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Abstrakt

Akutni myeloidni leukemie je stale Castéji se vyskytujicim onemocnénim. Jednou z jeho
pficin je vznik mutace v transmembranovém receptoru FLT3. FLT3 je tyrozinkinasovym
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terapeutické pristupy.

Analyzou proteini pomoci western blottingu v FLT3-ITD pozitivni bunééné linii
MV4-11 ovlivnéné nové piipravenym FLT3 inhibitorem s oznacenim LGR8498 byla
prokazana blokace FLT3 1 FLT3-podfizenych signalnich drah MAPK/ERK a STATS.
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proapoptoticky ucinek na linii MV4-11, v pouzitych koncentracich ale pfevazuje jeji
cytostaticky u¢inek. Uginky LGR8498 jsou srovnatelné s klinicky testovanym FLT3
inhibitorem, quizartinibem, ktery na linii MV4-11 piasobi rovnéz 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 1écbé tohoto

onemocnéni.

Experimentalni ¢ast

Experimentalni stanoveni biologickych ucinkti nového kinasového inhibitoru pomoci
vybranych biologickych a biochemickych metod (kultivace nadorovych bunék, studium
exprese vybranych proteini pomoci immunoblottingu, analyza bunécného cyklu
prutokovou cytometrii).

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



1 UVOD

Maligni onemocnéni jsou celosvétové velmi &astou piiGinou smrti. V zebiitku Ceské
republiky jsou dokonce zatfazeny na druhém mist€, ihned za nemocemi obéhoveé soustavy.
(Zemfeli podle seznamu pii¢in smrti, pohlavi a véku v CR, krajich a okresech - 2012—
2021, 2022) Aktualni vyzvou védeckych skupin je proto hledat dlouhodobé ti¢inna 1éciva
téchto onemocnéni.

Hematoonkologické onemocnéni je rakovinnym onemocnénim, projevujicim
se v kostni dfeni nebo buiikach imunitniho systému. Existuji tfi typy hematologickych
malignit. Prvnim typem je mnohocetny myelom. Jedna se o malignitu terminalné
diferencovanych plazmatickych bunék primarné lokalizovanych v kostni dfeni,
v pozdé€j§im stadiu pak i v periferni krvi. Druhym typem jsou lymfomy, malignity
B - lymfocyti ¢i T - lymfocyti bézné se nachazejicich v riznych stupnich vyvoje.
Posledni ztypu jsou leukemie. Jde o skupinu dosti odliSnych onemocnéni, jejichz
spoleCnymi znaky jsou pritomnost vysokého poctu bunécnych kloni a netypicka
proliferace nediferencovanych progenitorovych bunek. (Mancuso et al., 2021)

Teoreticka 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),
zpusobuim jeho inhibice a konkrétnim inhibitorim. Cilem experimentalni ¢asti prace bylo
porovnat ucinky nového FLT3 inhibitoru s klinicky testovanym FLT3 inhibitorem

na bunécnych liniich lisicich se pfitomnosti FLT3-ITD mutace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

2.1.1 Charakterizace a rizikové faktory onemocnéni

Akutni myeloidni leukemie (AML) je rakovinnym onemocnénim krve charakteristickym
pronikanim  proliferujicich, klonalnich, netypicky diferencovanych ¢ 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 zahgjen program SEER (Surveillance, Epidemiology,
and End Results Program) monitorujici vyskyt AML a imrtnost osob na toto onemocnéni.
Tehdy se rocné€ nemoc vyskytovala praimémé 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 v USA jsou velmi blizké hodnoty vétSiny evropskych zemi. (Shallis et al.,
2019)

AML je nejcastéjsi forma leukemie. Je typicka brzkym umrtim jedinct, u nichz
se onemocnéni projevi. Pfi¢iny nemoci jsou riizné, Casty je vliv latek poskozujicich DNA.
Vyjimkou neni ani ndvrat onemocnéni po predchozi 1écbé. (Shallis et al., 2019)
Vyznamnym faktorem v propuknuti leukemie jsou téz nadvaha ¢i obezita. Se zvySenou
obezitou €1 nadvahou se zvySuje riziko propuknuti choroby, zasadngjsi roli v§ak sehrava
u zen. Rizikovym faktorem je i koufeni. Zatimco u zen mé vyznamny vliv vykoufent jiz
100 a vice cigaret, u muzd je rizikova hranice vyrazné nizsi, v ohrozeni jsou predevsim
muzi koufici vice nez 30 let. Nezaostava ani vliv expozice chemickym ¢inidlim, 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 pripadu vSak presna pficina jejiho vzniku neni
presné€ znama. (Shallis et al., 2019)

AML je primarné onemocnénim osob starSich 65 let, u nichz incidence dosahuje
hodnoty 20,1 osob na 100 000 obyvatel. Ve srovnani s lidmi ve véku nizsim nez 65 let
je vyskyt desetinasobny. Primérny veék, v némz je onemocnéni diagnostikovano, byl
podle SEER a WHO (World Health Organization) pavodné 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 aspésnost 1écby
dosahuje 35 —-40 %. Lidé ve vyssim véku jsou pii lécbe vystaveni zvySené hrozbé
vedlejSich ucinka, které byvaji Castou pfi¢inou jejich umrti béhem 5-10 meésict
od diagnozy 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 - znamé mutace

Mezi mutace zpusobujici AML patii mutace v genech zapojenych v signalnich drahach
(FLT3, KRAS, NRAS, KIT), v epigenetickych regulatorech ucastnicich se DNA metylace
¢i modifikace chromatinu (TET2, IDH1). Dale zde fadime mutace nukleofosminu (NPM),
transkripCnich faktort (CEBPA, RUNXI, GATA2), tumor supresorovych gent
(TP53/p53), mutace gena zapojenych v procesu sestiihu RNA (U2AF 1, SRSF2) a mutace
v kohezinovém komplexu (RAD21, STAGI). (DiNardo & Cortes, 2016) Nize jsou nekteré

z téchto mutaci vice specifikovany.

2.1.2.1 Mutace v genu pro protein NPM

Jednou znejcastéjSich mutaci zpasobujicich AML je mutace v genu kodujicim
chaperonovy protein nukleofosmin (NPM). NPM je multifunkéni protein regulujici
bunéény cyklus. Je zapojeny do syntézy proteind a ribosomu, jakoz i do replikace DNA.
(DiNardo & Cortes, 2016) Mutace ve 12. exonu genu pro NPM zpusobuje ztratu jednoho
az dvou tryptofanovych zbytka, které jsou nezbytné pro lokalizaci NPM v jadre. 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 zdsadnimi bunécnymi regulatory. Jednim z nich
je inadorovy supresor p53, ktery bunka pifi mutaci NPM neni schopna aktivovat.
(Colombo et al., 2002) Stabilita proteinu p53 je regulovana negativnim regulatorem
znamym pod oznaCenim HDM2 (MDM2). Jedna se o ubikvitina¢ni E3 ligasu, ktera
oznacuje p53 k degradaci v proteasomu. (Lohrum & Vousden, 1999; Haupt et al., 1997)



HDM2 - ARF

protein p53

|

zastava bunééného
cyklu, bunééna smrt

Obrazek ¢. 1: Schéma vzajemnych interakci ARF, HDM?2 a p53, regulujicich aktivitu a funkei
proteinu p53 (Gjerset, 2006), upraveno

Opaény ucinek zajistuje pozitivni regulator proteinu p53, protein ARF (p19A™), ktery
vazbou na HDM2 iniciuje pfesun proteinu p53 do jadérka. Touto aktivaci je umoznéna
ucast pS3 v zastaveé bunécného cyklu nebo apoptdze buiiky. (Kuo et al., 2004; Weber et

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

2.1.2.2 Mutace ménici prenos signalu

2.1.2.2.1 Mutace v genu KIT proteinu CD117

Gen KIT koduje 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, duilezité pro bunécnou
proliferaci, diferenciaci a preziti. (Malaise et al., 2009)

Mutace v KIT ma vétSinou charakter zameény 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 monomeru receptoru, které jsou
poté schopny 1 pfes monomerni podobu predavat signal podiizenym draham. (Malaise et

al., 2009)

2.1.2.2.2 Mutace v genech RAS proteinu NRAS a KRAS

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



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

Pro narusSeni tohoto mechanismu sta¢i v leukemickych ptipadech jedind bodova
mutace genu pro RAS protein. K mutaci RAS proteinu vétSinou dochézi 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 pii¢inou rozvoje AML, a proto také &asto studovanou mutaci je mutace
v transmembranovém tyrozinkinasovém receptoru FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3),
ovlivilyjicim bunéénou proliferaci. Mutace maze mit dvoji charakter. Prvnim typem je
interni tandemova duplikace v juxtamembranové doméné FLT3, znama 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 % pacienti s AML. FLT3 mutace zpusobuji autofosforylaci
kinasy FLT3 bez pfitomnosti ligandu a konstantni aktivaci podfizenych 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 tfidy III znamy
také jako FLK-2 (fetal liver kinase 2) v myS$ich bunikach a STK-1 (stem cell kinase-1)
v bunikach lidskych. (Small et al., 1994; Gazdova et al., 2009) FLT3 je exprimovana
hematopoetickymi kmenovymi progenitorovymi buiikami s lymfoidnim a myeloidnim
diferencia¢nim potencidlem. FLT3 hraje vyznamnou roli v proliferaci, diferenciaci
a regulaci zivotnosti krvetvornych bunék. Diferenciaci butiky je exprese FLT3 ukoncena.
Vyjimkou, u niz je exprese zachovana, jsou dendritické buriky. (Lyman & Jacobsen,

1998; Gazdova et al., 2009; Stirewalt & Radich, 2003)
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Obrazek ¢. 2: Monomer receptoru tfidy III prochazejiciho plazmatickou membranou.
V extracelulami oblasti schopné vazat ligand nad membranou se nachazi 5 domén podobnych
imunoglobulinu  (Igl-Ig5). Dale je znazornéna transmembranova doména (TM),
juxtamembranova doména (JM) a dv¢ intracelularni kinasové domény (TK1, TK2) odd€lené
kinasovym insertem (KI). Nalevo od kinasy je ozna¢eno misto vyskytu mutaci pfi onemocnéni
AML. (Reilly, 2002), upraveno

Geny pro lidskou FLT3 jsou kddovany na chromosomu 13, zatimco mysi homolog
tohoto genu je kodovan v chromosomu 5. FLT3 vykazuje velkou sekven¢ni podobnost
se skupinou gent kodujicich receptory rastovych faktora 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 tiidy III (obrazek €. 2) jsou charakteristické pfitomnosti péti
imunoglobulinovych domén v extracelularni €asti, na kterou se vaze ligand. Déle jsou
ptitomny jednoduchd transmembranova doména (TM) a juxtamembranova doména (JM).
Katalytickou kinasovou doménu v intracelularni oblasti tvori dvé ¢asti (TK1, TK2), jez
jsou oddéleny kinasovou inzertni doménou (KI). Intracelularni ¢ast je zakoncena

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

2.2.3 Posttransla¢ni modifikace

Po translaci proteinového fetézce tvofeného 993 aminokyselinami o celkové hmotnosti
110 kDa podléhd FLT3 mnozstvi posttransla¢nich uprav. Jednou z Uprav je proces
glykosylace (obrazek €. 3), probihajici nejprve v endoplazmatickém retikulu. Z néj je
casteCné glykosylovany protein pfenesen do Golgiho komplexu, kde je glykosylace

dokon¢ena. FLT3 obsahuje neyméné¢ 9 glykosylacnich mist, nachézejicich



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

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

Mezi dal§i posttransla¢ni upravy fadime ubikvitinaci nebo fosforylaci na serinu,
threoninu ¢i tyrozinu (obrazek €. 3). Fosforylacni mista se nachazi v intracelularni ¢asti
proteinu, kde plni funkci aktivniho mista pro navazani signalnich proteint, prfenasejicich

receptorovy signal v podfizenych drahach. (Kazi & Ronnstrand, 2019)
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Obrazek ¢. 3: Struktura FLT3 svyznatenymi misty posttranslacnich modifikaci.
A: N-glykosylaéni mista extracelularni domény. B: Cemné vyznaéena fosforylaéni mista a Gervend
vyznacena predpovidand fosforylaéni mista intracelularni domény. TM: transmembranova
doména, JM: juxtamembranova doména, KI: kinasovy inzert. (Kazi & Roénnstrand, 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,
napiiklad v leukocytech, brzliku, slezing, vajecnicich, tenkém stieve, prostaté, ledvinach,
kosternich svalech, jatrech, plicich, srdci, varlatech ¢i slinivee bfisni. (Kazi &
Ronnstrand, 2019)

Koncentrace FL v krevnim séru zdravého jedince nabyva hodnot 14 + 39 pg/ml,
jelikoz ligand FL bézné plsobi parakrinné. Nastane-li v§ak patologicky stav, pfi némz
dochazi k degradaci kostni dfené, zacne FL pusobit i endokrinng, takze se zvysi jeho
koncentrace v krevnim séru. Tento jev je pozorovan i pii chemoterapeutické lécbe
leukemickych pacientt, pfi niz dochazi k deaktivaci bunék kostni dfen¢. Koncentrace FL.
v séru takovych jedinci dosahuje az 2 500 pg/ml, tedy téméf dvousetnasobné vyssi
hodnoty, nez je bézna u zdravého cloveka. (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
monomeru. Dimerizace stabilizuje katalytickou doménu v oteviené konformaci, takze
jsou uvolnéna vazebna mista pro navazani ATP, které nasledné zajiStuje fosforylaci
tyrozinovych zbytkd nachazejicich se v katalytické doméné. (Weiss & Schlessinger,
1998) Kinasova aktivita je negativné ovliviiovana tyrozinfosfatasami, které defosforyluji
ptitomné tyroziny. (Griffith et al., 2004)

Monomerni FLT3 umisténa v membrané je udrzovana v inaktivnim stavu diky
komunikaci mezi juxtamembranovou a kinasovou doménou. Juxtamembranova doména
je v nepritomnosti 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 vazbe fosfatu. (Kiyoi et al., 2002)

2.2.5.1 Aktivace PI3K/AKT/mTORC?2 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 SH> domény regulacni
podjednotky PI3K s fosfotyrozinovymi zbytky aktivovaného receptoru, naptiklad 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 néasledné reaguje s PH doménou
lokalizovanou na NH: konci serin-treoninkinasy AKT (ATP:[protein]-L-tyrosine O-
fosfotransferasa, EC 2.7.10.2), touto reakci je zajisténo pfipojeni AKT k cytoplazmatické
membrané. Po navédzani na membranu je AKT prostifednictvim 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 casti proteinu. mTORC2
na AKT nezajistuje jen fosforylaci serinu, napomaha totiz i fosforylaci T308, zaji§tované

¢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 pfesun vyménnych
faktorti guaninnukleotidii do blizkosti RAS proteinu. (Takeuchi et al., 1999) Vyménné
faktory guaninnukleotidli, mezi néz patii naptiklad 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 n€j pfitomnost 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 k 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 piiblizeni RAF k membrané a jeji naslednd aktivace.
(Takeuchi et al., 1999) RAF patii mezi MAPK kinasy kinasy (MKKK) zajist'ujici aktivaci
MAPK kinas (ATP:protein fosfotransferasa, EC 2.7.12.2), v tomto pfipadé ozna¢ovanych
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MEKI1 nebo MEK2. Aktivované MEK1 a MEK?2 zakoncuji kinasovou aktiva¢ni kaskadu
dualni fosforylaci hydroxylové skupiny tyrozinu a treoninu dvou MAPK (ATP:protein
fosfotransferasa, EC 2.7.11.24) znamych pod oznacenim ERK1 (MAPK3) a ERK2
(MAPK1). (Pritchard & Hayward, 2013; Uhlik et al., 2004)

ERK1/2 jsou téméf identické, 1isi se pouze v 15 %. Obé kinasy obsahuji strukturni
jednotku T-E-Y, jez ma stézejni roli pii fosforylaci, a tedy aktivaci ERK kinas. Na ERK1
se aminokyseliny vyskytuji v mistech 7202 a Y204, na ERK?2 pak v mistech 7185 a Y187.
Proces aktivace je zahajen spojenim aktivni MEK 1/2 s ERK1/2 a fosforylaci hydroxylové
skupiny tyrozinu. Nasledné¢ 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 dokoncena.
(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 ERK1/2 a dvéma odpovidajicimi misty substratu. Substraty, jez maji funkci
transkripnich faktor, proteinovych kinas a fosfatas, cytoskeletarnich elementi
¢i regulatora apoptdzy, nasledné hraji vyznamnou roli v bunéénych procesech jako jsou

napfiklad 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 tkéanich, ostatni JAK kinasy jsou pfitomny témért
ve vSech tkanich. STAT genova rodina je slozena ze sedmi gent (STATI1, STAT?2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb, STAT6). STAT proteiny jsou tvoreny Sesti
doménami, pfi¢emz kazda z nich ma odli§nou funkci. N-terminalni doména napomaha
dimerizaci proteinu, takzvana ,,coiled-coil“ doména se uc€astni kontroly importu a exportu
proteinu do jadra, spojovaci doména spojuje DNA vazebnou doménu s doménou SH».
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 dimemi STAT protein
pronika pfes 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 piipojeni 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 vazbé 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) Vzdalené¢ od SH> domény se nachazi tyrozinovy
konec, slouzici jako substrat pro fosforylaci. (Horvath & Darnell, 1997) Aktivované
STAT proteiny se odpojuji od receptoru a vazbou SH> domény prvniho STAT
s fosfotyrozinem druhého STAT dimerizuji v homodimer ¢i heterodimer. Dimerizaci
STAT proteinll je umoznén jejich transport do bunécného jadra, kde aktivuji genovou
expresi. (Xin et al., 2020; Hu et al., 2021) (obrazek ¢. 4)

V nemutované formé neni receptor FLT3 schopen tuto drahu aktivovat. Nastane-li
vSak mutace FLT3-ITD, narusenim juxtamembranové domény receptoru FLT3 dochazi
ke zpfistupnéni mist Y589/591, slouzicich jako fosforylaéni mista STATS a dréha 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 doménég, piesnéji v exonu 14 a 15.
(Choudhary et al., 2005; Kazi & Ronnstrand, 2019) ITD mutaci ziskava FLT3 nezavislost
na ligandu, schopnost dimerizace, autofosforylace a konstantni aktivace podiizenych
drah, ¢imz zptsobuje nekontrolovanou bunécnou 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 aktivacni 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 nejcastéji tyrozinem, valinem nebo
histidinem. Mize vSak jit také o deleci izoleucinu v misté 836 (/836). (Choudhary et al.,
2005) Vysledkem mutace je schopnost autofosforylace receptoru FLT3 bez pfitomnosti
ligandu a nezavisly bunécny rust. (Acharya et al., 2022)

2.3 INHIBICE FLT3 JAKO TERAPIE AML

Zplsobt, jak inhibovat FLT3 je spousta. Jednim z nich je cileni na maturacni proces
FLT3, pfesnéji na glykosylaci, jejimz naruSenim je mozné receptor deaktivovat. (Kazi &
Ronnstrand, 2019)

Dal§i moznosti inaktivace FLT3 je cileni na chaperonovy protein Hsp90. Chaperon
se v bunécném jadre podili na seskladani proteinového receptoru FLT3 (FLT3-ITD),

které je zasadni pro jeho funkEnost. 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 zpusobil 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 podfizenych drahach receptoru FLT3, zastavil bunéfny rist a inicioval
apoptozu bunek linie MV4-11 s mutantni FLT3-ITD. (Nishioka et al., 2008)

Mozné je pro inhibici FLT3 wvyuzit i receptorové ubikvitinace. Inhibitor
histondeacetylas oznaCovany LBH589 zajistuje expresi gent potlacujicich nadorové
bujeni. Pfesnéji podporuje expresi ubikvitinacniho enzymu E2, UBCHS (S-ubikvitinyl-
[E1 ubikvitin-aktivacni enzym]-L-cystein:[E2 ubikvitin-konjuga¢ni enzym] ubikvitinyl
transferasa, EC 2.3.2.23), ktery nasledné spolecné s ubikvitinacnim enzymem E3, STAH1
([E2  ubikvitin-kojugacni  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 pfistupem 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
napiiklad midostaurin (Rydapt ¢i PKC-412), lestaurtinib (CEP-701), sorafenib (Nexavar)
a amuvatinib (MP-470). Inhibitory prvni generace jsou neselektivni, takze zasahu;ji vice
bunécnych cild, zatimco inhibitory druhé generace vykazuji vyssi selektivitu. Mezi
inhibitory druhé generace se fadi napfiiklad quizartinib (AC220) a crenolanib. (Kazi &
Ronnstrand, 2019; Zarrinkar et al., 2009)

Castym problémem inhibitord je postupné vznikajici rezistence, dana vyskytem
novych mutaci v genu pro FLT3. Inhibitory jediného receptoru navic vykazuji pomérné
nizkou ucinnost. Pro zvyseni ucinnosti tak byly vyvinuty dualni inhibitory, inhibujici dva
receptory soucasné. Dudlnim inhibitorem je napiiklad pacritinib (SB1518), ktery zaroveri
s FLT3 inhibuje i JAK?2. (Hart et al., 2011; Kazi & Ronnstrand, 2019)

Druhou moznosti je rozdéleni inhibitord do dvou typovych skupin, lisicich
se zpusobem interakce s FLT3. Cilem pusobeni FLT3 inhibitort je ovlivnit ATP vazebné
misto a tim zabranit autofosforylaci receptoru i aktivaci podiizenych drah. OdliSnost mezi
skupinami je ve schopnosti interagovat s vybranou konformaci aktivniho mista receptoru,
ktera je dana preklapénim 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 pripadg, ze je receptor v aktivni konformaci (DFGin), proto jsou oznacovany jako
ATP kompetitivni. Aktivitu vykazuji vaci ITD i TKD mutacim. (Larrosa-Garcia & Baer,
2017; Acharya et al., 2022)

Inhibitory II. typu vykazuji opa¢ny mechanismus inhibice, reaguji s hydrofobnim
regionem piistupnym pouze v 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 ne€kolik malo vyjimek vykazujicich
aktivitu i vii¢i TKD mutacim, jsou inhibitory II. typu u¢inné pouze proti /7D mutacim.
(Larrosa-Garcia & Baer, 2017; Acharya et al., 2022) Mezi inhibitory typu II, takzvané
ATP nekompetitivni inhibitory, fadime z nize zminénych quizartinib a sorafenib. Ostatni
nize zminéné inhibitory patfi do skupiny typu I, tudiz jsou ATP kompetitivni. (Acharya
et al., 2022)

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

2.5.1 Klinicky schvalené inhibitory
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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 pacientti 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) Puvodné 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 proteint také
FLT3. (Acharya et al., 2022; Larrosa-Garcia & Baer, 2017) ICso (koncentrace snizujici
enzymovou aktivitu o 50 %) pro FLT3-ITD je 9,3 nmol.l", pro FLT3-D835Y pak
10 nmol.I'". (Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Pacientim s AML je midostaurin podavan peroralné€ v davce 50 mg dvakrat denné€.
Lécivo je ucinné 1 proti dalSim 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.l’.
Gilteritinib je Uc¢inny také proti receptorum 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-ITD i FLT3-
TKD mutacim. AML bunky vykazuji vlivem aktivace AXL rezistenci k béznym
chemoterapiim, ale také terapii cilené na FLT3. Schopnost gilteritinibu pasobit inhibi¢né
nejen na FLT3, ale také na AXL tak zvySuje u¢innost 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 FL'T3.
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(Zarrinkar et al., 2009) (obrazek ¢. 6C) Hodnota ICsp pro FLT3-ITD je stanovena
na 1,2 nmol.I"}, ale pro FLT3-D835Y je vice nez 100 nmol.I"!. Quizartinib inhibuje také
CD117, PDGFR, RET (ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin kinasa, EC 2.7.10.1).
(Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

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

Jeho pouziti jako 1é¢iva AML s FLT3-ITD je povoleno od roku 2019 v Japonsku.
Americkda FDA a evropskd EMA (European Medicines Agency) provedly testovani
quizartinibu, jeho pouziti k 1écbé vsak neschvalily. (Kidoguch et al., 2021)

2.5.2 Klinicky testované FLT3 inhibitory

A B

CF, o) (
cl \

~

Iz
o

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



2.5.2.1 Inhibitory prvni generace

2.5.2.1.1 Sorafenib

Sorafenib (Nexavar) byl puvodné znam pod oznaCenim BAY 43-9006 a vyvinut byl
za uCelem 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.l'}, 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), PDGFR§},
CD117 a RET. (Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Sorafenib piisobi na bunécné linit MV4-11 s mutantni FLT3-ITD zastavu bunécného
cyklu a indukuje apoptdézu. Pro apoptéozu vice nez 50 % bunék je vSak potiebny
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 ptisobeni zastavy
bunééného cyklu a bunééné smrti na buitkach s mutaci FLT3-ITD a FLT3-D835G oproti
bunkam s mutantni FLT3-D835Y. (Zhang et al., 2008)

Momentalné je schvalen pro 1écbu 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-ITD hodnotu 5,4 nmol.1"}, pro FLT3-D835Y
vice nez 100 nmol.I''. Vykazuje téinnost i proti VEGFR2, PDGFRpB, CD117 a RET
(Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

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

Sunitinib inhiboval autofosforylaci receptoru FLT3 v bunécné linii MV4-11 a zaroveni
negativné¢ ovlivnil fosforylaci proteint ERK a AKT. Tyto ucinky vykazoval
po jednohodinovém plisobeni v koncentraci 10 - 40 nmol.I'l. Ve stejné bun&né linii
pusobil apoptdzu bunék pti koncentraci inhibitoru 20 & 40 nmol.1"!. Inhibitoru byly butiky
vystaveny 48 hodin. Inhibi¢ni ucinek sunitinibu na proliferaci bunék s mutantni
FLT3-ITD je mozné podpoiit pouzitim RADOO1, inhibitoru mTORC2. Tento analog
rapamycinu byl aplikovan na buriky linie MV4-11 a EOL-1, experimenty na obou liniich
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poskytovaly srovnatelné vysledky. Uginek samotného RADO01 na buiiky byl
zanedbatelny, samotny sunitinib proliferaci bunék inhiboval. Pouzitim obou latek

soucasné vsak byla inhibice bunécné proliferace vyrazné zesilena. (Ikezoe et al., 2006)

2.5.2.1.3 Lestaurtinib

Lestaurtinib je inhibitor FLT3 dfive znamy jako CEP-701. Strukturné je lestaurtinib
derivatem indolkarbazolu K252a. (obrazek ¢. 7C) Pivodné byl vytvofen za ucelem
inhibice neurotropinového receptoru TrkA (ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin
kinasa, EC 2.7.10.1) k 1é¢bé rakoviny prostaty. (George et al., 1999; Acharya et al., 2022)
Pozdéji byl navrzen k vyuziti jako inhibitor FLT3. (Knapper, 2007) ICso pro FLT3-ITD
je 8,6 nmol.1"!, pro FLT3-D835Y 9,8 nmol.I'!, Krom inhibice TrkA je ucinny také proti
JAK2, JAK3, TrKB a TrKC (ATP:L-tyrosin O-fosfotransferasa, tyrosin kinasa,
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 pacienti 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 vi¢i PDGFRp, vaze se vSak i ke kinasam
tridy III, v€etn€é FLT3. Strukturné je crenolanib benzamidin chinolonovym derivatem.
(Acharya et al., 2022) (obrazek ¢. 7D) ICso pro FLT3-ITD ma hodnotu 57 nmol.l",
pro FLT3-D835Y pak 58 nmol.I'!. (Larrosa-Garcia & Baer, 2017)

Crenolanib je pravé ve fazi III testovani ucinnosti 1écby ve spojeni s chemoterapii.
(Acharya et al., 2022) Vyhodou crenolanibu je schopnost inhibovat cile, které jsou
ke quizartinibu a sorafenibu rezistentni. Je tak uUCinny proti rdznym substitucim
v FLT3-ITD/D835 ¢ FLT3-D835. Vuci mutacim FLT3-ITD/F691L pak vykazuje
snizenou aktivitu. Tyto inhibi¢ni schopnosti, charakteristické pro inhibitory typu I,
potvrzuji jeho zafazeni k inhibitorim 1. typu.

Cilem syntézy novych potencialnich inhibitord je vyvinout latky, které budou
specifické pro konkrétni receptor a k ostatnim receptorim budou inertni. Takovéto
inhibitory by pak vykazovaly niz§i toxicitu pfi procesu krvetvorby. Crenolanib je
vyznamny dostatecnou selektivitou k FLT3 a vyrazné niz$i u€innosti k CD117 a dal§im

receptorum. Pro buriky linie TF-1 s receptorem CD117 je méné toxicky, protoze ma velmi
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slaby ucinek 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 1écivem AML, které vynika tvorbou kovalentni
vazby s cysteinovym zbytkem na pozici 695 (C695) receptoru FLT3. To umoziiuje
blokaci nejen FLT3-ITD, ale t¢z FLT3-TKD mutaci. Vyznamny je inhibi¢ni ucinek
na sekundarni mutace D835 a F691, znamé rezistenci napiiklad vaci quizartinibu.
FF-10101 vykazuje vyssi selektivitu vi¢i FLT3 v porovnani s ostatnimi kinasami.
(Yamaura et al., 2018)

V misté¢ 693 receptoru FLT3 se nachazi tyrozin (Y693), ktery diky interakci
aromatického zbytku s FF-10101 umoziuje 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
1écivu. V pripadé 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 buiiky obsahujici serin (Y6935S)
byly viici FF-10101 rezistentni. Experiment tedy naznacuje, ze jakakoli zameéna tyrozinu
za nearomatickou aminokyselinu v mist¢ 693 zpisobi rezistenci k FF-10101 vlivem

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

Obrazek ¢. 8: Struktura inhibitoru FF-10101



Pti pouziti ve stejné koncentraci jako gilteritinib toto potencialni 1écivo vykazuje vyssi
miru cytotoxicity. (Ferng et al., 2022) Béhem experimenti na mySich bylo ucinnéjsi
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 bunek, u nichz ptsobi jen mirnym
potlaenim proliferace. Takovéto bunky totiz aktivuji MAPK drahu pfispivajici

k zachovani jejich Cinnosti. (Ferng et al., 2022)

2.6.2 PROTAC

Nadéjnym pristupem, ktery by mohl prekonéavat limity momentadlni 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 pies linker napojen ligand umoziiujici
pfiblizeni E3 ligasy, tou je vétSinou CRBN nebo VHL. Typ hlavy komplexu 1 délka
linkeru maji vyznamny vliv na i¢innost PROTAC. (Huang et al., 2018) Nasledn¢ dochazi
k polyubikvitinaci cilového proteinu a jeho proteosomové degradaci, diky niz je mozné
¢inné blokovat veskeré jeho funkce. (Reznitkova et al., 2022)

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

Prvni PROTAC cileny na FLT3 byl vyvinut roku 2018. (Burslem et al., 2018) Byl
tvoren quizartinibem, pies linker propojenym s VHL ligandem. Nasledné byla potvrzena
ucinnost na bunééné linit 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 pti aplikaci v zivém organismu.
(Burslem et al., 2018) V roce 2018 byl vyvinut také PROTAC zalozeny na strukture
quizartinibu, propojeného pies 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 vyhodnéjsi. (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, Cesk4 republika)

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

- dithiotreitol (DTT) (Roche, Némecko)

- dodecylsiran sodny (SDS) (> 98%, Lach-Ner, Ceska 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 hofe¢naty (hexahydrat, > 98%, Lach-Ner, Ceska republika)

- chlorid sodny (Penta, Ceska republika)

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

- 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 fosfore¢na 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 bunécné kultury (Merck, Némecko)

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

meédium 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 bunécné 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-17! Tris; 192 mmol-1"! glycin; v dH,0
Bradfordovo cinidlo: 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 dH>0, 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 Wl TEMED, 30 pl 10% APS

- Fosfatovy pufr (PBS): 137 mmol1! NaCl; 2,7 mmol-1"! KCI; 1,5 mmol-1™"
KH,POyq; 6,4 mmol-1~! Na;HPO4.12H,0; pH = 7,4

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

- Lyza¢ni pufr: 10 mmol-1"1 HEPES; 5 mmol-1"1 KCI; 1,5 mmol-1"" MgCly;
1 mmol-1"' EDTA; 1 mmol-1"! EGTA; 0,5% (v/v) Nonidet P40; v dH,O, pH=74.
Pted pouzitim pfidano 1 mmol-1"' NaF; 1 mmol-1"' PMSF; 1 mmol-1"! Na,VOs;
1 mmol-1"! DTT; 2 pug-ml™! aprotinin; 0,5 pg-ml~" leupeptin; v dH,O

- Reakéni pufr pro fluorimetrické stanoveni aktivity kaspasy 3/7: 25 mmol-17!
PIPES/KOH; pH = 7,3, 2 mmol-1"! EGTA, 2 mmol-1"" MgCl2, pted pouzitim
pfidan: 5 mmol-1"! DTT, 100 umol-1"!' substrat Ac-DEVD-AMC v DMSO

- Roztok akrylamidu (AA+Bis): 30% (w/v) akrylamid + 0,8% (w/v) bisakrylamid
v dH20

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

- SDS:10%

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

- Tris-glycinovy elektrodovy puft: 25 mmol 17! Tris; 192 mmol-1~! glycin; 0,1% SDS
(w/v); vdH20; pH = 8,3

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

- Tris-HCI pH 8,8: 1 mol-1"! 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-1"! Tris pH = 6,8; 10% (w/v) SDS; 50% (v/v)

glycerol; 0,05% (w/v) bromfenolova modf; 5% (v/v) 2-merkaptoethanol

3.1.3 Biologicky material

Bunécéna linie odvozena od akutni myeloidni leukemie MV4-11 ptivodem ze CLS Cell
lines service GmbH (Némecko). Bunécna linie odvozena od akutni lymfoblastické
leukémie Jurkat plvodem =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 pouZzivanych primarnich protilatek s popisem cile, molekulové hmotnosti,
zdroje a klonu, vyrobce, fedéni

. . Molekulova Protilatka , T
Nazev cile hmotnost (kDa) klon/zdroj Vyrobce Redéni
kralici Cell Signalling )
FLT3 130, 160 monoklonalni (USA) 1:500
pFLT3 kralici Cell Signalling i
(Y589/Y591) 130, 160 monoklonalni (USA) 1:500
kralici Cell Signalling )
STATS 20 monoklonalni (USA) 1:500
kralici Cell Signalling )
pSTATS (Y694) 90 monoklondlni (USA) 1:500
kralici Cell Signalling
1 .
Erk %2 42,44 polyklondlni (USA) 1:500
pErk 2 kralici Cell Signalling )
(T202/Y204) 42,44 polyklonalni (USA) 1:500
PARP-1 113. 89 kralici Cell Signalling 1:1 000
’ polyklonalni (USA) '
Kaspasa 7 kralici Cell Signalling i
fragment 20 polyklonalni (USA) 1:500
Dr. B. Vojtések
PCNA 37 mySi (Masarykiiv 1:500
monoklonalni onkologicky ’
ustav)

Tabulka €. 2: Seznam pouzivanych sekundamich protilatek s popisem vyrobee a fedéni

Protilatka Vyrobce Redéni
HRP-konjugovana praseci Ig . . )

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

proti mysi Iz (RAM) Cell Signalling (USA) 1:1 000

3.1.5 Inhibitory

V experimentalni Casti bakalafské prace byly testovany biologické ucinky nového
imidazopyridazinového FLT3 inhibitoru LGR8498, ktery byl pfipraven dr. Petrou
Biehovou 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 diivodu piipadné piipravy patentové piihlasky nebude
struktura testované latky LGR8498 v bakalarské praci uvedena.
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Jako referenc¢ni latky byly v experimentech pouzivany komercné dostupné slouceniny

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

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

do kultivaéniho média. Vysledna koncentrace DMSO v bunécnych 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 piisluSenstvim Luminescent image analyzer LAS-4000 (Fujifilm,
Japonsko)

centrifuga BR4i (Jouan, Francie)

COz inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

flowbox BIO130 A2 — II BSC (Alpina, Polsko)

fluorescenc¢ni 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, Loty§sko)

prutokovy cytometr BD FACSVerse (BD Biosciences, USA)

spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

stolni centrifuga Centrifuge 5702 R (Eppendorf, Némecko)

ttepacka 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 komtrka (Meopta, Ceska
republika).

Pouzivané bézné laboratorni vybaveni: kadinky, zkumavky, odmérné valce, sklenéné
tyCinky, chemické lzicky, vézenky, 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 buiiky linie MV4-11 a Jurkat. Buriky byly kultivovany
v kultivaénim médiu RPMI 1640 obsahujicim 10% fetalni sérum, penicilin (100 U.ml),
streptomycin (0,1 mg.ml™) a glutamin (2 mmol.I""). Kultivace probihala pfi 37 °C, 100%
vlhkosti vzduchu v atmosféte 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. Buiky 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"! (CTRL), 0,2 nmol.I"},
1 nmol.I'}, 5 nmol.I"!, 25 nmol.I"!, 125 nmol.I"!. Rozpoustédlem pro fedéni protilatek bylo

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

3.2.2 Lyzace bunék

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

Poté doslo podle vzorku s nejnizsi koncentraci k nafedéni ostatnich vzorkt lyza¢nim
pufrem. Ke vzorkim byl pfidan 5x SDS pufr, snimz byly vzorky vortexovany

a zahfivany 5 minut v termobloku pii 95 °C. Po zahtati byly zamrazeny na -20 °C.
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3.2.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za denatura¢nich podminek, western
blotting a imunodetekce

Rozehtaté 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 geld byla 1 mm. Separace byla
urychlena prichodem elektrického proudu. Napéti 80 V bylo aplikovano b&hem
pruchodu vzorkl zaostfovacim gelem, poté bylo napéti zvySeno na 120 V. Po prichodu
vzorkt celym gelem byla separace ukoncena.

Pti 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 hodiné byla vyménéna nadoba s ledem.

Po western blottingu byla membrana vlozena do roztoku Ponceau S, pomoci néhoz
doslo k reverzibilnimu obarveni proteint. Nasledn€ 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 membréana 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 v lednici ptes noc. Po ukonéeni inkubace byla
membrana promyvana v TBS a TBS s 0,1% Tween 20. V roztoku BSA byla nafedéna
sekundarni protilatka. Se sekundarni protilatkou byly membrany inkubovany
pii laboratorni teplot€¢ po dobu 1 hodiny. Inkubaci nasledovalo promyvani membrany
v TBS a TBS s 0,1% Tween 20.

Pro chemiluminiscenéni detekci byly membrany pokryty smeési 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 bunécéného cyklu pratokovou cytometrii

Buiky byly nejprve promyty PBS, nasledné resuspendovany ve 100 ul PBS a zafixovany
70% etanolem, ktery byl za pomalého michani postupné pfikapavan. Zkumavky
s burikami byly zamrazeny a dale pouzity pii analyze bunécného cyklu.

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

v 600 ul prfedem piipravené smési PBS a propidium jodidu, vysledna koncentrace
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propidium jodidu byla 0,01 mg.ml!. Vzorky byly inkuboviny 30 minut ve tmé
za obCasného promichani. Po uplynuti 30 minut byly vzorky podrobeny analyze
bunééného cyklu. Prutokovy cytometr vyuzival excitacni laser s vinovou délkou 488 nm,
emitované zatreni melo 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

Bunécné lyzaty, ziskané béhem lyzace bunek pro immunoblotting, byly pipetovany
do mikrotitraéni desticky v mnozstvi 15 pg na jamku. Do kazdé jamky bylo pfidano
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 zméfena 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

Bunécny cyklus je délen do Ctyt fazi, faze Gl1, S, G2, M. Klidovy rezim buiky je pak
oznacovan jako faze GO. Kazda faze ma své typické rysy. Hlavnim rysem S faze je
vyznamny nardst mnozstvi DNA vlivem replikace. Mnozstvi DNA se vSak meéni
charakteristicky s jednotlivymi fazemi, a pravé toho je mozné vyuzit k ureni faze
bunécného cyklu pomoci pratokové cytometrie. V takzvané subGl fazi (debris)
se vyskytuji buriky, které prosly bunécnou smrti.

Prutokovy cytometr je pfistroj umoznujici analyzu jednotlivych bunék v kratkém
Casovém useku. Vzorek je v ném ozafovan paprskem, ktery je rozptylen nebo lomen
do strany. Pfimy rozptyl svétla je zaznamenan detektorem, poskytujicim informaci
o velikosti ozafované Castice. Bocni rozptyl svétla zaznamenava detektor, monitorujici
strukturni charakter Castice. Detektory mohou byt uzptisobeny pro praci s fluorescenénim
zafenim. Toho se vyuziva pii kvantifikaci DNA, kterou je mozné znacit fluorescenénim
interkalacnim Cinidlem, 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 zpusobuje inhibice této kinasy
inhibici podfizenych drah FLT3, inhibici bunééné proliferace, a nakonec i fizenou
bunécnou 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 buiiky nemély byt k cilené inhibici FLT3 citlivé.

Linie byly po dobu 24 hodin podrobeny ptsobeni dvou FLT3 inhibitora
o koncentracich 0 nmol.I"! (CTRL), 0,2 nmol.I'}, 1 nmol.l!, 5 nmoll", 25 nmol.I"',
125 nmol.I'!. FLT3 inhibitory jsou schopné svym piisobenim indukovat zablokovani
bunécného cyklu FLT3 zavislych bunék v Gl fazi. (Cilibrasi et al., 2022) Jednim
z pouzitych inhibitord byla nové syntetizovana latka LGR8498, u niz byla v nasi
laboratofi jiz diive potvrzena G¢innost vuc¢i FLT3-ITD mutaci. Pro srovnani biologickych
ucinkt nové latky byl pouzit komercné dostupny inhibitor, quizartinib. Ten je znamy
inhibici bunécné proliferace a schopnosti iniciace apoptozy bun€k linie MV4-11 ¢i
Molm-14 vlivem inhibice mutovaného receptoru FLT3. (Kampa-Schittenhelm et al.,

2013)
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MV4-11/LGR8498 (nmol.I")/24 h
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Obrazek ¢. 9: A) Cytometricka analyza bunék linie MV4-11 po vystaveni vliva LGR8498
po 24 h. B) Graf znazorfujici procentualni zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného
cyklu po ptasobeni 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 bunék v G1 fazi bunééného cyklu za souc¢asného poklesu poctu bunek v S a G2/M
fazi. Zatimco kontrolni vzorek meél zastoupeni bunék v G1 fazi 53 %, pusobenim
5nmol.I"! koncentrace LGR8498 doslo k navyseni po¢tu bunék v G1 fazi témé&f na 60 %.
Vyznamny nartist poétu bunék v G1 fazi je zjevny pii 25nmol.lI"! koncentraci latky, kdy
se v G1 fazi vyskytuje pres 80 % testovanych bunék. Po pliisobeni nejvyssi testované
koncentrace (125 nmol.I'") se zastoupeni bunék v G1 fazi blizilo téméf 95 % a je rovnéz
patrné nejvyssi zastoupeni bun€k v subGl fazi bunéného cyklu (témét 20 %), coz by

mohlo naznacovat indukci bunééné smrti.
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Jurkat/LGR8498 (nmol.l")/24 h
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Obrazek ¢. 10: A) Cytometricka analyza bunck linie Jurkat po vystaveni vlivu LGR8498 po 24 h.
B) Graf znazoriujici procentualni zastoupeni bunck v jednotlivych fazich bunécného cyklu
po pusobeni LGR8498.

Analyzou bunécného 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 bunécného
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.

Zavérem lze potvrdit Gcinnost latky LGR8498 v nanomolarnich koncentracich vici
linii MV4-11, vyznacujici se pritomnosti FLT3-ITD mutace. VUci linii Jurkat je latka
LGR8498 neucinna.
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MV4-T1/quizartinib (nmol.I")/24 h
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Obrazek ¢. 11: A) Cytometricka analyza bunék linie MV4-11 po vystaveni quizartinibu po 24 h.
B) Graf znazoriujici procentualni zastoupeni bunck v jednotlivych fazich bunécného 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 bunék v Gl fazi bunécného cyklu
a sou¢asnému snizovani poctu bun€k v S a G2/M fazi. Zastoupeni bunék v G1 fazi
bunécného cyklu v kontrolnim vzorku bylo 58%, tato hodnota je srovnatelna
s experimentem pro latku LGR8498. Jiz pti koncentraci quizartinibu 0,2 nmol.1"! narostla
hodnota zastoupeni bun&k v G1 fazi pfiblizné o 10 %. Pfi Inmol.l"! koncentraci
quizartinibu bylo pozorovano vyznamné navySeni mnozstvi bunék v G1 fazi na 90 %
bunék. Piisobenim Snmol.1"! koncentrace quizartinibu narostlo mnozstvi bunék v G1 fazi
pfiblizn& na 95 % a tato hodnota zistala neménna i pii vyssich koncentracich (25 nmol.l"!
a 125 nmol.I'"). Se zvysujici se koncentraci quizartinibu se zvysuje také podet bundk
v subG1 fazi. Narist o 10 % je zjevny mezi koncentracemi 0 nmol.lI"! a 0,2 nmol.l"\.
Zastoupeni bun&k subG1 faze je po plsobeni quizartinibu v koncentraci 0,2 nmol.I"!
a 1nmoll! téme&F srovnatelné. Dalsi narGist v poétu bundk subGl faze nastal
pfi koncentraci 5 nmol.I!, kde mnozstvi bunék dosahuje srovnatelné se 125nmol.I"!

koncentraci téméf 30 %. Jelikoz jsou tyto dvé hodnoty shodné, mirny propad v mnozstvi
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bunék subGl faze pifi 25nmol.l"! koncentraci je piisuzovan experimentalni chybs.
Zatimco kontrolni vzorek meél zastoupeni bunck v subGl fazi témeér 10%, vzorek
po ovlivnéni quizartinibem v nejvyssi testované koncentraci (125 nmol.1"") ma zastoupeni
bunék v subGl fazi témet 30%. To by mohlo znacit indukci bunééné smrti. Inhibice
bunécné proliferace quizartinibem byla pozorovana i na buikéach linie Molm-14
s FLT3 - ITD mutaci. Quizartinib vSak na této linii nepusobi tak silnym antiproliferacnim
ucinkem jako na linit MV4-11. (Sexauer et al., 2012)

Pfi analyze bunécného cyklu linie Jurkat po ovlivnéni quizartinibem (obrazek €. 12)
o vybranych koncentracich nedochédzelo k zadnym vyznamnym zménam v poctu
bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu. Zastoupeni bunek v subG1 fazi zistava
téméef neménné a nabyva hodnoty okolo 5 %, proto nelze uvazovat moznost bunééné
smrti. Zvy$ena hodnota zastoupeni subG1 faze pii koncentraci 1 nmol.l"! je pouze chybou

méfeni, jelikoz hodnoty pro koncentrace 0,2 nmol.1"! a 5 nmol.I"! jsou shodné.

Jurkat/quizartinib (nmol.I)/24 h
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Obrazek ¢. 12: A) Cytometricka analyza bunék linie Jurkat po vystaveni quizartinibu po 24 h.
B) Graf znazomujici procentualni zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu
po pusobeni LGR8498.
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Timto byla potvrzena ucinnost quizartinibu v nanomolarnich koncentracich vici linii
MV4-11, vyznacujici se ptitomnosti FLT3-ITD mutace. VU¢i linii Jurkat je quizartinib
neucinny. Vysledky analyzy byly porovnany s experimentem Cilibrasiho. V jeho
experimentu byly pouzity buriky stejné linie (MV4-11), které byly taktéz ovlivnény
quizartinibem, pusobicim po dobu 24 hodin tak, jako tomu bylo pfi meéfeni v této
bakalarské praci. Calibrasim byla koncentrace quizartinibu puasobiciho inhibicné
na bunéény cyklus bun€k linie MV4-11 smutantni FLT3-ITD stanovena
na 0,9 + 0,02 nmol.I''. MéFeni v této bakalaiské praci tedy koresponduje s publikovanymi
daty. (Cilibrasi et al., 2022)

Pfi porovnavani vlivu inhibitoru LGR8498 a quizartinibu na bunécny cyklus bunék
linie MV4-11 je jednoznacné, ze quizartinib ovliviiuje bunéény cyklus jiz pfi nizSich
koncentracich. Vyznamnéjsi vliv oproti latce LGR8498 vykazuje az do koncentrace
25 nmol.I'!. Pii koncentraci 125 nmol.I'! je viak jejich schopnost zisahu do buné&&ného
cyklu shodna.

Ackoli je quizartinib v tomto experimentu ucinngjsi, latka LGR8498 piesto dosahuje
vybornych vysledkd diky jeji Gi€innosti jiz ptfi nanomolarnich koncentracich. Absence
zmén bunécného cyklu linie Jurkat po ovlivnéni LGR8498 naznacuji, ze latka neovliviiuje
proliferaci bun¢€k bez FLT3 mutace, a tudiz vykazuje dobrou selektivitu viaci FLT3-ITD

pozitivnim burikam.
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4.2 ANALYZA EXPRESE PROTEINU POMOCI IMMUNOBLOTTINGU

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti prace, FLT3 m4 vliv na mnozstvi podtizenych
signalnich drah. Analyzou vybranych proteind je tak mozné urcit, zda byla inhibice FLT3
uspéSna, ¢i nikoli. Na obrazku ¢. 13 je znazornéno schéma s nékterymi proteiny
podtizenych drah.

Immunoblotting byl provadén na linit MV4-11. Linie byla vystavena po dobu 1 hodiny
pusobeni dvou FLT3 inhibitord o koncentracich 0 nmol.l! (CTRL), 0,2 nmol.l",
1 nmol.l'!, 5 nmoll, 25 nmol.I"!, 125 nmoll'. Pouzitymi inhibitory byly latka
LGR8498, pro srovnani sily inhibi¢niho tc€inku na linit MV4-11 byl pouzit komeréné
dostupny inhibitor quizartinib.

— FL'}'B—ITD \‘

Pl 3 K RAS PUL,
STATS l RUNX1/AML1
cyklin D1, M E K
PIM-1, PIM-2 c-MYC,
p21
ERK
Faktory regulujici
apoptozu
Supresory bunééného C/EBPa
ristu / l
Antiapoptéza Abnormalni Blokace bunééné
bunéény rlst diferenciace

Obrazek ¢. 13: Nékteré z podfizenych drah kinasy FLT3. Zelené jsou vyznaéeny studované
proteiny. (Takahashi, 2011), upraveno
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MV4-11/LGR8498 (nmol.I")/1 h
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Obrazek ¢. 14: Imunodetekce proteinti z bunck linie MV4-11 vystavené pusobeni inhibitoru
LGR8498 (nmol.I'!) po dobu 1 hodiny. PCNA slouzi jako kontrola rovnomémého naneseni
vzorkd.

Immunoblottingem na linii MV4-11 po ovlivnéni latkou LGR8498 (obrazek ¢. 14)
bylo prokdzano nasledujici. Péisobenim Snmol.l"! koncentrace latky LGR8498 doslo
k vyznamnému snizeni fosforylace FLT3 v mistech Y589/591, ktera jsou FLT3
autofosforylaCnimi misty. Se zvySujici se koncentraci testované latky pak doslo
k uplnému vymizeni fosforylace FLT3. Koncentracné-zavisly vliv pusobeni latky
LGR8498 byl zjevny 1 v piipadé podiizenych drah, MAPK/ERK a STATS drahy, kdy
byla pozorovana vyznamna redukce miry fosforylace na Y694 proteinu STATS
1 T202/Y204 proteinu ERK1/2. Pfestoze fosforylace proteinu STATS nebyla ani
pfi 125nmol.1"! koncentraci latky LGR8498 redukovana tiplng, byl pozorovan vyznamny
pokles fosforylace. Uplné vymizeni fosforylace proteinu ERK1/2 v misté T202/Y204
se projevilo pfi 25nmol.I" a 125nmol.l"! koncentraci. Pfi koncentraci 5 nmol.l"!

fosforylace proteinu ERK1/2 znateln€ poklesla.
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Obrazek ¢. 15: Imunodetekce proteinii z bun€k linie MV4-11 vystavené piisobeni komercniho
inhibitoru quizartinibu (nmol.I'") po dobu 1 hodiny. PCNA slouzi jako kontrola rovnomé&mného
naneseni vzorkil.

Piisobenim Snmol.I"! koncentrace quizartinibu na linii MV4-11 (obrazek ¢. 15) doslo
pfi immunoblottingu ke  znatelné redukci  fosforylace  receptoru  FLT3
v autofosforylanich mistech Y589/591. Experiment Aikawy potvrzuje, ze pii delS§im
pusobeni inhibitoru na bunécnou linii je fosforylace receptoru FLT3 inhibovana jiz
pfi nizSich koncentracich quizartinibu. (Aikawa et al., 2020) Se vzrUstajici koncentraci
inhibitoru se fosforylace snizovala natolik, ze pfi 125nmol.I"! koncentraci quizartinibu
bylo dosazeno jeji uplné redukce. Stejné jako u latky LGR8498 bylo i1 zde pozorovano
koncentracné-zavislé plisobeni inhibitoru na fosforylaci podfizenych drah MAPK/ERK
a STATS. Vyznamnéjsi pokles fosforylace se v mist¢ Y694 proteinu STATS projevil
pfi koncentracich 25 nmol.I'! a 125 nmol.lI"!. Jsou-li buiiky ovlivnény quizartinibem
o jednu hodinu déle, je mozné docilit iplné redukce fosforylace proteinu STATS, a to jiz
pii 4nmol.I"! koncentraci. (Aikawa et al., 2020) Sifeni fosforylaéniho signalu na proteinu
ERK mirné pokleslo pii koncentracich 0,2 nmol.I"', 1 nmol.1"" a 5 nmol.I"". Uplné redukce
bylo dosazeno pouzitim 25nmol.I"! a 125nmol.I"! koncentrace quizartinibu.

Védecka skupina Pratze prokazala inhibici autofosforylace na mutovaném receptoru
FLT3 pii 1nM koncentraci quizartinibu, takze potvrdila jeho u€innost v nanomolarnich

koncentracich. Vysledky tcinnosti quizartinibu tedy koresponduji s publikovanymi daty.
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Duvodem, pro¢ je v experimentu Pratze quizartinib ucinny jiz pfi 1nM, piestoze v této
praci ucinkoval az pfi 5SnM koncentraci, je pravdépodobné pouziti odlisné bunécné linie,
Molm-14. (Pratz et al., 2010)

Quizartinib testovany na bunécné linii MV4-11 byl porovnavan s dal§imi latkami
vCetné sorafenibu, sunitinibu, lestaurtinibu a midostaurinu. Nejniz§i hodnotu ICso
pro inhibici autofosforylace FLT3 mél pravé quizartinib, ktery byl aktivni v 1,1nmol.1’!
koncentraci. Nasledovan byl lestaurtinibem (ICsp = 1,5 nmol.I'!) a poté sorafenibem
(ICs0 = 2 nmol.I" !). (Zarrinkar et al., 2009)

Latka LGR8498 po pusobeni na bunécné linii MV4-11 a analyze proteind pomoci
immunoblottingu dosahuje vysledkd blizkych quizartinibu. Oba inhibitory putsobi
od 5nmol.l"! koncentrace postupny pokles fosforylace proteinu p-FLT3 Y589/591,
pfi 125nmol.1"! koncentraci pak plisobi jeji uplné vymizeni. Koncentraéné-zavisly vliv
pusobeni obou latek se projevil i v piipadé podiizenych drah, MAPK/ERK a STATS
drahy. Vyznamna redukce miry fosforylace byla pozorovana na Y694 proteinu STATS,
jakoz i na T202/Y204 proteinu ERK1/2. Vyznamnéjsiho snizeni fosforylace proteinu
STATS5 dosahuji inhibitory pii 25nmoll" a 125nmol.I"! koncentraci. Uplné vymizeni
fosforylace na proteinu ERK1/2 se projevilo pii 25nmol.I"! a 125nmol.l"" koncentraci

obou inhibitoru.

4.3 AKTIVACE APOPTOZY

Aktivace apoptozy byla nejprve studovana metodou immunoblottingu. Testovani
probéhlo na bunécné linii MV4-11, jejiz vysledky nardstu poctu bunék v subG1 fazi
bunééného cyklu nazna¢ovaly moznost iniciace apoptozy. Proto byly testovany inhibitory
FLT3, pouzivané jiz pii cytometrické analyze bunécného cyklu, tedy latka LGR8498
a quizartinib. Pro srovnani sily apoptotického ucinku byly vybrany dvé komercné
pouzivané latky. Prestoze se latky lisi mechanismem inhibi¢niho G€inku, jejich ptisobeni
vede ke stejnému cili, apoptoze. Prvni latkou byl bortezomib, inhibitor proteasomu.
Inhibitory proteasomu blokuji funkéni proteasom, takze v ném nedochazi k degradaci
proteint. Ubikvitinylované proteiny se hromadi v burfice, a tak vytvaii bunécny stres,
ktery nakonec vede ke spusténi apoptdzy. (de Wilt et al., 2011) Druhou latkou byl
doxorubicin, inhibitor DNA topoisomeras II (ATP-hydrolasa, EC 5.6.2.2) a bézné
pouzivané chemoterapeutikum. Doxorubicin zabrafiuje reparaci DNA po replikaci, coz
nasledné vede k apoptdze. (Swift et al., 2006) Pusobeni inhibitorti byly bunky 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 buiice je oprava poskozené DNA, PARP-1 se vSak podili také
na transkripci. Dojde-li v burice k rozsahlému poskozeni DNA, je pro buiiku energeticky
vyhodnéjsi spustit proces programované bunécné smrti. Jedna z moznych drah vedouci
k apoptoze je kaspasova kaskada. Protein PARP-1 je kaspasami §tépen na dvé Casti. VEétsi
z nich, zde oznacCovana jako fragment PARP-1, ma velikost 89 kDA. (Chaitanya et al.,
2010) Dal§im analyzovanym proteinem byl fragment aktivni kaspasy 7 signalizujici
aktivaci kaspasové drahy.

Pfi immunoblottingu na linii MV4-11 ovlivnéné latkou LGR8498 (obrazek €. 16)
se s koncentraci zvySuje také intenzita signalu pro fragment kaspasy 7. Stejny vysledek
muizeme pozorovat i pii pusobeni quizartinibu. Quizartinib vSak indukuje apoptozu
ve srovnani s latkou LGR8498 o stejné koncentraci u&inngji. Zadny z testovanych FLT3
inhibitord vSak nezpusobil tak wvyraznou 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
PARP - 1 po jeho §tépeni na aktivni fragment, ktery muize byt zapficinén odliSnymi

pouzitymi protilatkami. (Gunawardane et al., 2013)

HE
LGR8498 quizartinib E CE’
(nmol.l7) (nmol.l) ml 3
Sl
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Obrazek ¢. 16: Analyza aktivace apoptozy metodou immunoblottingu na linii MV4-11 ovlivnéné
po dobu 24 hodin latkou LGR8498, quizartinibem, bortezomibem (b) a doxorubicinem (d). PCNA
slouzi jako kontrola rovnomémého naneseni vzorku.
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Latky LGR8498 a quizartinib poskytuji v iniciaci apoptdozy bunék linie MV4-11
obdobné vysledky. Rozdilem je schopnost quizartinibu pusobit jiz v nizZSich
koncentracich. S jejich narGstajici koncentraci vzrista jak mnozstvi aktivované
kaspasy 7, vedouci k aktivaci apoptozy, tak 1 mnozstvi fragmentu PARP-1, markeru
apoptdzy. Indukce apoptozy je vSak velmi slaba.

Pro nezavislé ovéreni spravnosti vysledkd ziskanych immunoblottingem byl dale
proveden kaspasovy test. Kaspasy jsou klicové enzymy apoptotické kaskady. Principem
stanoveni aktivity kaspasy 3/7 vtéto praci je proteolytické Stépeni kaspasové
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 fluorescencni
signal délky 346 nm. Aktivita kaspasy 3/7 je pfimo umeérna 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 1 aktivita kaspasy 3/7 (obrazek ¢. 17). Stejné jako latka
LGR8498 pusobi na aktivaci kaspasy 3/7 i quizartinib. Jeho aktivacni ucinek je vSak
v koncentracich 0,2 nmol.I"!, 1 nmol.I"! a 5 nmol.l"! téméF dvakrat siln&jsi nez u latky
LGR8498. Ve 125nmol.l"! koncentraci je jeho aktivaéni wcinek 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 bunééné linii MV4-11 po 24hodinovém ptisobeni
latky LGR8498, quizartinibu, bortezomibu (bort) a doxorubicinu (doxo). Méfeni hladiny
fluorescence probéhlo po 4hodinové inkubaci.
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V porovnani latky LGR8498 1 quizartinibu s doxorubicinem nebo bortezomibem je
zjevny vyrazng slabsi u¢inek LGR8498 i quizartinibu na aktivaci kaspasy 3/7. Aktivita
kaspasy 3/7 ovlivnéné LGR8498 ¢i quizartinibem je vice nez tiikrat niz§i nez aktivita
kaspasy 3/7 vystavené pusobeni bortezomibu a doxorubicinu. LGR8498 tedy pusobi
pozitivné na aktivaci kaspasové kaskady vedouci k apoptoze, jeji ucCinnost je vSak
pomeérné nizka.

Pisobenim LGR8498 i quizartinibu na buinky 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
narustem bunék v G1 fazi tak vysledky naznacuji spiSe cytostatické pasobeni LGR8498
a quizartinibu za vybranych podminek. K zesileni proapoptotického ucinku by mohlo
prispét navysSeni koncentraci obou latek nebo prodlouzeni doby puasobeni inhibitort

na bunécné linii.
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5 ZAVER

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

Burky vystavené pusobeni LGR8498 ¢i quizartinibu byly podrobeny cytometrické
analyze bunécného cyklu a analyze proteini pomoci immunoblottingu. Na zakladé
analyzy proteind pomoci western blottingu v FLT3-ITD pozitivni linii MV4-11 ovlivnéné
latkou LGR8498 byla prokazana blokace FLLT3, ale i podtizenych signalnich drah tohoto
receptoru. Pii delSim ptsobeni latky bylo indukovano zablokovani bunééného cyklu v G1
fazi. Tyto UCinky jsou srovnatelné s quizartinibem, ktery na linii MV4-11 pisobi
v nanomolarnich koncentracich stejné jako latka LGR8498.

Pozitivnim zjisténim je fakt, ze latka LGR8498 v pouzitém koncentratnim rozsahu
neovliviiuje bunécny cyklus linie Jurkat, ktera je na FLT3 nezavisla. Ziskané vysledky
tak naznacuji, ze latka LGR8498 neovliviiuje proliferaci bunék bez této mutace
a vykazuje dobrou selektivitu viéi FLT3-ITD pozitivnim bunkam.

Bunky linie MV4-11 osetfené latkami LGR8498, quizartinibem, bortezomibem
a doxorubicinem prosly analyzou apoptozy. K urceni proapoptotickych tcinkt latek bylo
pouzito metody analyzy proteini pomoci immunoblottingu a fluorimetrické detekce
aktivity kaspasy 3/7.

Latka LGR8498 pulsobila aktivaci kaspasové drahy a vykazovala mirny
proapoptoticky ucinek. Ve srovnani s ostatnimi inhibitory byl vSak jeji proapoptoticky
ucinek pomeérne slaby, latka tedy v pouzitych koncentracich ptsobi spiSe cytostaticky.
K zesileni proapoptotického ucinku by mohlo pfispét pouziti inhibitoru ve vyS§Sich
koncentracich nebo jeho delsi ptisobeni na bunécné linii. Vysledky opét odpovidaji
vysledkiim komer¢niho inhibitoru, quizartinibu.

Prestoze se potvrdila schopnost LGR8498 inhibovat buriky linie MV4-11 s mutantni
FLT3-ITD, je pottfeba provést podrobngjsi testovani.

42



6 LITERATURA

Acharya, B., Saha, D., Armstrong, D., Lakkaniga, N., & Frett, B. (2022). FL'T3 inhibitors for
acute myeloid leukemia: successes, defeats, and emerging paradigms. RSC Medicinal Chemistry,
13(7), 798-816. https://doi.org/10.1039/D2MD00067A

Aikawa, T., Togashi, N., Iwanaga, K., Okada, H., Nishiya, Y., Inoue, S., Levis, M., & Isoyama,
T. (2020). Quizartinib, a selective FLT3 inhibitor, maintains antileukemic activity in preclinical
models of RAS-mediated midostaurin-resistant acute myeloid leukemia cells. Oncotarget, 11(11),
943-955. https://doi.org/10.18632/oncotarget.27489

Alberts, B. (1998). Molecular Biology Of The Cell (2. vyd). Espero.

Atkins, M., Jones, C., & Kirkpatrick, P. (2006). Sunitinib maleate. Nature Reviews Drug
Discovery, 5(4), 279-280. https://doi.org/10.1038/nrd2012

Auclair, D., Miller, D., Yatsula, V., Pickett, W., Carter, C., Chang, Y., Zhang, X., Wilkie, D.,
Burd, A., Shi, H., Rocks, S., Gedrich, R., Abriola, L., Vasavada, H., Lynch, M., Dumas, J., Trail,
P., & Wilhelm, S. (2007). Antitumor activity of sorafenib in FLT3-driven leukemic cells.
Leukemia, 21(3), 439-445. https://doi.org/10.1038/sj.leu.2404508

Buchwald, M., Pietschmann, K., Miiller, J., Bohmer, F., Heinzel, T., & Kriamer, O. (2010).
Ubiquitin conjugase UBCHS targets active FMS-like tyrosine kinase 3 for proteasomal
degradation. Leukemia, 24(8), 1412-1421. https://doi.org/10.1038/leu.2010.114

Burslem, G., Song, J., Chen, X., Hines, J., & Crews, C. (2018). Enhancing Antiproliferative
Activity and Selectivity of a FLT-3 Inhibitor by Proteolysis Targeting Chimera Conversion.
Journal of the American Chemical Society, 140(48), 16428-16432.
https://doi.org/10.1021/jacs.8b10320

Cilibrasi, V., Spano, V., Bortolozzi, R., Barreca, M., Raimondi, M., Rocca, R., Maruca, A.,
Montalbano, A., Alcaro, S., Ronca, R., Viola, G., & Barraja, P. (2022). Synthesis of 2H-
Imidazo[2',1:2,3] [1,3]thiazolo[4,5-e]isoindol-8-yl-phenylureas with promising therapeutic
features for the treatment of acute myeloid leukemia (AML) with FL'T3/ITD mutations. European
Journal of Medicinal Chemistry, 235114292. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2022.114292

Colombo, E., Marine, J., Danovi, D., Falini, B., & Pelicci, P. (2002). Nucleophosmin regulates
the stability and transcriptional activity of p53. Nature Cell Biology, 4(7), 529-533.
https://doi.org/10.1038/ncb814

Certian, M., & Szotkowski, T. (2021). Soucasné trendy v 16¢b& akutni myeloidni leukemie -
od indukéni chemoterapie "7+3" po cilenou 1é¢bu. Klinicka farmakologie a farmacie, 35(3), 61-
69.

de Wilt, L., Jansen, G., Assaraf, Y., van Meerloo, J., Cloos, J., Schimmer, A., Chan, E., Kirk,
C., Peters, G., & Kruyt, F. (2011). Proteasome-based mechanisms of intrinsic and acquired
bortezomib resistance in non-small cell lung cancer. Biochemical Pharmacology, 83(2), 207-217.
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2011.10.009

DiNardo, C., & Cortes, J. (2016). Mutations in AML.: prognostic and therapeutic implications.
Hematology, 2016(1), 348-355. https://doi.org/10.1182/asheducation-2016.1.348

Dohner, H., Weisdorf, D., & Bloomfield, C. (2015). Acute Myeloid Leukemia. New England
Journal of Medicine, 373(12), 1136-1152. https://doi.org/10.1056/NEJMra1406184

Dumas, P., Villacreces, A., Guitart, A., El-habhab, A., Massara, L., Mansier, O., Bidet, A.,
Martineau, D., Fernandez, S., Leguay, T., Pigneux, A., Vigon, L., Pasquet, J., & Desplat, V.
(2021). Dual Inhibition of FLT3 and AXL by Gilteritinib Overcomes Hematopoietic Niche-
Driven Resistance Mechanisms in FLT3 -ITD Acute Myeloid Leukemia. Clinical Cancer
Research, 27(21), 6012-6025. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-20-3114

Falini, B., Nicoletti, I., Martelli, M., & Mecucci, C. (2006). Acute myeloid leukemia carrying
cytoplasmic/mutated nucleophosmin (NPMc AML): biologic and clinical features. Blood, 109(3),
874-885. https://doi.org/10.1182/blood-2006-07-012252

Ferng, T., Terada, D., Ando, M., Tarver, T., Chaudhary, F., Lin, K., Logan, A., & Smith, C.
(2022). The Irreversible FL.T3 Inhibitor FF-10101 Is Active Against a Diversity of FL. T3 Inhibitor

43


https://doi.org/10.1039/D2MD00067A
https://doi.org/10.18632/oncotarget.27489
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1038/sj.leu.2404508
https://doi.org/10.1038/leu.2010.114
https://doi.org/10.1021/jacs.8bl0320
https://doi.Org/10.1016/j.ejmech.2022.114292
https://doi.org/10.1038/ncb814
https://doi.Org/10.1016/j.bcp.2011.10.009
https://doi.org/10.1182/asheducation-2016.L348
https://doi.org/10.1056/NEJMral406184
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-20-3114
https://doi.Org/10.l

Resistance Mechanisms. Molecular Cancer Therapeutics, 21(5), 844-854.
https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-21-0317

Galanis, A., Ma, H., Rajkhowa, T., Ramachandran, A., Small, D., Cortes, J., & Levis, M.
(2014). Crenolanib is a potent inhibitor of FL'T3 with activity against resistance-conferring point
mutants. Blood, 123(1), 94-100. https://doi.org/10.1182/blood-2013-10-529313

Gazdova, J., Dvorakova, D., Jeziskova, 1., Razga, F., Jurcek, T., & Mayer, J. (2009). Uloha
FLT3 mutaci v patogenezi akutni myeloidni leukemie. Transfuze a hematologie dnes, 15(4), 229-
336.

George, D., Dionne, C., Jani, J., Angeles, T., Murakata, C., Lamb, J., & Isaacs, J. (1999).
Sustained in Vivo Regression of Dunning H Rat Prostate Cancers Treated with Combinations of
Androgen Ablation and Trk Tyrosine Kinase Inhibitors, CEP-751 (KT-6587) or CEP-701 (KT-
5555). Cancer Research, 59(10), 2395-2401.

Gjerset, R. (2006). DNA damage, p14ARF, Nucleophosmin (NPM/B23), and cancer. Journal
of Molecular Histology, 37(5-7), 239-251. https://doi.org/10.1007/s10735-006-9040-y

Griffith, J., Black, J., Faerman, C., Swenson, L., Wynn, M., Lu, F., Lippke, J., & Saxena, K.
(2004). The Structural Basis for Autoinhibition of FLT3 by the Juxtamembrane Domain.
Molecular Cell, 13(2), 169-178. https://doi.org/10.1016/S1097-2765(03)00505-7

Gunawardane, R., Nepomuceno, R., Rooks, A., Hunt, J., Ricono, J., Belli, B., & Armstrong,
R. (2013). Transient Exposure to Quizartinib Mediates Sustained Inhibition of FLT3 Signaling
while Specifically Inducing Apoptosis in FLT3-Activated Leukemia Cells. Molecular Cancer
Therapeutics, 12(4), 438-447. https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-12-0305

Hart, S., Goh, K., Novotny-Diermayr, V., Hu, C., Hentze, H., Tan, Y., Madan, B., Amalini,
C., Loh, Y., Ong, L., William, A., Lee, A., Poulsen, A., Jayaraman, R., Ong, K., Ethirajulu, K.,
Dymock, B., & Wood, J. (2011). SB1518, a novel macrocyclic pyrimidine-based JAK2 inhibitor
for the treatment of myeloid and lymphoid malignancies. Leukemia, 25(11), 1751-1759.
https://doi.org/10.1038/leu.2011.148

Haupt, Y., Maya, R., Kazaz, A., & Oren, M. (1997). Mdm?2 promotes the rapid degradation of
p53. Nature, 387(6630), 296-299. https://doi.org/10.1038/387296a0

Hayakawa, F., Towatari, M., Kiyoi, H., Tanimoto, M., Kitamura, T., Saito, H., & Naoe, T.
(2000). Tandem-duplicated Flt3 constitutively activates STATS and MAP kinase and introduces
autonomous cell growth in IL-3-dependent cell lines. Oncogene, 19(5), 624-631.
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1203354

Horvath, C., & Darnell, J. (1997). The state of the STATs: recent developments in the study
of signal transduction to the nucleus. Current Opinion in Cell Biology, 9(2), 233-239.
https://doi.org/10.1016/S0955-0674(97)80067-1

Huang, H., Dobrovolsky, D., Paulk, J., Yang, G., Weisberg, E., Doctor, Z., Buckley, D., Cho,
J., Ko, E., Jang, J., Shi, K., Choi, H., Griffin, J., Li, Y., Treon, S., Fischer, E., Bradner, J., Tan,
L., & Gray, N. (2018). A Chemoproteomic Approach to Query the Degradable Kinome Using a
Multi-kinase Degrader. Cell Chemical Biology, 25(1), 88-99.¢6.
https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2017.10.005

Hu, X., 1i, J., Fu, M., Zhao, X., & Wang, W. (2021). The JAK/STAT signaling pathway: from
bench to clinic. Signal Transduction and Targeted Therapy, 6(1), 402.
https://doi.org/10.1038/s41392-021-00791-1

Chaitanya, G., Alexander, J., & Babu, P. (2010). PARP-1 cleavage fragments: signatures of
cell-death proteases in neurodegeneration. Cell Communication and Signaling, 831.
https://doi.org/10.1186/1478-811X-8-31

Choudhary, C., Schwible, J., Brandts, C., Tickenbrock, L., Sargin, B., Kindler, T., Fischer, T.,
Berdel, W., Miuller-Tidow, C., & Serve, H. (2005). AML-associated Flt3 kinase domain
mutations show signal transduction differences compared with Flt3 ITD mutations. Blood,
106(1), 265-273. https://doi.org/10.1182/blood-2004-07-2942

Ikezoe, T., Nishioka, C., Tasaka, T., Yang, Y., Komatsu, N., Togitani, K., Koeffler, H., &
Taguchi, H. (2006). The antitumor effects of sunitinib (formerly SU11248) against a variety of
human hematologic malignancies: enhancement of growth inhibition via inhibition of mammalian
target of rapamycin signaling. Molecular Cancer Therapeutics, 5(10), 2522-2530.
https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-06-0071

44


https://doi.org/10.1182/blood-2013-10-529313
https://doi.org/10.1007/sl0735-006-9040-y
https://doi.Org/10.1016/S
https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-12-0305
https://doi.org/10.1038/leu.2011.148
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1203354
https://doi.Org/10.1016/j.chembiol.2017.10.005
https://doi.org/10.1038/s41392-021-00791-l
https://doi.org/10.1186/1478-811X-8-31
https://doi.org/10.1182/blood-2004-07-2942

Kampa-Schittenhelm, K., Heinrich, M., Akmut, F., Déhner, H., Déhner, K., & Schittenhelm,
M. (2013). Quizartinib (AC220) is a potent second generation class III tyrosine kinase inhibitor
that displays a distinct inhibition profile against mutant-FLT3, -PDGFRA and -KIT isoforms.
Molecular Cancer, 12(1). https://doi.org/10.1186/1476-4598-12-19

Kazi, J., & Ronnstrand, L. (2019). FMS-like Tyrosine Kinase 3/FLT3: From Basic Science to
Clinical Implications. Physiological Reviews, 99(3), 1433-1466.
https://doi.org/10.1152/physrev.00029.2018

Kidoguch, K., Shibusawa, M., & Tanimoto, T. (2021). A critical appraisal of Japan's new drug
approval process: a case study of FLT3-ITD inhibitor quizartinib. Investigational New Drugs,
39(6), 1457-1459. https://doi.org/10.1007/s10637-021-01151-0

Kim, E. (2017). Midostaurin: First Global Approval. Drugs, 77(11), 1251-1259.
https://doi.org/10.1007/s40265-017-0779-0

Kiyoi, H., Ohno, R., Ueda, R., Saito, H., & Naoe, T. (2002). Mechanism of constitutive
activation of FL'T3 with internal tandem duplication in the juxtamembrane domain. Oncogene,
21(16), 2555-2563. https://doi.org/10.1038/sj.onc.1205332

Knapper, S. (2007). FLT3 inhibition in acute myeloid leukaemia. British Journal of
Haematology, 138(6), 687-699. https://doi.org/10.1111/j.1365-2141.2007.06700.x

Kuo, M., den Besten, W., Bertwistle, D., Roussel, M., & Sherr, C. (2004). N-terminal
polyubiquitination and degradation of the Arf tumor suppressor. Genes & Development, 18(15),
1862-1874. https://doi.org/10.1101/gad.1213904

Larrosa-Garcia, M., & Baer, M. (2017). FL'T3 Inhibitors in Acute Myeloid Leukemia: Current
Status and Future Directions. Molecular Cancer Therapeutics, 16(6), 991-1001.
https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-16-0876

Li, S., Balmain, A., & Counter, C. (2018). A model for RAS mutation patterns in cancers:
finding the sweet spot. Nature Reviews Cancer, 18(12), 767-777. https://doi.org/10.1038/s41568-
018-0076-6

Lohrum, M., & Vousden, K. (1999). Regulation and activation of p53 and its family members.
Cell Death & Differentiation, 6(12), 1162-1168. https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4400625

Lyman, S., & Jacobsen, S. (1998). c-kit Ligand and FIt3 Ligand: Stem/Progenitor Cell Factors
With Overlapping Yet Distinct Activities. Blood, 91(4), 1101-1134.
https://doi.org/10.1182/blood.V91.4.1101

Malaise, M., Steinbach, D., & Corbacioglu, S. (2009). Clinical implications of c-Kit mutations
in acute myelogenous leukemia. Current Hematologic Malignancy Reports, 4(2), 77-82.
https://doi.org/10.1007/s11899-009-0011-8

Mancuso, R., Foglio, M., & Olalla Saad, S. (2021). Artemisinin-type drugs for the treatment
of hematological malignancies. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 87(1), 1-22.
https://doi.org/10.1007/s00280-020-04170-5

Martelli, A., Evangelisti, C., Chiarini, F., & McCubrey, J. (2010). The phosphatidylinositol 3-
kinase/Akt/mTOR signaling network as a therapeutic target in acute myelogenous leukemia
patients. Oncotarget, 1(2), 89-103. https://doi.org/10.18632/oncotarget.114

Mendel, D., Laird, A., Xin, X., Louise, S., Christensen, J., Li, G., Schreck, R., Abrams, T.,
Ngai, T., Lee, L., Murray, L., Carver, J., Chan, E., Moss, K., Haznedar, J., Sukbuntherng, J.,
Blake, R., Sun, L., Tang, C. et al. (2003). In vivo antitumor activity of SU11248, a novel tyrosine
kinase inhibitor targeting vascular endothelial growth factor and platelet-derived growth factor
receptors: Determination of a pharmacokinetic/pharmacodynamic relationship. Clinical Cancer
Research, 9(1), 327-337.

Meshinchi, S., & Appelbaum, F. (2009). Structural and Functional Alterations of FLT3 in
Acute  Myeloid Leukemia. Clinical Cancer  Research, 15(13), 4263-42609.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-1123

Mori, M., Kaneko, N., Ueno, Y., Yamada, M., Tanaka, R., Saito, R., Shimada, 1., Mori, K., &
Kuromitsu, S. (2017). Gilteritinib, a FLT3/AXL inhibitor, shows antileukemic activity in mouse
models of FLT3 mutated acute myeloid leukemia. Investigational New Drugs, 35(5), 556-565.
https://doi.org/10.1007/s10637-017-0470-z

Nishioka, C., Ikezoe, T., Yang, J., Takeuchi, S., Phillip Koeffler, H., & Yokoyama, A. (2008).
MS-275, a novel histone deacetylase inhibitor with selectivity against HDACI, induces

45


https://doi.org/10.1186/1476-4598-12-19
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1007/sl0637-021-01151-0
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1205332
https://doi.Org/10.llll/j.1365-2141.2007.06700.x
https://doi.org/10.1101/gad.1213904
https://doi.org/10.1038/s41568-
https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4400625
https://doi.Org/10.l
https://doi.org/10.1007/sll899-009-0011-8
https://doi.org/10.1007/s00280-020-04170-5
https://doi.org/10.18632/oncotarget.114
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-1123
https://doi.org/10.1007/sl0637-017-0470-z

degradation of FLT3 via inhibition of chaperone function of heat shock protein 90 in AML cells.
Leukemia Research, 32(9), 1382-1392. https://doi.org/10.1016/j.leukres.2008.02.018

Pearson, G., Robinson, F., Beers Gibson, T., Xu, B., Karandikar, M., Berman, K., & Cobb, M.
(2001). Mitogen-Activated Protein (MAP) Kinase Pathways: Regulation and Physiological
Functions. Endocrine Reviews, 22(2), 153-183. https://doi.org/10.1210/edrv.22.2.0428

Pratz, K., Sato, T., Murphy, K., Stine, A., Rajkhowa, T., & Levis, M. (2010). FLT3-mutant
allelic burden and clinical status are predictive of response to FLT3 inhibitors in AML. Blood,
115(7), 1425-1432. https://doi.org/10.1182/blood-2009-09-242859

Pritchard, A., & Hayward, N. (2013). Molecular Pathways: Mitogen-Activated Protein Kinase
Pathway Mutations and Drug Resistance. Clinical Cancer Research, 19(9), 2301-2309.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-12-0383

Reilly, J. (2002). Class III receptor tyrosine kinases: role in leukaemogenesis. British Journal
of Haematology, 116(4), 744-757. https://doi.org/10.1046/;.0007-1048.2001.03294.x

Rocnik, J., Okabe, R., Yu, J., Lee, B., Giese, N., Schenkein, D., & Gilliland, D. (2006). Roles
of tyrosine 589 and 591 in STATS activation and transformation mediated by FL'T3-ITD. Blood,
108(4), 1339-1345. https://doi.org/10.1182/blood-2005-11-011429

Roskoski, R. (2012). ERK1/2 MAP kinases: Structure, function, and regulation.
Pharmacological Research, 66(2), 105-143. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2012.04.005

Rosnet, O., Mattei, M., Marchetto, S., & Bimbaum, D. (1991). Isolation and chromosomal
localization of a novel FMS-like tyrosine kinase gene. Genomics, 9(2), 380-385.
https://doi.org/10.1126/science.3291115

Reznigkova, E.. Krajcovicova, S., Pefina, M., Kovalova, M., Soural, M., & Krystof, V. (2022).
Modulation of FLT3-ITD and CDK®9 in acute myeloid leukaemia cells by novel proteolysis
targeting chimera (PROTAC). European Journal of Medicinal Chemistry, 243.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2022.114792

Sarbassov, D., Guertin, D., Ali, S., & Sabatini, D. (2005). Phosphorylation and Regulation of
Akt/PKB by the Rictor-rmTOR  Complex. Science, 307(5712), 1098-1101.
https://doi.org/10.1126/science.1106148

Sexauer, A., Perl, A., Yang, X., Borowitz, M., Gocke, C., Rajkhowa, T., Thiede, C., Frattini,
M., Nybakken, G., Pratz, K., Karp, J., Smith, B., & Levis, M. (2012). Terminal myeloid
differentiation in vivo is induced by FLT3 inhibition in FLT3/ITD AML. Blood, 120(20), 4205-
4214. https://doi.org/10.1182/blood-2012-01-402545

Shallis, R., Wang, R., Davidoff, A., Ma, X., & Zeidan, A. (2019). Epidemiology of acute
myeloid leukemia: Recent progress and enduring challenges. Blood Reviews, 36, 70-87.
https://doi.org/10.1016/].blre.2019.04.005

Shental-Bechor, D., & Levy, Y. (2008). Effect of glycosylation on protein folding: A close
look at thermodynamic stabilization. Proceedings of the National Academy of Sciences, 105(24),
8256-8261. https://doi.org/10.1073/pnas.0801340105

Small, D., Levenstein, M., Kim, E., Carow, C., Amin, S., Rockwell, P., Witte, L., Burrow, C.,
Ratajczak, M., & Gewirtz, A. (1994). STK-1, the human homolog of Flk-2/Flt-3, is selectively
expressed in CD34 human bone marrow cells and is involved in the proliferation of early
progenitor/stem cells. Proceedings of the National Academy of Sciences, 91(2), 459-463.
https://doi.org/10.1073/pnas.91.2.459

Smith, B., Levis, M., Beran, M., Giles, F., Kantarjian, H., Berg, K., Murphy, K., Dauses, T.,
Allebach, J., & Small, D. (2004). Single-agent CEP-701, a novel FLT3 inhibitor, shows biologic
and clinical activity in patients with relapsed or refractory acute myeloid leukemia. Blood,
103(10), 3669-3676. https://doi.org/10.1182/blood-2003-11-3775

Smith, C., Wang, Q., Chin, C., Salerno, S., Damon, L., Levis, M., Perl, A., Travers, K., Wang,
S., Hunt, J., Zarrinkar, P., Schadt, E., Kasarskis, A., Kuriyan, J., & Shah, N. (2012). Validation
of ITD mutations in FLT3 as a therapeutic target in human acute myeloid leukaemia. Nature,
485(7397), 260-263. https://doi.org/10.1038/nature 11016

Smith, C., Lasater, E., Lin, K., Wang, Q., McCreery, M., Stewart, W., Damon, L., Perl, A,
Jeschke, G., Sugita, M., Carroll, M., Kogan, S., Kuriyan, J., & Shah, N. (2014). Crenolanib is a
selective type I pan-FLT3 inhibitor. Proceedings of the National Academy of Sciences, 111(14),
5319-5324. https://doi.org/10.1073/pnas.1320661111

46


https://doi.Org/10.1016/j.leukres.2008.02.018
https://doi.Org/10.1210/edrv.22.2.0428
https://doi.org/10.1182/blood-2009-09-242859
https://doi.Org/10.1046/j.0007-1048.2001.03294.x
https://doi.org/10.1182/blood-2005-ll-011429
https://doi.Org/10.1016/j.phrs.2012.04.005
https://doi.org/10.1126/science.3291115
https://doi.Org/10.1016/j.ejmech.2022.114792
https://doi.Org/10.l
https://doi.Org/10.l
https://doi.Org/10.1016/j.blre.2019.04.005
https://doi.org/10.1073/pnas.0801340105
https://doi.Org/10.1073/pnas.91.2.459
https://doi.Org/10.l
https://doi.org/10.1038/naturell016
https://doi.org/10.1073/pnas.1320661111

Smith, S., Collins, S., & Charest, P. (2020). Ras, PI3K and mTORC2 - three's a crowd?.
Journal of Cell Science, 133(19), jcs234930. https://doi.org/10.1242/jcs.234930

Stirewalt, D., & Radich, J. (2003). The role of FLT3 in haematopoietic malignancies. Nature
Reviews Cancer, 3(9), 650-665. https://doi.org/10.1038/nrc1169

Strom, S., Oum, R., Elhor Gbito, K., Garcia-Manero, G., & Yamamura, Y. (2012). De novo
acute myeloid leukemia risk factors. Cancer, 118(18), 4589-4596.
https://doi.org/10.1002/cncr.27442

Swift, L., Rephaeli, A., Nudelman, A., Phillips, D., & Cutts, S. (2006). Doxorubicin-DNA
Adducts Induce a Non-Topoisomerase [I-Mediated Form of Cell Death. Cancer Research, 66(9),
4863-4871. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-05-3410

Takahashi, S. (2011). Downstream molecular pathways of FLT3 in the pathogenesis of acute
myeloid leukemia: biology and therapeutic implications. Journal of hematology & oncology,
4(13). https://doi.org/10.1186/1756-8722-4-13

Takeuchi, Y., Pausawasdi, N., & Todisco, A. (1999). Carbachol activates ERK2 in isolated
gastric parietal cells via multiple signaling pathways. American Journal of Physiology-
Gastrointestinal and Liver Physiology, 276(6), G1484-G1492.
https://doi.org/10.1152/ajpgi.1999.276.6.G1484

Uhlik, M., Abell, A., Cuevas, B., Nakamura, K., & Johnson, G. (2004). Wiring diagrams of
MAPK regulation by MEKKI1, 2, and 3. Biochemistry and Cell Biology, 82(6), 658-663.
https://doi.org/10.1139/004-114

Vanhaesebroeck, B., Welham, M., Kotani, K., Stein, R., Warne, P., Zvelebil, M., Higashi, K.,
Volinia, S., Downward, J., & Waterfield, M. (1997). p1109d, a novel phosphoinositide 3-kinase
in leukocytes. Proceedings of the National Academy of Sciences, 94(9), 4330-4335.
https://doi.org/10.1073/pnas.94.9.4330

Verstraete, K., Vandriessche, G., Januar, M., Elegheert, J., Shkumatov, A., Desfosses, A., Van
Craenenbroeck, K., Svergun, D., Gutsche, 1., Vergauwen, B., & Savvides, S. (2011). Structural
insights into the extracellular assembly of the hematopoietic Flt3 signaling complex. Blood,
118(1), 60-68. https://doi.org/10.1182/blood-2011-01-329532

Warkentin, A., Lopez, M., Lasater, E., Lin, K., He, B., Leung, A., Smith, C., Shah, N., &
Shokat, K. (2014). Overcoming myelosuppression due to synthetic lethal toxicity for FLT3-
targeted acute myeloid leukemia therapy. eLife, 303445. https://doi.org/10.7554/eLife.03445

Weber, J., Taylor, L., Roussel, M., Sherr, C., & Bar-Sagi, D. (1999). Nucleolar Arf sequesters
Mdm?2 and activates p53. Nature Cell Biology, 1(1), 20-26. https://doi.org/10.1038/8991

Weiss, A., & Schlessinger, J. (1998). Switching Signals On or Off by Receptor Dimerization.
Cell, 94(3), 277-280. https://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)81469-5

Wodnar-Filipowicz, A., Lyman, S., Gratwohl, A., Tichelli, A., Speck, B., & Nissen, C. (1996).
Flt3 Ligand Level Reflects Hematopoietic Progenitor Cell Function in Aplastic Anemia and
Chemotherapy-Induced Bone Marrow Aplasia. Blood, 88(12), 4493-4499.

Wu, M., Li, C., & Zhu, X. (2018). FLT3 inhibitors in acute myeloid leukemia. Journal of
Hematology and Oncology, 11(133). https://doi.org/10.1186/s13045-018-0675-4

Xin, P., Xu, X., Deng, C., Liu, S., Wang, Y., Zhou, X., Ma, H., Wei, D., & Sun, S. (2020).
The role of JAK/STAT signaling pathway and its inhibitors in diseases. International
Immunopharmacology, 80, 106210. https://doi.org/10.1016/j.intimp.2020.106210

Yamamoto, Y. (2001). Activating mutation of D835 within the activation loop of FLT3 in
human hematologic malignancies. Blood, 97(8), 2434-2439.
https://doi.org/10.1182/blood.V97.8.2434

Yamaura, T., Nakatani, T., Uda, K., Ogura, H., Shin, W., Kurokawa, N., Saito, K., Fujikawa,
N., Date, T., Takasaki, M., Terada, D., Hirai, A., Akashi, A., Chen, F., Adachi, Y., Ishikawa, Y.,
Hayakawa, F., Hagiwara, S., Naoe, T. et al. (2018). A novel irreversible FLT3 inhibitor, FF-
10101, shows excellent efficacy against AML cells with FLT3 mutations. Blood, 131(4), 426-
438. https://doi.org/10.1182/blood-2017-05-786657

Yarden, Y., Kuang, W., Yang-Feng, T., Coussens, L., Munemitsu, S., Dull, T., Chen, E.,
Schlessinger, J., Francke, U., & Ullrich, A. (1987). Human proto-oncogene c-kit: a new cell
surface receptor tyrosine kinase for an unidentified ligand. The EMBO Journal, 6(11), 3341-3351.
https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1987.tb02655.x

47


https://doi.org/10.1242/jcs.234930
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-05-3410
https://doi.org/10.1186/1756-8722-4-13
https://doi.Org/10.1152/ajpgi.1999.276.6.G1484
https://doi.org/10
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1182/blood-2011-01-329532
https://doi.org/10.7554/eLife.03445
https://doi.org/10.1038/8991
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1186/sl3045-018-0675-4
https://doi.Org/10.1016/j.intimp.2020.106210
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.l

Yoon, S., & Seger, R. (2006). The extracellular signal-regulated kinase: Multiple substrates
regulate diverse cellular functions. Growth Factors, 24(1), 21-44.
https://doi.org/10.1080/02699050500284218

Zarrinkar, P., Gunawardane, R., Cramer, M., Gardner, M., Brigham, D., Belli, B., Karaman,
M., Pratz, K., Pallares, G., Chao, Q., Sprankle, K., Patel, H., Levis, M., Armstrong, R., James, J.,
& Bhagwat, S. (2009). AC220 is a uniquely potent and selective inhibitor of FLT3 for the
treatment of acute myeloid leukemia (AML). Blood, 114(14), 2984-2992.
https://doi.org/10.1182/blood-2009-05-222034

Zemieli podle seznamu pifi¢in smrti, pohlavi a véku v CR, krajich a okresech - 2012-2021.
(2022). Cesky statisticky tfad. Retrieved 2023-04-28, from https://www.czso.cz/csu/czso/kraje-
podle-pohlavi-a-veku-za-rok-2021

Zhang, W., Konopleva, M., Shi, Y., McQueen, T., Harris, D., Ling, X., Estrov, Z., Quintas-
Cardama, A., Small, D., Cortes, J., & Andreeff, M. (2008). Mutant FL'T3: A Direct Target of
Sorafenib in Acute Myelogenous Leukemia. JNCI: Journal of the National Cancer Institute,
100(3), 184-198. https://doi.org/10.1093/jnci/djm328

48


https://doi.org/10.1080/02699050500284218
https://doi.org/10
https://www.czso.cz/csu/czso/kraje-
https://doi.org/10.1093/jnci/djm328

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

HDM2 — human double minute 2 protein

HOX — homeobox gene

Hsp90 — heat-shock protein 90

IC50 — koncentrace inhibitoru snizujici zivotnost bunék ¢i aktivitu enzymu o 50 %
IDH1 — isocitrate dehydrogenase 1

ITD - interni tandemova duplikace

JAK — janus activated kinases

JM — juxtamembranova doména

Kaspasa — cysteine-aspartic protease

KI - kinasovy inzert

KRAS - Kirsten rat sarcoma virus

LTK — leukocyte receptor tyrosine kinase

MAPK — mitogen-Activated Protein Kinase
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MDM2 — mouse double minute 2 homolog

MKKKs — MAPK kinasy kinasy

mTOR — mammalian target of rapamycin

mTORC2 — mTOR complex 2

NPM/NPMI1 - 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-trifostat

PKA - protein kinase A

PROTAC(s) — Proteolysis Targeting Chimeras

RAF - rapidly accelerated fibrosarcoma

RET - RET proto-oncogene

RUNXI1 — 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 buiikach

TET?2 — 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 — ubikvitinacni enzym

VEGFR1,2,3 — VEGF receptor

VHL - von Hippel-Lindau tumor suppressor

WHO - World Health Organization
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