovém gelu.
Pro separaci byly pouzity dva rizné koncentrované délici gely. Gel s 10% a 15%
zastoupenim AA+Bis a 5% zaostiovaci gel. Sitka viech geli byla 1 mm. Separace byla
urychlena pruchodem elektrického proudu. Napéti 80 V bylo aplikovano béhem
pruchodu vzorkt zaostfovacim gelem, poté bylo napéti zvyseno na 120 V. Po prichodu
vzorki celym gelem byla separace ukoncena.

Pii western blottingu, zajist'ujicim pienos elektroforeticky rozdélenych proteint z gelu
na nitrocelulozovou membranu, bylo pouzito napéti 280 mA. D¢&j probihal 3 hodiny
za chlazeni, po 1,5 hodin¢ byla vyménéna nadoba s ledem.

Po western blottingu byla membrana vloZena do roztoku Ponceau S, pomoci néhoz
doslo k reverzibilnimu obarveni proteint. Nasledné byly z membrany pomoci markeru
molekulové hmotnosti vyfiznuty pruhy se studovanymi proteiny. Ty pak byly podrobeny
immunoblottingu. Byly vlozeny do 4% roztoku BSA v TBS s Tween 20, kde se po dobu
1 hodiny membrana blokovala proti nespecifickym vazbam protilatek. Po zablokovani
byla membrana oplachnuta v 1x PBS. Primarni protilatka byla nafedéna v roztoku BSA.
Membrany byly s protilatkou inkubovany Vv lednici pfes noc. Po ukonceni inkubace byla
membrana promyvana vV TBS a TBS s 0,1% Tween 20. V roztoku BSA byla nafedéna
sekundarni protilatka. Se sekundarni protilaitkou byly membrany inkubovany
pii laboratorni teploté¢ po dobu 1 hodiny. Inkubaci nasledovalo promyvani membrany
v TBS a TBS s 0,1% Tween 20.

Pro chemiluminiscen¢ni detekci byly membrany pokryty smési peroxidu vodiku
a luminolu (1:1). Signal chemiluminiscence byl nasledné detekovan pomoci CCD kamery
LAS-4000 v riznych casovych intervalech. Zaznam byl zpracovan programem Multi

Gauge 2.2 (Fujifilm, Japonsko).

3.2.4 Analyza bunééného cyklu pritokovou cytometrii

Bunky byly nejprve promyty PBS, nésledné resuspendovany ve 100 pl PBS a zafixovany
70% etanolem, ktery byl za pomalého michani postupné prikapavan. Zkumavky
s buitkkami byly zamraZeny a déle pouZity pfi analyze bunééného cyklu.

Zamrazené buiiky byly centrifugovany (8 minut, teplota 4 °C, 1 000 g) a suspendovany
v PBS. Po dalsi centrifugaci byl supernatant opét odsan a bunky byly suspendovany

v 600 pl pfedem pfipravené smési PBS a propidium jodidu, vyslednd koncentrace
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propidium jodidu byla 0,01 mg.mlt. Vzorky byly inkubovany 30 minut ve tmé
za obCasn¢ho promichani. Po uplynuti 30 minut byly vzorky podrobeny analyze
bunécného cyklu. Pratokovy cytometr vyuzival excitacni laser s vinovou délkou 488 nm,

emitované zafeni mélo délku 560 nm a vyssi. Vysledky byly zpracovany programem

ModFit LT 5.0 (Verity Software House, USA).

3.2.5 Fluorimetrické stanoveni aktivity kaspasy 3/7

Bunééné lyzaty, ziskané béhem lyzace bunck pro immunoblotting, byly pipetovany
do mikrotitra¢ni desticky v mnozstvi 15 pg na jamku. Do kazdé jamky bylo ptfidano
100 pl reakéniho pufru pro stanoveni aktivity kaspasy 3/7 (kaspasa-3, EC 3.4.22.56,
kaspasa-7, EC 3.4.22.60). Takto pfipravené vzorky byly inkubovany ve tmé (4 hodiny,
25 °C). Nakonec byla zmeéfena fluorescence readerem pro mikrotitracni desticky

Fluoroskan Ascent (Labsystems Diagnostics, Finsko).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 ANALYZA BUNECNEHO CYKLU PRUTOKOVOU CYTOMETRII

Bunéény cyklus je délen do Ctyf fazi, faze G1, S, G2, M. Klidovy rezim buiky je pak
oznacovan jako faze G0. Kazda faze ma své typické rysy. Hlavnim rysem S faze je
vyznamny narist mnozstvi DNA vlivem replikace. Mnozstvi DNA se vSak méni
charakteristicky s jednotlivymi fazemi, a pravé toho je mozné vyuzit k uréeni faze
buné¢ného cyklu pomoci pratokové cytometrie. V takzvané subGl fazi (debris)
se vyskytuji buiiky, které prosly bunéénou smrti.

Pratokovy cytometr je pfistroj umoziujici analyzu jednotlivych bunék v kratkém
Casovém useku. Vzorek je v ném ozafovan paprskem, ktery je rozptylen nebo lomen
do strany. Piimy rozptyl svétla je zaznamenan detektorem, poskytujicim informaci
0 velikosti ozafované Castice. Bo¢ni rozptyl svétla zaznamenava detektor, monitorujici
strukturni charakter castice. Detektory mohou byt uzptisobeny pro praci s fluorescenénim
zatenim. Toho se vyuziva pti kvantifikaci DNA, kterou je mozné znacit fluorescenénim
interkala¢nim ¢inidlem, propidium jodidem.

Experimenty byly provadény na dvou lidskych nadorovych bunéénych liniich, linii
MV4-11 a Jurkat. MV4-11 je linie odvozena od akutni myeloidni leukemie s FLT3-ITD
mutaci. Vzhledem ke znamé zavislosti této linie na FLT3 zpisobuje inhibice této kinasy
inhibici podtizenych drah FLT3, inhibici bunétné proliferace, a nakonec i fizenou
bunéénou smrt. (Auclair et al., 2007) Pro srovnani byla vybrana linie Jurkat, odvozena
od akutni lymfoblastické leukemie. U této linie neni popsana zadna aktivaéni mutace
v genu FLT3, tudiz by tyto buniky nemély byt k cilené inhibici FLT3 citlivé.

Linie byly po dobu 24 hodin podrobeny pusobeni dvou FLT3 inhibitort
0 koncentracich 0 nmol.I* (CTRL), 0,2 nmol.I%, 1 nmol.I?, 5 nmol.I%, 25 nmol.I*,
125 nmol.I"Y. FLT3 inhibitory jsou schopné svym piisobenim indukovat zablokovani
bunécného cyklu FLT3 zavislych bunék v G1 fazi. (Cilibrasi et al., 2022) Jednim
Z pouzitych inhibitor byla nové syntetizovana latka LGR8498, u niz byla v nasi
laboratofi jiz dfive potvrzena ucinnost vii¢i FLT3-1TD mutaci. Pro srovnani biologickych
ucinkll nové latky byl pouzit komeréné dostupny inhibitor, quizartinib. Ten je znamy
inhibici bunécné proliferace a schopnosti iniciace apoptozy bunck linie MV4-11 ¢i
Molm-14 vlivem inhibice mutovaného receptoru FLT3. (Kampa-Schittenhelm et al.,
2013)
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Obrazek ¢. 9: A) Cytometrickd analyza bunck linie MV4-11 po vystaveni vlivu LGR8498
po 24 h. B) Graf znazorfjici procentualni zastoupeni bun€k v jednotlivych fazich bunétného
cyklu po ptisobeni LGR8498.

Analyza bunééného cyklu linie MV4-11 po ovlivnéni latkou LGR8498 (obrazek ¢. 9)
prokazala, Ze se zvySujici se koncentraci testované latky dochazi k postupnému zvySovani
poctu bunek v G1 fazi bunécného cyklu za souc¢asného poklesu poctu bunék v S a G2/M
fazi. Zatimco kontrolni vzorek mél zastoupeni bun¢k v G1 fazi 53 %, plsobenim
5nmol.I koncentrace LGR8498 doslo k navyseni poétu bungk v G1 fazi téméF na 60 %.
Vyznamny nérist poétu bunék v G1 fazi je zjevny pii 25nmol.I"! koncentraci latky, kdy
se v G1 fazi vyskytuje ptes 80 % testovanych bunck. Po plisobeni nejvyssi testované
koncentrace (125 nmol.I) se zastoupeni bungk v G1 fizi bliZilo téméf 95 % a je rovnéz
patrné nejvyssi zastoupeni bunék v subG1 fazi bunééného cyklu (téméf 20 %), coz by

mohlo naznacovat indukci bunééné smrti.

30



2

CTRL 0,2

POCET BUNEK
POCET BUNEK

OBSAH DNA

2]
Ll

%

OBSAH DNA

Jurkat/LGR8498 (nmol.I"")/24 h

1 5 125

25

| pocenumex
poceTRUNEK
.PO_CV:E.T ?UI.\IE‘I‘(
?oléz:r I{UNEI’(

ousamona ansamona ontan ona onsai oA
100
90
80
70
60
G2/M
s
Gl

X debris

50
40
30
20

10

x X
o X x
0’} 9 ,‘:9 Vel

X
& A

<

koncentrace (nmol.l7)

Obrazek ¢. 10: A) Cytometricka analyza bunék linie Jurkat po vystaveni vlivu LGR8498 po 24 h.
B) Graf znazorfiujici procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu

po pusobeni LGR8498.

Analyzou bunééného cyklu linie Jurkat po ovlivnéni latkou LGR8498 (obrazek ¢. 10)

bylo zjisténo, Ze se zvySujici se koncentraci testované latky nedochazi k zadnym

vyznamnym zménam v distribuci analyzovanych bunék v jednotlivych fazich bunééného

cyklu. Rovnéz zastoupeni bunék v subG1 fazi vykazuje ve vSech analyzovanych vzorcich

jednotkové zastoupeni, proto nelze uvazovat o vlivu testované latky na indukci bunééné

smrti.

Zéaveérem lze potvrdit ucinnost latky LGR8498 v nanomolarnich koncentracich vici

linii MV4-11, vyznacujici
LGR8498 neucinna.

se ptitomnosti FLT3-ITD mutace. VUi linii Jurkat je latka

31



MV4-11/quizartinib (nmol.l")/24 h
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Obrazek ¢. 11: A) Cytometricka analyza bunék linie MV4-11 po vystaveni quizartinibu po 24 h.
B) Graf znazorfiujici procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu
po pusobeni LGR8498.

Pro srovnani u¢innosti LGR8498 byl jako standard zvolen klinicky testovany inhibitor
FLT3, quizartinib (obrazek ¢. 11). Bylo zjisténo, Ze se zvySujici se koncentraci testované
latky dochazi k vyraznému zvySovani poctu bunck v Gl fazi bunééného cyklu
a soucasnému snizovani poc¢tu bunék v Sa G2/M fazi. Zastoupeni bun¢k v G1 fazi
buné&¢ného cyklu v kontrolnim vzorku bylo 58%, tato hodnota je srovnatelna
s experimentem pro latku LGR8498. Jiz pii koncentraci quizartinibu 0,2 nmol.I" narostla
hodnota zastoupeni bunék v G1 fazi pfiblizné o 10 %. Pii 1nmol.I'? koncentraci
quizartinibu bylo pozorovano vyznamné navySeni mnozstvi bun¢k v G1 fazi na 90 %
bunék. Piisobenim 5nmol.I"! koncentrace quizartinibu narostlo mnozstvi bunék v G1 fazi
priblizné na 95 % a tato hodnota ziistala neménnd i pfi vyssich koncentracich (25 nmol.I"!
a 125 nmol.I"). Se zvysujici se koncentraci quizartinibu se zvysuje také pocet bunék
v subG1 fazi. Narist o 10 % je zjevny mezi koncentracemi 0 nmol.I'* a 0,2 nmol.I™%.
Zastoupeni bunék subG1 faze je po pilisobeni quizartinibu v koncentraci 0,2 nmol.I*
alnmoll? téméf srovnatelné. Daldi nariist vpoctu bundk subGl faze nastal
pfi koncentraci 5 nmol.I", kde mnoZstvi bunék dosahuje srovnatelné se 125nmol.I*

koncentraci t¢émét 30 %. Jelikoz jsou tyto dv€ hodnoty shodné, mirny propad v mnozstvi
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buné&k subGl faze pti 25nmol.I"! koncentraci je piisuzovan experimentalni chybg.
Zatimco kontrolni vzorek mél zastoupeni bunck v subGl fazi témét 10%, vzorek
po ovlivnéni quizartinibem v nejvyssi testované koncentraci (125 nmol.I™Y) mé zastoupeni
bun€k v subGl1 fazi téméi 30%. To by mohlo znacit indukci bunééné smrti. Inhibice
bunééné proliferace quizartinibem byla pozorovana i na builkkdch linie Molm-14
S FLT3 - ITD mutaci. Quizartinib vSak na této linii neptsobi tak silnym antiproliferacnim
ucinkem jako na linii MV4-11. (Sexauer et al., 2012)

Pii analyze buné¢ného cyklu linie Jurkat po ovlivnéni quizartinibem (obrazek ¢. 12)
0 vybranych koncentracich nedochdzelo k zadnym vyznamnym zménam v poctu
bunék Vv jednotlivych fazich bunééného cyklu. Zastoupeni bunék v subG1 fazi zlstava
téméf neménné a nabyva hodnoty okolo 5 %, proto nelze uvaZovat moznost bunécné
smrti. Zvy$ena hodnota zastoupeni subG1 faze pti koncentraci 1 nmol.I je pouze chybou

méfeni, jelikoz hodnoty pro koncentrace 0,2 nmol.I"t a 5 nmol.I*! jsou shodné.
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Obrazek ¢. 12: A) Cytometricka analyza bunék linie Jurkat po vystaveni quizartinibu po 24 h.
B) Graf znazorfujici procentuélni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu
po pusobeni LGR8498.
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Timto byla potvrzena G¢innost quizartinibu v nanomolarnich koncentracich vaci linii
MV4-11, vyznacujici se pritomnosti FLT3-ITD mutace. VU¢i linii Jurkat je quizartinib
neaéinny. Vysledky analyzy byly porovnany s experimentem Cilibrasiho. V jeho
experimentu byly pouzity buiky stejné linie (MV4-11), které byly taktéz ovlivnény
quizartinibem, ptsobicim po dobu 24 hodin tak, jako tomu bylo ptfi méteni v této
bakalaiské praci. Calibrasim byla koncentrace quizartinibu pusobiciho inhibi¢né
nabunécny cyklus bunék linie MV4-11 smutantni FLT3-ITD stanovena
na 0,9 + 0,02 nmol.I"t. Méfeni v této bakalatské praci tedy koresponduje s publikovanymi
daty. (Cilibrasi et al., 2022)

Pfi porovnavani vlivu inhibitoru LGR8498 a quizartinibu na bunéény cyklus bunék
linie MV4-11 je jednozna¢né, Ze quizartinib ovliviiuje bunécny cyklus jiz pii nizSich
koncentracich. Vyznamngjsi vliv oproti latce LGR8498 vykazuje az do koncentrace
25 nmol.I"t. Pti koncentraci 125 nmol.I! je viak jejich schopnost zasahu do bun&ného
cyklu shodna.

Ackoli je quizartinib v tomto experimentu ucinngjsi, latka LGR8498 piesto dosahuje
vybornych vysledkt diky jeji u€innosti jiz pfi nanomolarnich koncentracich. Absence
zmén bunécného cyklu linie Jurkat po ovlivnéni LGR8498 naznacuji, Ze latka neovliviiuje
proliferaci bunék bez FLT3 mutace, a tudiz vykazuje dobrou selektivitu vaci FLT3-1TD

pozitivnim bunikam.
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4.2 ANALYZA EXPRESE PROTEINU POMOCI IMMUNOBLOTTINGU

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti prace, FLT3 ma vliv na mnozstvi podifizenych
signalnich drah. Analyzou vybranych proteint je tak mozné urcit, zda byla inhibice FLT3
uspés$na, ¢i nikoli. Na obrazku ¢. 13 je znazornéno schéma s nékterymi proteiny
podiizenych drah.

Immunoblotting byl provadén na linii MV4-11. Linie byla vystavena po dobu 1 hodiny
ptsobeni dvou FLT3 inhibitord o koncentracich 0 nmol.I* (CTRL), 0,2 nmol.I?},
1nmol.I'Y, 5 nmol.It, 25 nmol.I, 125 nmol.I%. Pouzitymi inhibitory byly latka
LGR®8498, pro srovnani sily inhibi¢niho u¢inku na linii MV4-11 byl pouzit komeréné
dostupny inhibitor quizartinib.

— FL'}'3-ITD \

Pl 3 K RAS PU.L,
STATS l RUNX1/AML1
cyklin D1, M E K
PIM-1, PIM-2 c-MYC,
p21
ERK
Faktory regulujici
apoptozu
Supresory bunééného C/EBPa
rustu 1
Antiapoptdza Abnormalni Blokace bunééné

bunéény rlst diferenciace

Obrazek ¢. 13: Nékteré z podiizenych drah kinasy FLT3. Zelen€ jsou vyznaceny studované
proteiny. (Takahashi, 2011), upraveno
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MV4-11/LGR8498 (nmol.I")/1 h
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Obrazek ¢. 14: Imunodetekce proteini z bunék linie MV4-11 vystavené pisobeni inhibitoru
LGR8498 (nmol.IY) po dobu 1 hodiny. PCNA slouzi jako kontrola rovnomérného naneseni
vzorkd.

Immunoblottingem na linii MV4-11 po ovlivnéni latkou LGR8498 (obrazek ¢. 14)
bylo prokazino nasledujici. PGsobenim 5nmol.I7 koncentrace latky LGR8498 doslo
K vyznamnému snizeni fosforylace FLT3 v mistech Y589/591, ktera jsou FLT3
autofosforylaénimi misty. Se zvySujici se koncentraci testované latky pak doslo
K uplnému vymizeni fosforylace FLT3. Koncentraéné-zavisly vliv plsobeni latky
LGR8498 byl zjevny i v piipadé podiizenych drah, MAPK/ERK a STATS5 drahy, kdy
byla pozorovéana vyznamna redukce miry fosforylace na Y694 proteinu STATS
1 T202/Y204 proteinu ERK1/2. Prestoze fosforylace proteinu STATS5 nebyla ani
pti 125nmol.I" koncentraci latky LGR8498 redukovéna tplné, byl pozorovan vyznamny
pokles fosforylace. Uplné vymizeni fosforylace proteinu ERK1/2 v misté T202/Y204
se projevilo ptfi 25nmol.I* a125nmol.I'! koncentraci. P#i koncentraci 5 nmol.I

fosforylace proteinu ERK1/2 znateln¢ poklesla.
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MV4-11/quizartinib (nmol.I)/1 h

0021 5 25125 0

: A FLT3
vl p-FLT3 Y589/591
— — -—
\«j ------ SrATS
b =2 o = p-STAT5 Y694
R ——— Erk 1/2
L e e e — ——

- p-Erk 1/2 T202/Y204

- - - PCNA

Obrazek ¢. 15: Imunodetekce proteind z bunck linie MV4-11 vystavené pisobeni komercniho
inhibitoru quizartinibu (nmol.I*) po dobu 1 hodiny. PCNA slouzi jako kontrola rovnomérného
naneseni vzorku.

Plisobenim 5nmol.I"t koncentrace quizartinibu na linii MV4-11 (obrazek ¢. 15) doslo
pti immunoblottingu ke  znatelné  redukci  fosforylace  receptoru  FLT3
v autofosforylac¢nich mistech Y589/591. Experiment Aikawy potvrzuje, ze pti del$im
pusobeni inhibitoru na bunécnou linii je fosforylace receptoru FLT3 inhibovéana jiz
pfi nizsich koncentracich quizartinibu. (Aikawa et al., 2020) Se vzrustajici koncentraci
inhibitoru se fosforylace snizovala natolik, ze pii 125nmol.I* koncentraci quizartinibu
bylo dosaZeno jeji tplné redukce. Stejn€ jako u latky LGR8498 bylo i1 zde pozorovano
koncentra¢né-zavislé puisobeni inhibitoru na fosforylaci podtizenych drah MAPK/ERK
a STATS. Vyznamngjsi pokles fosforylace se v misté Y694 proteinu STATS projevil
pii koncentracich 25 nmol.I't a 125 nmol.I"t. Jsou-li buiiky ovlivnény quizartinibem
0 jednu hodinu déle, je mozné docilit uplné redukce fosforylace proteinu STATS, a to jiz
pti 4nmol.1"t koncentraci. (Aikawa et al., 2020) Siteni fosforyla¢niho signalu na proteinu
ERK mirné pokleslo pti koncentracich 0,2 nmol.I%, 1 nmol.I"t a5 nmol.I"%. Uplné redukce
bylo dosaZzeno pouzitim 25nmol.I"t a 125nmol.I" koncentrace quizartinibu.

Védecka skupina Pratze prokazala inhibici autofosforylace na mutovaném receptoru
FLT3 pti 1nM koncentraci quizartinibu, takze potvrdila jeho uc¢innost v nanomolarnich

koncentracich. Vysledky Gi€innosti quizartinibu tedy koresponduji s publikovanymi daty.
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Dutvodem, pro¢ je v experimentu Pratze quizartinib u¢inny jiz pti 1nM, piestoze v této
praci u¢inkoval az pfi 5SnM koncentraci, je pravdépodobné pouziti odlisné bunééné linie,
Molm-14. (Pratz et al., 2010)

Quizartinib testovany na bunécéné linii MV4-11 byl porovnavan s dalSimi latkami
pro inhibici autofosforylace FLT3 mél pravé quizartinib, ktery byl aktivni v 1,1nmol.I*
koncentraci. Nasledovan byl lestaurtinibem (ICso = 1,5 nmol.I"Y) a poté sorafenibem
(1Cs0 = 2 nmol.I'1). (Zarrinkar et al., 2009)

Latka LGR8498 po plisobeni na bunécné linii MV4-11 a analyze proteiniti pomoci
immunoblottingu dosahuje vysledkd blizkych quizartinibu. Oba inhibitory plsobi
od 5nmol.I"t koncentrace postupny pokles fosforylace proteinu p-FLT3 Y589/591,
pii 125nmol.I" koncentraci pak pisobi jeji uplné vymizeni. Koncentraéné-zavisly vliv
pusobeni obou latek se projevil i1 v ptipadé podiizenych drah, MAPK/ERK a STATS
dréahy. Vyznamna redukce miry fosforylace byla pozorovana na Y694 proteinu STATS,
jakoz i na T202/Y204 proteinu ERK1/2. Vyznamnéjsiho snizeni fosforylace proteinu
STATS dosahuji inhibitory pii 25nmol.I"t a 125nmol.I* koncentraci. Uplné vymizeni
fosforylace na proteinu ERK1/2 se projevilo pii 25nmol.I* a 125nmol.I"* koncentraci

obou inhibitoru.

4.3 AKTIVACE APOPTOZY

Aktivace apoptozy byla nejprve studovana metodou immunoblottingu. Testovani
prob&hlo na bunééné linii MV4-11, jejiz vysledky nartstu poctu bunék v subG1 fazi
bunééného cyklu naznaCovaly moZnost iniciace apoptdzy. Proto byly testovany inhibitory
FLT3, pouzivané jiz pfi cytometrické analyze bunécného cyklu, tedy latka LGR8498
a quizartinib. Pro srovnani sily apoptotického ucinku byly vybrany dvé komeréné
pouzivané latky. Piestoze se latky li$i mechanismem inhibi¢niho uc¢inku, jejich piisobeni
vede ke stejnému cili, apoptoéze. Prvni latkou byl bortezomib, inhibitor proteasomu.
Inhibitory proteasomu blokuji funkéni proteasom, takze vV ném nedochazi k degradaci
proteini. Ubikvitinylované proteiny se hromadi v bufice, a tak vytvaii bunécny stres,
ktery nakonec vede ke spusténi apoptozy. (de Wilt et al., 2011) Druhou latkou byl
doxorubicin, inhibitor DNA topoisomeras Il (ATP-hydrolasa, EC 5.6.2.2) a b&ézn¢
pouzivané chemoterapeutikum. Doxorubicin zabraiiuje reparaci DNA po replikaci, coz
nasledné vede k apoptdze. (Swift et al., 2006) Pusobeni inhibitort byly buiiky vystaveny
po dobu 24 hodin.
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Analyzovan byl protein PARP-1 (NAD":poly(ADP-D-ribosyl)-akceptor ADP-D-
ribosyl-transferasa, EC 2.4.2.30) a jeho fragment slouzici jako marker apoptdzy. Hlavni
ulohou PARP-1 v bunice je oprava poSkozené DNA, PARP-1 se vsak podili také
na transkripci. Dojde-li v bunce k rozsahlému poskozeni DNA, je pro buniku energeticky
vyhodnéjsi spustit proces programované bunééné smrti. Jedna z moznych drah vedouci
k apoptoze je kaspasova kaskada. Protein PARP-1 je kaspasami $tépen na dv¢ Casti. VEtsi
z nich, zde oznacovana jako fragment PARP-1, ma velikost 89 kDA. (Chaitanya et al.,
2010) Dalsim analyzovanym proteinem byl fragment aktivni kaspasy 7 signalizujici
aktivaci kaspasové drahy.

Pii immunoblottingu na linit MV4-11 ovlivnéné latkou LGR8498 (obrazek ¢. 16)
se s koncentraci zvysuje také intenzita signalu pro fragment kaspasy 7. Stejny vysledek
muzeme pozorovat i pii pusobeni quizartinibu. Quizartinib v8ak indukuje apoptozu
ve srovnani s latkou LGR8498 0 stejné koncentraci G¢innéji. Zadny z testovanych FLT3
inhibitord vSak nezpusobil tak vyraznou aktivaci kaspasy 7 jako bortezomib
a doxorubicin, latky pouzité jako pozitivni kontroly. Stépeni PARP-1 koreluje ve viech
analyzovanych vzorcich s aktivaci kaspasy 7. Tym Gunawardanové provedl identické
testovani, v némz se shodovaly délka expozice quizartinibu i bunécna linie. Vysledkem
jejich prace bylo stépeni PARP-1 na aktivni PARP-1 fragment. V tomto se nase vysledky
shoduji. Diference se projevuje ve sniZeni intenzity signalu neaktivniho proteinu

wrwe

pouzitymi protilatkami. (Gunawardane et al., 2013)
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Obrazek ¢. 16: Analyza aktivace apoptdzy metodou immunoblottingu na linii MV4-11 ovlivnéné
po dobu 24 hodin latkou LGR8498, quizartinibem, bortezomibem (b) a doxorubicinem (d). PCNA
slouzi jako kontrola rovnomérného naneseni vzorki.

39



Latky LGR8498 a quizartinib poskytuji V iniciaci apoptozy bunck linie MV4-11
obdobné vysledky. Rozdilem je schopnost quizartinibu plsobit jiz v nizSich
koncentracich. S jejich narustajici koncentraci vzrusta jak mnozstvi aktivované
kaspasy 7, vedouci k aktivaci apoptozy, tak i mnozstvi fragmentu PARP-1, markeru
apoptdzy. Indukce apoptdzy je vsak velmi slaba.

Pro nezavislé ovéfeni spravnosti vysledktl ziskanych immunoblottingem byl déle
proveden kaspasovy test. Kaspasy jsou klicové enzymy apoptotické kaskady. Principem
stanoveni aktivity kaspasy 3/7 Vvtéto praci je proteolytické Stépeni kaspasoveé
specifického peptidu (Acetyl-DEVD) konjugovaného s fluorescencni latkou, 7-amido-4-
trifluormethylkumarinem (AMC). Proteolyticky odstépenou AMC je mozné detekovat
zafenim o vlnové délce 442 nm. Po interakci se zafenim emituje AMC fluorescenéni
signal délky 346 nm. Aktivita kaspasy 3/7 je pfimo imérna tomuto fluorescenénimu
signalu.

Pro urceni aktivity kaspasy 3/7 byla pouzita linie MV4-11 ovlivnéna opét LGR8498,
quizartinibem, bortezomibem a doxorubicinem.

S koncentraci LGR8498 roste i aktivita kaspasy 3/7 (obrazek ¢. 17). Stejné jako latka
LGR8498 piisobi na aktivaci kaspasy 3/7 1 quizartinib. Jeho aktivaéni ucinek je vSak
v koncentracich 0,2 nmol.I"t, 1 nmol.I'* a 5 nmol.I"! téméF dvakrat silngjsi nez u latky
LGR8498. Ve 125nmol.I* koncentraci je jeho aktivaéni tcinek shodny s latkou
LGR8498.

relativni aktivita kapsasy 3/7

0 0,2 1 5 25 125 0,2 1 5 25 125 25 1000
ctrl LGR8498 quizartinib bort doxo

koncentrace (nmol.l")

Obrazek ¢. 17: Relativni aktivita kaspasy 3/7 v bunécné linii MV4-11 po 24hodinovém plisobeni
latky LGR8498, quizartinibu, bortezomibu (bort) a doxorubicinu (doxo). Méfeni hladiny
fluorescence probéhlo po 4hodinové inkubaci.
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V porovnani latky LGR8498 i quizartinibu s doxorubicinem nebo bortezomibem je
zjevny vyrazné slabsi u¢inek LGR8498 i quizartinibu na aktivaci kaspasy 3/7. Aktivita
kaspasy 3/7 ovlivnéné LGR8498 ¢i quizartinibem je vice nez tiikrat nizsi nez aktivita
kaspasy 3/7 vystavené pusobeni bortezomibu a doxorubicinu. LGR8498 tedy pusobi
pozitivné na aktivaci kaspasové kaskady vedouci k apoptdze, jeji ucinnost je vsak
pomérné nizka.

Pisobenim LGR8498 1 quizartinibu na bunky linie MV4-11 doslo pouze
k mirné aktivaci kaspasové kaskady a iniciaci apoptdzy a ziskané vysledky potvrzuji
pouze pomérné slaby proapoptoticky ucinek obou latek. V kombinaci s pozorovanym
nartistem bun¢k v G1 fazi tak vysledky naznacuji spiSe cytostatické piisobeni LGR8498
a quizartinibu za vybranych podminek. K zesileni proapoptotického G¢inku by mohlo
pfispét navyseni koncentraci obou latek nebo prodlouzeni doby ptlisobeni inhibitori

na bunééné linii.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo stanovit biologické ucinky kinasového inhibitoru pomoci vybranych
biologickych a biochemickych metod. Byly testovany ucéinky nové latky LGR8498
na bunécné linii MV4-11 s mutantni FLT3-ITD a na linii Jurkat, u které neni znama zadna
aktivacni mutace v genu pro FLT3. LGR8498 byla ve vybranych koncentracich
srovnavana ve svych ucincich s klinicky testovanym FLT3 inhibitorem, quizartinibem.

Buniky vystavené pusobeni LGR8498 ¢i quizartinibu byly podrobeny cytometrické
analyze bunécného cyklu a analyze proteini pomoci immunoblottingu. Na zakladé
analyzy proteini pomoci western blottingu vV FLT3-1TD pozitivni linii MV4-11 ovlivnéné
latkou LGR8498 byla prokézana blokace FLT3, ale i podfizenych signalnich drah tohoto
receptoru. Pti del$Sim plsobeni latky bylo indukovano zablokovani bunééného cyklu v G1
fazi. Tyto Uc¢inky jsou srovnatelné s quizartinibem, ktery na linii MV4-11 pulsobi
v nanomolarnich koncentracich stejné¢ jako latka LGR8498.

Pozitivnim zji$ténim je fakt, Ze latka LGR8498 v pouZitém koncentra¢nim rozsahu
neovliviiuje bunéény cyklus linie Jurkat, kterd je na FLT3 nezavisla. Ziskané vysledky
tak naznacuji, ze latka LGR8498 neovliviiuje proliferaci bunék bez této mutace
a vykazuje dobrou selektivitu vii¢i FLT3-ITD pozitivnim bunkam.

Buniky linie MV4-11 oSetfené latkami LGR8498, quizartinibem, bortezomibem
a doxorubicinem prosly analyzou apoptdzy. K uréeni proapoptotickych ucinki latek bylo
pouzito metody analyzy proteinli pomoci immunoblottingu a fluorimetrické detekce
aktivity kaspasy 3/7.

Latka LGR8498 pulsobila aktivaci kaspasové drahy a vykazovala mirny
proapoptoticky Uc¢inek. Ve srovnédni s ostatnimi inhibitory byl vSak jeji proapoptoticky
ucinek pomérn¢ slaby, latka tedy v pouzitych koncentracich piisobi spiSe cytostaticky.
K zesileni proapoptotického u¢inku by mohlo pfispét pouziti inhibitoru ve vysSich
koncentracich nebo jeho delsi pisobeni na bunétné linii. Vysledky opét odpovidaji
vysledklim komer¢niho inhibitoru, quizartinibu.

Ptestoze se potvrdila schopnost LGR8498 inhibovat buiiky linie MV4-11 s mutantni
FLT3-ITD, je potieba provést podrobnéjsi testovani.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ALK —anaplastic lymphoma kinase

AML — akutni myeloidni leukemie

ARF (p19Arf ) — adenosine diphosphate-ribosylation factor
CD117 — cluster of differentiation 117

CEBPA — CCAAT/enhancer-binding protein alpha

CRBN - cereblon

EMA — European Medicines Agency

ERK — extracellular signal-regulated kinase

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, Food and Drug Administration
FL — FLT3 ligand

FLK-2 — fetal liver kinase 2

FLT3 — FMS-like receptor tyrosine kinase-3

FRAP — FKBP and rapamycin-associated protein

GAP — GTPase-activating proteins

GATA2 — GATA-binding factor 2

GEF — guanine nucleotide exchange factor

GRB2 — growth factor receptor-bound protein 2

GTPasa — GTP fosfohydrolasa

HDMZ2 — human double minute 2 protein

HOX — homeobox gene

Hsp90 — heat-shock protein 90

IC50 — koncentrace inhibitoru snizujici Zivotnost buné¢k ¢i aktivitu enzymu o 50 %
IDH1 — isocitrate dehydrogenase 1

ITD — interni tandemovéa duplikace

JAK — janus activated kinases

JM — juxtamembranova doména

Kaspasa — cysteine-aspartic protease

K1 — kinasovy inzert

KRAS — Kirsten rat sarcoma virus

LTK — leukocyte receptor tyrosine kinase

MAPK — mitogen-Activated Protein Kinase
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https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation

MDM2 — mouse double minute 2 homolog

MKKKs — MAPK kinasy kinasy

mTOR — mammalian target of rapamycin

MTORC2 — mTOR complex 2

NPM/NPM1 — protein nukleofosmin

NPMc+ — protein nukleofosmin 1 vyskytujici se namisto jadra v cytoplazmé
NRAS — neuroblastoma RAS viral oncogene homolog
PARP-1 — poly [ADP-ribose] polymerase 1

PCNA — proliferating cell nuclear antigen

PDGFR — platelet-derived growth factor receptor
PDK1 — 3-phosphoinositide-dependent kinase 1

PI3K — fosfatidylinositol-3-kinasa

PIP2 — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PIP3 — fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat

PKA — protein kinase A

PROTAC(s) — Proteolysis Targeting Chimeras

RAF — rapidly accelerated fibrosarcoma

RET — RET proto-oncogene

RUNX1 — runt-related transcription factor 1

SEER - Surveillance, Epidemiology, and End Results Program
SOCS — suppressor of cytokine signal-1

SOS — son of sevenless

SRSF2 — splicing factor, arginine/serine-rich 2

STAT - signal transducer and activator of transcription
STK-1 - FLT3 v lidskych buikach

TET2 — tet methylcytosine dioxygenase 2

TKD — tyrozinkinasova doména

TM — transmembranova doména

(T)P53 — tumor protein P53

TrkA/B/C — tropomyosin receptor kinase A/B/C
UBCHS — ubikvitina¢ni enzym

VEGFR1,2,3 — VEGF receptor

VHL — von Hippel-Lindau tumor suppressor

WHO — World Health Organization
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