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Souhrn

Akutni myeloidni leukémie (AML) je nejcastéjSim typem akutni leukémie
u dospélych pacientl. Teoretickd ¢ast prace se zabyva procesem leukemogeneze AML,
ulohou Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) receptoru v jeji patogenezi a 1écbou, kterd se
soustfed’'uje predev§im na cilenou terapii s vyuzitim FLT3 inhibitort.

Experimentalni ¢ast se zaméfuje na hodnoceni protinddorové aktivity
kandidatnich slouc¢enin LGR3922 a LGR4657 a studuje mechanismus inhibice na
urovni molekul onkogenni FLT3-ITD signalizace in vitro a in vivo. Na bunéénych
liniich odvozenych od AML a xenotransplantaénim myS$im modelu byl prokéazan
vyrazny protinddorovy ucinek obou latek a schopnost duélni inhibice FLT3 a kindz
rodiny Src (SFK). Dosazené vysledky pfispivaji k rozvoji novych terapeutickych
pfistupt zalozenych na vysoké ucinnosti dudlnich inhibitorG kindz, které maji

potencialni vyuziti v 1écbé AML.
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Czech

Acute myeloid leukemia (AML) is one of the most common acute form

of leukemia in adults. The theoretical part of the thesis introduces the process of AML
leukemogenesis and the role of Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) receptor
in the disease pathogenesis. It further describes current treatment approaches,
with the main focus on FLT3 inhibitors.

The experimental part of the thesis aims to assess the antitumor activity
and the molecular mechanisms underlying the inhibition of oncogenic FLT3-ITD
signaling by novel synthetic compounds LGR3922 and LGR4657. AML cell line-based
experiments and a subcutaneous xenograft mouse model demonstrated potent antitumor
activity of both tested compounds, which is mediated mainly through dual
FLT3/Src family kinases (SFK) inhibition. Our results contribute to the development

of new therapeutic approaches based on the high efficacy of the dual kinase inhibitors,

with the potential for broadening its application to the AML treatment.
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1 Uvod

Akutni myeloidni leukémie (AML) je maligni onemocnéni hematopoézy, které
je charakterizovano akumulaci nezralych myeloidnich prekurzorti v kostni dfeni
a periferni krvi. AML vznikd na podkladu cytogenetickych abnormalit a genovych
mutaci v kmenovych hematopoetickych builkkdch a progenitorech. Jednou
z nejcastejSich mutaci u AML pacientli je mutace ve FLT3 genu kodujici FLT3
receptor, ktery ma diilezitou tlohu v procesech regulace hematopoézy. FLT3 receptor
tak predstavuje u AML vyznamny terapeuticky cil, proti némuz je v poslednich letech
vyvijena moderni cilend 1é¢ba v podobé FLT3 inhibitori. Navzdory vysoké lécebné
odpovédi na FLT3 inhibitory dochazi u vétSiny pacientl ke ztraté efektivity lécby
v disledku rozvoje rezistence. V soucasné dobé se tak vyzkum soustied’uje nejen na
vyvoj novych ucinnych latek, ale i na moznosti kombinacni terapie, které¢ by vedly ke

sniZeni rizika vzniku rezistence.



2 Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma ,Nové inhibitory v 1ébé akutni myeloidni
leukémie®.

2. Zvladnuti pouzitych metod: kultivace bunéénych linii, testy viability
a cytotoxicity, western blot, PCR.

3. Vyhodnoceni zjisténych Gcinki inhibitorti na bunéénych liniich.



3 Literarni prehled
3.1 Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) je klondlni onemocnéni hematopoézy, které
je charakteristické proliferaci a akumulaci nezralych a/nebo abnormaélné
diferencovanych myeloidnich bun¢k (blastl) v kostni dfeni, odkud jsou vyplavovany
do krve a extramedularnich tkani (Irons et Stillman, 1996; Dohner et al., 2015).

AML je nejcastéjSim typem akutni leukémie u dospélych a jeji incidence se
zvySuje s nartistajicim vékem, kdy vétSina pacienti méa nad 65 let (Shah et al., 2013;
De Kouchkovsky et Abdul-Hay, 2016). U déti mladSich 15 let se AML vyskytuje jen
vzacné, kdy zahrnuje pouze 15-20 % piipadt détskych akutnich leukémii (Creutzig
et al.,2012; De Rooij et al., 2015).

3.1.1 Etiologie a molekularni patogeneze

AML u vétSiny diagnostikovanych pacientli vznika de novo. Tzv. sekundarni
AML je asociovana s nékterymi hematologickymi onemocnénimi (myelodysplasticky
syndrom, myeloproliferativni neopldzie nebo aplastickd anémie), popt. vznika jako
nasledek piedchozi protinddorové 1écby (therapy-related AML) (Boddu et al., 2017).
Krozvoji AML dochazi v disledku maligni transformace kmenovych
hematopoetickych bun€k a progenitorti, kterda vznikd na zakladé¢ akumulace
chromozomalnich aberaci (translokace, inverze, delece aj.) a/nebo genovych mutaci
(bodové mutace, kratké inzerce/delece, duplikace atd.). AML je tak zna¢né heterogenni
onemocnéni (Irons et Stillman, 1996; Mrozek et al. 2004; Walter et al. 2009; Dohner
et al., 2015). Ackoliv vétSina mutaci postihuje somatické buiky, diagnostika
germinalnich mutaci asociovanych s AML nabyvé na vyznamu. Familiarni predispozice
k AML je spojovana predev§im s mutacemi v genech RUNXI, CEBPA, GATA2
a DDX41 (Song et al., 1999; Smith et al., 2004; Hahn et al., 2011; Polprasert et al.,
2015).

Leukemogeneze je mnohastupnovy proces, ktery kromé¢ akumulace somatickych
mutaci zahrnuje kaskadu tady dalSich udélosti. Pribéh je do znané miry ovlivnén
povahou ziskanych mutaci, jejich vzajemnymi interakcemi a genetickymi
predispozicemi jedince. Jiz v preleukemickych buiikach se objevuji tzv. ,,passenger
mutace, které se Casto vyskytuji v genech ucastnicich se epigenetickych procest

(DNMT3A, TET2, ASXLI, IDHI/2), avSsak samotné nejsou schopny iniciovat rozvoj



AML. Na pocatku diagn6zy AML byva alelické frekvence téchto mutaci vysoka (Welch
et al.,2012; Genovese et al., 2014; Papaemmanuil et al., 2016).

K transformaci do AML dochazi az v disledku vzniku iniciujici, tzv. ,driver*
mutace, kterd danému klonu umozni neomezenou bunécnou proliferaci (FLT3, NRAS,
¢-KIT) a/nebo zajisti blok normalni myeloidni diferenciace (RUNXITI, CEBPA, TP53)
(Vosberg et Greif, 2019). Vramci The Cancer Genome Atlas (TCGA) Research
Network byly tyto rekurentni cytogenetické a molekularné-genetické abnormality
organizovany do 8 funk¢nich skupin. Signifikantné mutované geny koduji molekuly
signalnich drah, transkripéni faktory, nadorové supresory aj. (viz Tabulka 1). Studie
publikovand Papaemmanuil et al. (2016) identifikovala 5234 ,driver” mutaci v 76
riznych genech a genomickych oblastech a prokazala, ze u vétSiny AML pacientl

(86 %) se vyskytuji vice nez dve ,,driver mutace.

Tabulka 1: Funk¢ni kategorie gend zapojenych v leukemogenezi u de novo AML
pacientl (pfevzato z Roussel et al., 2020).

Funkéni kategorie Geny
Signalni drahy Mutace FLT3, KRAS, NRAS, KIT
Epigenetické regulace geny modifikujici ~ Mutace ASXLI a EZH?2; fuze MLL

chromatin

geny vztahujicise =~ Mutace DNMT3A, TET2, IDHI1, IDH?2

k metylaci DNA
Nukleofosmin Mutace NPM1
Komplex spliceozomu Mutace SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2
Kohezinovy komplex Mutace RAD21, STAGI1, STAG2, SMCIA, SMC3
Myeloidni transkrip¢ni Mutace RUNX1, CEBPA, GATA2; fuze
faktory RUNXI-RUNXITI, PML-RARA, MYH11-CBFB
Nadorové supresory Mutace WT1, TP53, PHF6

(PTEN a MDM? deregulace)

3.1.2 Klinické priznaky

spojené s infiltraci kostni dfené, pfipadné dalSich organti, leukemickymi bunikami
a s cytopenii. Symptomy byvaji Casto nespecifické, tudiz se mohou vyskytovat
1 u jinych onemocnéni. Mezi takové projevy patii naptiklad Ginava, malatnost, bledost,
dusnost, horecka, pokles véahy, zvysené riziko infekci, nevolnost, zvraceni, bolest
na hrudi, tvorba modfin, anémie nebo krvaceni z nosu a dasni (Lowenberg et al., 1999;

Asif et Hassan, 2012; Shephard et al., 2016).
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Rozsifeni leukemickych bun€k do dalSich organti miize vyvolat hepatomegalii,
splenomegalii, lymfadenopatii, bolest kosti nebo kozni leze. U nékterych jedinct se
mize vyskytnout hyperleukocytéza zplsobujici leukostdzu, ktera vyvolava poruchy
CNS. Vzacné se u pacienti mohou objevit metabolické abnormality, jako je

hyperurikémie nebo hypokalcémie (Lowenberg ef al., 1999).

3.1.3 Diagnostika a klasifikace

Standardni  postupy pro diagnostiku AML  zahrnuji morfologické,
imunofenotypizacni, cytogenetické a v neposledni fadé¢ molekuldrné-genetické vySetieni
periferni krve a kostni diené. V piipadé AML je v krevnim obrazu pfizna¢na
pfitomnost blasti a zbytkové populace zralych granulocytii pifi absenci stfednich
vyvojovych forem — tzv. hiatus leucaemicus (Salek, 2012). Pro stanoveni diagnozy
AML je nutnd pfitomnost vice nez 20 % blastl. Jen ve vzacnych ptfipadech mize byt
pocet blastli mensi nez 20 % (Betz et Hess, 2010; Dohner ef al., 2017). Do celkového
poctu blastl jsou zahrnuty myeloblasty, monoblasty a megakaryoblasty. V ptipadé
AML s monocytarni, popt. myelomonocytarni diferenciaci jsou za ekvivalenty blast
povazovany monoblasty a promonocyty (Dohner ef al., 2017).

Pfesn¢jSi vySetiovaci metodou, nez pfinaSi studium morfologie, je
imunofenotypizace pomoci pratokové cytometrie. Imunofenotypizani vySetieni
umoziuje identifikaci blastl, stanoveni jejich linie a zjiSténi imunofenotypu (Béné
et al., 2011; Chen et Cherian, 2017).

Chromozomalni zmény  jsou identifikovdny  pomoci  konvencniho
cytogenetického vysetfeni nebo fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Jedna nebo
i vice chromozomalnich abnormalit byva detekovano pfiblizné¢ u 55 % dospélych
pacientii (Mrozek et al., 2004; Dohner et al., 2010; Meyer et Levine, 2014).

V neposledni fadé se provadi molekuldrné genetickd analyza, kterd dokaze
identifikovat fuzni geny a genové mutace, coz je nezbytné zejména u pacientli
s normalnim karyotypem. Vyuziva se napiiklad PCR spojend s reverzni transkripci
(RT-PCR), arraye pro jednonukleotidové polymorfismy (SNP) nebo metody
sekvencovani nové generace (Ddhner et al., 2010; Weinberg et al., 2017).

Na zaklad€¢ zminénych diagnostickych metod je AML podle WHO klasifikovana
do nékolika subtypii (Arber et al., 2016), které jsou uvedeny v Tabulce 2.



Tabulka 2: Klasifikace AML a ptibuznych neoplazii podle WHO (pievzato z Arber
etal., 2016).

AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami

AML s (8,21)(q22;q22.1); RUNXI-RUNXITI

AML s inv(16)(p13.1922) nebo t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL s PML/RARA

AML s t(9;11)(p21.3;q923.3); MLLT3-KMT2A4

AML s t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

AML s inv(3)(q21.3926.2) nebo t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM
AML (megakaryoblasticka) s t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
Prozatimni entita: AML s BCR-ABLI

AML s mutaci NPM1

AML s bialelickou mutaci CEBPA

Prozatimni entita: AML s mutaci RUNX1

AML s myelodysplastickymi zménami

AML vznikla v souvislosti s 1é¢bou

AML, bliZe nespecifikovana

AML s minimalni diferenciaci

AML s vyzravanim

AML bez vyzravani

Akutni myelomonocytarni leukémie

Akutni monoblastickd/monocytarni leukémie
Cista erytroidni leukémie

Akutni megakaryoblastické leukémie

Akutni bazofilni leukémie

Akutni panmyeloza s myelofibrozou

Myeloidni sarkom

Myeloidni proliferace souvisejici s Downovym syndromem

Docasnéa abnormalni myelopoéza

Myeloidni leukémie asociovana s Downovym syndromem

Ackoliv AML s mutaci ve FLT3 genu neni dle WHO klasifikace samostatnou
jednotkou, vyskytuje se u velké skupiny AML pacientil. Proto se prace dile zamétuje na
ulohu FLT3 v patogenezi AML a shrnuje poznatky o moZznostech vyuziti FLT3

inhibitord v cilené 1écbé AML.



3.2 Uloha FLT3 v patogenezi AML
3.2.1 FLT3 receptor

FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3), znama také jako FLK-2 (fetal liver kinase-2),
STK-1 (stem cell tyrosine kinase 1) nebo CDI135 ptedstavuje transmembranovy
receptor kddovany FLT3 genem, ktery je u ¢lov€ka lokalizovany na chromozomu 13
(Rosnet et al., 1991; Grafone et al., 2012). FLT3 gen ma velikost cca 100 kb a sklada se
z 24 exonl (Abu-Duhier et al., 2001). Protein FLT3 se sklada z 993 aminokyselin
(Rosnet et al., 1993), pticemz glykosylovany ma molekulovou hmotnost 158—160 kDa
a jeho neglykosylovana isoforma pak 130-143 kDa, kterd neni asociovana
s cytoplazmatickou membranou (Markovic et al., 2005).

FLT3 receptor patii do III. tfidy rodiny tyrosin kindzovych receptort. Jeho
strukturu pfedstavuje extracelularni doména obsahujici 5 imunoglobulin-like domén,
transmembranovda doména, cytoplazmatickd juxtamembrinovd doména a 2
cytoplazmatické kindzové domény spojené kindzovym inzertem (viz Obrazek 1) (Agnés

et al., 1994; Parcells et al., 2006; Grafone et al., 2012).

Ig-like D

Obrazek 1: Struktura FLT3 receptoru. Ig-like D — imonuglobulin-like domény,
TD — transmembranova doména, JD — juxtamembranova doména, KD1/2 — kindzové
domény 1/2, KI — kindzovy inzert, AS — aktivacni smycka (upraveno podle Grafone
et al., 2012; Gebru et Wang, 2020).



V kostni dfeni je FLT3 exprimovan na CD34" hematopoetickych kmenovych
bunikdch a progenitorech B-lymfoidni a myeloidni linie, kde ma dtlezitou ulohu
v regulacnich procesech hematopoézy. Podili se na regulaci metabolismu fosfolipidd,
transkripce, proliferace i apoptdzy. (Rosnet et al., 1993; Brasel et al., 1995; Grafone et
al., 2012). Exprese FLT3 probiha krom¢ kostni dfené i v dalSich hematopoetickych
organech jako je slezina, jatra, brzlik, nebo placenta, ale také v mozku a pohlavnich

organech (Rosnet et al., 1993; Stirewalt et Radich, 2003).

3.2.2 FLT3 ligand

FLT3 ligand (FL) pfedstavuje transmembranovy protein typu I, ktery ma
u cloveka celkovou délku 235 aminokyselin (Lyman et al., 1993; Lyman et Jacobsen,
1998). Lidsky FL gen se nachazi na chromozomu 19 a méa délku sekvence cca 5,9 kb
(Lyman et al., 1995; McClanahan ef al., 1996). FL se fadi mezi ristové faktory a podili
se na regulaci hematopoézy, pficemz samostatné¢ ma velmi slabou aktivitu a jeho ucinek
se projevuje az v kombinaci s dal$imi cytokiny (Grafone et al., 2012).

Exprese FL probihd ve vétSiné tkani zahrnujici slezinu, brzlik, periferni krev,
kostni dfen, prostatu, vajecniky, ledviny, plice, tenké a tlusté stfevo, varlata, srdce
a placentu. V nejvyssi mife je pak exprimovadn mononuklearnimi buiikami periferni

krve (Stirewalt ef Radich, 2003).

3.2.3 Signalizace wild-type FLT3

Neaktivni FLT3 receptor se v cytoplazmatické membrané vyskytuje v podobé
monomeru. Jeho stimulace nastdva po navazani FL, kdy dochdzi ke zméné konformace
a nasledné indukci dimerizace receptoru. Dimerizace vede k autofosforylaci tyrosin
kindzovych domén receptoru, coz méd za nasledek vytvofeni dokovacich mist pro
adaptorové molekuly a aktivaci podfizenych signalnich drah. Komplex FLT3-FL je poté
rychle internalizovédn a degradovan (Stirewalt ef Radich, 2003).

Ptenos signalu zFLT3 receptoru je primarné zprosttedkovan pies
fosfatidylinositol-3-kindzu (PI3K) vedouci k aktivaci proteinkindzy B (AKT), a také
pfes RAS GTPazu podporujici aktivaci ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase
1/2) a STATS (signal transducer and activator of transcription 5) (Zhang et al., 2000;
Markovic et al., 2005). Mimo vySe uvedené FLT3 interaguje stadou dalSich
cytoplazmatickych efektorovych molekul, jako je napt. fosfolipdza Cyl, VAV, FYN



a SRC. Signalni drahy aktivované wt-FLT3 vedou k pfeziti, proliferaci a diferenciaci

progenitorovych hematopoetickych bunék (Grafone et al., 2012).

3.2.4 Onkogenni signalizace FLT3

Ke zvysené expresi wt-FLT3 dochézi u fady hematologickych malignit, v¢etné
AML (Birg et al. 1992; Parcells et al., 2006). U AML je také exprimovan aberantni
FLTS3, ktery je pozorovan piiblizné u 30 % pacientii (Gilliland e# Griftin, 2002). Miize
se jednat o interni tandemovou duplikaci v juxtamembranové doméné receptoru
(FLT3-ITD) nebo o bodovou mutaci v tyrosin kindzové doméné (FLT3-TKD).
Nejcasteji detekovanou FLT3-TKD mutaci je zaména kyseliny asparagové v pozici 835
(D835X), kdy dochazi k substituci tyrosinem (D835Y) nebo histidinem (D835H), méné
casto valinem (D835V), kyselinou glutamovou (D835E) nebo asparaginem (D835N)
(Yamamoto et al., 2001; Kottaridis et al., 2003). Mezi mén¢ frekventované mutace patii
napi. N676K, Y842C nebo F594L (Kazi ef Ronnstrand, 2019b).

ITD i TKD zpiisobuji deregulaci FLT3 receptoru. Ob¢ zminéné mutace maji za
nasledek dimerizaci receptoru nezavislou na pfitomnosti ligandu a jeho autofosforylaci,

a receptor je tak konstitutivné aktivni (Scholl et al., 2008; Daver et al., 2019).

3.2.4.1 FLT3-ITD

Ptitomnost ITD ve FLT3 genu u pacientd s AML poprvé popsali Nakao et al.
(1996) a je obecné spojovana se Spatnou prognézou (vyssi riziko relapsu a kratsi
celkové preziti) (Kiyoi ef al., 1999; Daver et al., 2019). Tato mutace se vyskytuje, kdyz
je fragment sekvence kodujici juxtramembranovou doménu duplikovan a inzertovan
v piimé orientaci. ITD se nachazi v exonech 14 a 15 a délka se pohybuje v rozsahu
od 3 az do vice nez 400 bp, pficemz se vzdy objevuje v ndsobcich tii, tudiz ¢teci rdmec
transkriptu zGstava zachovan (Schnittger et al., 2002; Levis et Small, 2003;
Lagunas-Rangel et Chavez-Valencia, 2017). FLT3-ITD je u vétSiny AML pacientl
v heterozygotnim stavu, ale muze se vykytovat i vobou alelach (Stirewalt
et Radich, 2003). Samotnd FLT3-ITD neni schopna vyvolat vznik AML, ale vyzaduje
dalsi ,,driver mutace (Lee et al., 2005; Li et al., 2008; Garg et al., 2015). Mutace
FLT3-ITD byva casto identifikovana s mutacemi v genech NPM1 a DNMT3A (Patel et
al.,2012).

Vlivem pfitomnosti ITD v juxtamembranové doméné receptor zistdva stale

katalyticky aktivni 1 bez pfitomnosti ligandu, coz ma za nasledek dimerizaci,
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konstitutivni autofosforylaci a aktivaci receptoru a dalSich podfizenych molekul.
Mutovany receptor také muze vytvaret heterodimery s wt-FLT3, vysledkem cehoz je
fosforylace obou molekul (Kiyoi et al., 1998; Lee et al., 2005).

FLT3-ITD aktivuje PI3K a RAS drdhu podobnym zptsobem jako wt-FLT3, ale
klicovou roli mé aktivace STATS (Grafone et al., 2012). Pii ITD signalizaci totiz
dochazi k velké mite fosforylace STATS, ktery je tak konstitutivné aktivni a vaZe se na
DNA, na rozdil od wt-FLT3, kdy je STATS fosforylovan pouze slabé bez nasledné
vazby na DNA (Mizuki et al., 2000; Stirewalt e Radich, 2003). STATS pak ma
vyznamny podil na preziti leukemickych bun¢k a transkripci antiapoptickych gent
(Baskiewicz-Masiuk et Machalinski, 2004; Carroll et al., 2005). FLT3-ITD se také
pfimou interakci podili na aktivaci nékterych SFK (kinazy rodiny Src), jako je LYN,
FYN, LCK, HCK, FGR nebo SRC. Kindzy LYN, FYN a LCK maji vliv na aktivaci
STATS a HCK na nadmérnou expresi CDK6 (Robinson et al., 2005; Chougule et al.,
2016; Lopez et al., 2016; Kazi et Ronnstrand, 2019a; Voisset et al., 2020).

Vysledkem onkogenni FLT3-ITD signalizace (viz Obrazek 2) je pak pteziti,
proliferace a zablokovani diferenciace myeloidnich progenitorovych bunék (Zheng

et al., 2002; Chung et al., 2005; Grafone et al., 2012).

FLT3-ITD

@ el \
@
\ '
®®

A v b
Preziti bunék
Proliferace
Diferencia¢ni blok

Obrazek 2: Schéma signalni drahy FLT3-ITD (upraveno podle Grafone et al., 2012;
Kazi et Ronnstrand, 2019a; Voisset et al., 2020).



3.3 Klasicka 1é¢ba AML

Standardni 1écbou AML, kterd byla zavedena v 70. letech 20. stoleti, stale
zustava kombinace cytarabinu a antracyklinu (nejcastéji daunorubicinu), oznacovana
jako ,,7+3%. Tato metoda zahrnuje infuzi cytarabinu po dobu 7 dnd, pfi¢emz prvni 3 dny
se podava soucasn¢ s infuzi antracyklinu. Jedné se o intenzivni indukéni chemoterapii,
kterd muze byt doprovazena fadou komplikaci, jako napiiklad dlouhotrvajici aplazie
kostni diené¢ a silné cytopenie, riziko infekce, sepse 1 smrti. Cilem indukéni
chemoterapie je dosahnuti kompletni remise, kterd by se méla projevit obnovenim
normalni hematopoézy. (Kopmar et Estey, 2019; Carter et al., 2020; Zeidan et al.,
2020).

Mezi novéjsi cytotoxickou terapii patii 1écivo Vyxeos (CPX-351), které
predstavuje liposomdlni formulaci cytarabinu a daunorubicinu v moldrnim poméru 5:1.
Vyxeos vykazuje u pacientli lepsi odpovéd’ na 1écbu a prodluzuje celkové pieziti AML
pacientii ve srovnani s klasickou ,,7+3 terapii (Lancet et al., 2014; Alfayez et al.,
2020).

Po dosazeni kompletni remise se pfistupuje ke konsolidacni terapii, jejimz
ucelem je zabranit relapsu (Robak et Wierzbowska, 2009). Pii konsolida¢ni 1écbé se
pacientim podavaji vysoké davky cytarabinu (u jedinct s pfiznivou cytogenetikou,
prevazné mladsich) a/nebo se voli alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych
bun¢k (allo-HSCT) (u jedinct s neptiznivou cytogenetikou, vysokym rizikem relapsu)
(Koreth et al., 2009; Carter et al., 2020; Daver et al., 2020).

U pacientd, ktefi nejsou vhodni pro indukéni chemoterapii (pfedevsim starsi
jedinci nad 65 let), se voli méné intenzivni léCba. Pacientim jsou podavany
hypometylacni latky (mezi které se fadi azacytidin nebo decitabin) nebo cytarabin
v nizkych davkach (Othus et al., 2014; Kopmar et Estey, 2019; Carter ef al., 2020).

Udrzovaci terapie nebyla az doneddvna soucasti standardni 1écby AML
z hlediska neptesvédCivych dikazli o jejim prospéchu. Az v poslednich letech bylo
napiiklad zjiSténo, Zze peroralné¢ podavany azacytidin jako udrzovaci terapie po
intenzivni chemoterapii (s nebo bez nésledné konsolida¢ni terapie), vede k prodlouzeni
celkového preziti pacienti (Wei et al., 2020). Pro udrzovaci 1écbu po allo-HSCT se také
u pacientll s FLT3 mutaci vyuzivaji tyrosin kindzové inhibitory (Carter et al., 2020).

Chemoterapii kvuli své vysoké toxicité¢ doprovazi fada vedlejSich u¢inkl. Mezi

ty kratkodobé patii naptiklad ztrata vlast, rozbolavéla Usta, infekce, prijmy, nevolnosti
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a ruzné vyrazky. K dlouhodobym efektim se fadi tinava, ,.,chemobrain®, neuropatie
yrazky y

nebo dysfunkce organti (Crossnohere et al., 2019).

3.4 Cilena lécba AML

Hlubsi poznatky mechanismu vyvoje AML a nové techniky molekularni
genetiky piispély k vyraznému pokroku v oblasti cilené 1écby. Nové vyvijené latky jsou
schopny cilit na specifické mutace, kli¢ové molekuly bunééného metabolismu, popt. na
specificky antigen nadorové bunky (Kopmar et Estey, 2019; Yu et al., 2020). Mezi
takova léCiva se fadi naptiklad venetoclax jako inhibitor antiapoptického proteinu
BCL-2 (Konopleva et al., 2016; Carter et al., 2020), glasdegib jako inhibitor Hedgehog
signalni drédhy skrz protein SMO (Hoy, 2019), inhibitory IDH1 ivosidenib (Dhillon,
2018) a IDH2 enasidenib (Kim, 2017), a FLT3 inhibitory (podrobné popsany
v nasledujici  kapitole). Piikladem imunoterapie je gemtuzumab ozogamicin,
predstavujici cytotoxické 1é€ivo calicheamicin kovalentné konjugované s monoklondlni
protilatkou, ktery cili na CD33 antigen na myeloidnich blastech. Po navazani protilatky
na CD33 dochazi k internalizaci calicheamicinu, ktery indukuje vznik dvouvldknovych
zlom v DNA, coz nasledné¢ vede k bunécné smrti (Godwin et al., 2017; Jen et al.,

2018).

3.4.1 FLT3 inhibitory

Z hlediska castého vyskytu mutaci ve FLT3 genu u AML pacientii pfedstavuje
FLT3 receptor vyznamny molekularni terapeuticky cil. FLT3 inhibitory jsou
klasifikovany na inhibitory prvni a druhé generace v zavislosti na jejich specifité pro
FLT3 receptor. Inhibitory 1. generace jsou relativné nespecifické pro FLT3 a jsou
aktivni 1 vG¢i jinym molekuldm, coz mize mit za nasledek obecné vyssi toxicitu.
Naopak inhibitory 2. generace jsou vice selektivni a i¢inné vici FLT3 (Weisberg ef al.,
2010; Antar et al., 2020).

Kromé toho se FLT3 inhibitory rozdé€luji na typ I a II podle jejich mechanismu
interakce s FLT3 receptorem. Oba typy inhibuji receptor prostiednictvim vazby na
ATP-vazebné misto v intracelularni kindzové doméné receptoru. Inhibitory typu I se
vazou na ATP-vazebné misto v aktivni konformaci receptoru a plsobi jak proti mutaci
ITD, tak TKD. Inhibitory typu II pak interaguji s ATP-vazebnym mistem v inaktivni
konformaci receptoru a ptisobi pouze proti ITD mutaci (Ke ef al., 2015; Antar et al.,

2020).
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3.4.1.1 Inhibitory 1. generace
Sunitinib

Sunitinib krom¢ FLT3 zplsobuje také inhibici molekul c-KIT, VEGFR2,
PDGFR a RET a fadi se mezi inhibitory typu I. Sunitinib v kombinaci s cytarabinem
nebo daunorubicinem inhiboval proliferaci a indukoval apoptézu myeloidnich blastt
s FLT3-ITD mutaci (O’Farrell et al., 2003; Yee et al., 2004). 1 pres slibné vysledky
v 1. a 2. fazi klinického testovani se bohuzel ukazalo, Ze kombinace sunitinibu
s chemoterapii zpisobuje mnoho vedlejSich ucinkG (vycerpani, prijmy, nevolnost,
mukositida, hypertenze, poruchy lymfatického a ob&hového systému), a neni proto
v soucasné dobé pro 1écbu AML dale vyvijen. Sunitinib je ale Siroce vyuzivan pro 1é¢bu

riznych solidnich tumort (Fiedler et al., 2015; Antar et al., 2020; Yu et al., 2020).

Sorafenib

Sorafenib inhibuje kromé¢ FLT3 také RAF, VEGFR1/2/3, PDGFRp, c-KIT
a RET a patii do skupiny inhibitort typu II (Antar et al., 2020). Sorafenib v kombinaci
s indukéni chemoterapii vedl ke zvySeni celkového preziti AML pacientd < 60 let
(Rolling et al. 2015). Naopak star$i pacienti vykazovali niz$i toleranci této 1écby, ktera
byla spojena s vyssi mortalitou souvisejici s terapii a nizSim poctem kompletnich remisi
(Serve et al., 2013). Kombinace sorafenibu a hypometylacnich latek vedla k vysoké
mife odpoveédi u pacientd s FLT3 mutaci (Yu ef al., 2020). Navic, sorafenib jako
udrzovaci terapie po allo-HSCT u FLT3-ITD pacientl snizoval riziko relapsu (Burchert
et al., 2020; Xuan et al., 2020). Mezi vedlejs$i ucinky zpisobené sorafenibem patii
vyrazka, Unava, prijmy, nevolnost a hypertenze. Sorafenib se nachdzi ve 2.-3. fazi
klinického testovani a na lécbu AML je dostupny pouze pro ,,off-label pouziti.
Vyuziva se vSak pro 1é¢bu riznych solidnich tumort (Antar et al., 2020; Yu et al.,

2020).

Lestaurtinib

Lestaurtinib slouzi kromé FLT3 také jako inhibitor JAK2/3 a TRKA/B/C a tadi
se kinhibitorim typu I. K vedlejsim uc€inklim, které mohou vzniknout pii 1écbé
lestaurtinibem, patii infekce, sepse a infarkt myokardu. Lestaurtinib selhal ve 3. fazi
klinického testovani, kdy v kombinaci sindukéni a konsolida¢ni terapii u nové
diagnostikovanych AML pacienti s FLT3 mutaci nepfinesl Zadny klinicky benefit
(Knapper et al., 2017; Daver et al., 2019; Antar et al., 2020).
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Midostaurin

Midostaurin krom¢ FLT3 inhibuje také PKC, SYK, FLK-1, AKT, PKA, c¢-KIT,
FGR, SRC, PDGFRa/B a VEGFR1/2 a patii mezi inhibitory typu I (Antar et al., 2020).
Midostaurin byl v roce 2017 schvalen americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(FDA) a Evropskou 1ékovou agenturou (EMA) pro 1é¢bu nové diagnostikovanych AML
pacient s FLT3 mutaci v kombinaci se standardni chemoterapii. Schvalen byl na
zaklade vysledkt 3. faze klinického testovani, kdy doslo k prodlouzeni jak intervalu bez
symptomil nemoci, tak doby celkového pteziti pacienti s mutaci FLT3-ITD nebo TKD.
Midostaurin byl podavan soucasné¢ s indukéni terapii (,,7+3“) a konsolidacni terapii
(cytarabin ve vysokych davkach), dale u pacientli v remisi jako udrzovaci terapie (Stone
et al., 2017). V dalsi studii 2. fadze klinického testovani midostaurin také vyrazné
prodlouzil dobu do relapsu u FLT3-ITD pacientd (Schlenk ef al., 2019). Mezi vedlejsi
ucinky pti 1é€bé midostaurinem se fadi horecka, otoky, infekce, nevolnost, zvraceni,

prijmy, unava a krvaceni (Antar et al., 2020).

3.4.1.2 Inhibitory 2. generace
Crenolanib

Crenolanib vykazuje krom¢ FLT3 také inhibi¢ni aktivitu viici PDGFRo/p a tadi
se mezi inhibitory typu I. Ve 2. fazi klinického testovani byl crenolanib pouzit
v kombinaci se standardni ,,7+3“ chemoterapii. U nové diagnostikovanych AML
pacienti s FLT3 mutaci mladSich 60 let pak byl crenolanib dobife tolerovan.
Momentalné se crenolanib nachazi ve 3. fazi klinického testovani a pro 1écbu AML
prozatim nebyl schvalen. K vedlejsim uc¢inkiim, které vznikaji pifi 1écbé crenolanibem,
patii nevolnost, zvraceni, transaminitida, vyrazka a otoky (Wang et al., 2017; Antar

et al., 2020).

Quizartinib

Quizartinib zptisobuje kromé FLT3 také inhibici c-KIT, PDGFR a CSFIR
a patfi do skupiny inhibitorti typu II. Quizartinib jako monoterapie byl v roce 2019
v Japonsku schvalen pro 1écbu AML pacientt s FLT3-ITD, ktefi se nachazi v relapsu
nebo nereaguji na 1écbu (Antar et al., 2020; Carter et al., 2020). Ke schvaleni vedly
ptiznivé vysledky 3. faze klinického testovéani, kdy byla pfi podavani quizartinibu
prodlouzena celkova doba pfeziti pacientil ve srovnani s chemoterapii (Cortes et al.,

2019). V1. fazi Kklinického testovani byl quizartinib také testovan u nové
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diagnostikovanych AML pacientli, kdy v kombinaci s chemoterapii vykazoval
antileukemickou aktivitu (Altman et al., 2018). Mezi vedlejsi ucinky zplsobené
quizartinibem se fadi nevolnost, zvraceni, prodlouzeni QTc intervalu a myelosuprese

(Antar et al., 2020).

Gilteritinib

Gilteritinib ptisobi kromé FLT3 také jako inhibitor LTK, ALK a AXL a fadi se
k inhibitorim typu I (Antar et al., 2020). Gilteritinib byl v roce 2018 schvalen FDA
a vroce 2019 EMA jako monoterapie pro lé¢bu AML pacientti s FLT3 mutaci (ITD
1 TKD), ktefi jsou v relapsu nebo nereaguji na lé€bu. Schvéleni gilteritinibu bylo
udéleno na zdkladé¢ 3. faze klinického testovani, kdy byl gilteritinib srovnavan se
standardni chemoterapii. Pacienti na gilteritinibu dosahovali delSiho celkového preziti
a vice jedinct se nachazelo v remisi (Perl ef al., 2019; Tzogani et al., 2020; Yu et al.,
2020). Kvedlejsim ucinkim pii podavani gilteritinibu patfi prijmy, uUnava,

transaminitida, febrilni neutropenie a infekce (Antar ef al., 2020).

3.4.2 Rezistence vii¢i FLT3 inhibitoriim

Zasadnim problémem pfti [é€bé AML FLT3 inhibitory je jejich do¢asné ucinnost
a vznik rezistence vi¢i nim. Tato rezistence muize byt bud vrozend nebo ziskana.
Vrozend rezistence (oznaCovand také jako primarni) je déna specifickymi
charakteristikami AML, kdezto ziskana (sekundérni) se vyviji po pocate¢ni odpovedi

v pribéhu terapie (Kindler et al., 2010; Antar et al., 2020).

3.4.2.1 Primarni rezistence

U nekterych pacientli bylo ukdzano, ze k vrozené rezistenci pfispiva trvala
aktivace molekul MAPK a STATS nezavisle na FLT3-ITD, coz naznacuje aktivaci
alternativnich signalnich drah nezéavislych na FLT3, které vedou k pfeziti leukemickych
bunek (Knapper et al., 2006; Kindler et al., 2010).

Krezistenci vic¢i FLT3 inhibitorim mulze také ptispivat enzym CYP3A4
nachdzejici se v mikroprostfedi kostni dfené. Ve stromdlnich bunkach kostni dfené
dochazi k expresi CYP3A4, ktery posiluje metabolizaci FLT3 inhibitorti, coz vede
k potlaeni jejich ucinku. CYP3A4 v jatrech pak také hraje roli v inaktivaci nékterych
FLT3 inhibitord (Chang et al., 2017; Chang et al., 2019; Kiyoi et al., 2020).
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Mutace FLT3-TKD, popi. mutace i v jinych genech, mohou také zprosttedkovat

primarni rezistenci vi¢i ur¢itym FLT3 inhibitortiim (Scholl ef al., 2020).

3.4.2.2 Sekundarni rezistence

Dulezitym mechanismem sekundarni rezistence je vznik mutaci jako nasledek
terapie FLT3 inhibitory. Rezistence mlize byt zapfi¢inénd mutaci ve FLT3 genu, kdy si
leukemické builky zachovavaji zdvislost na FLT3 signalni draze (tzv. ,,on-target”
rezistence). Piikladem jsou bodové mutace FLT3-TKD. Rezistence také vznika
v disledku mutaci v jinych genech nez FLT3, coz souvisi s aktivaci alternativnich
signalnich drah nezavislych na FLT3 (tzv. ,,off-target” rezistence). Napiiklad se jedna
o mutaci v NRAS genu, kterd vede k aktivaci RAS navzdory inhibici FLT3 (Piloto et al.,
2007; Kindler et al., 2010; Smith et al., 2012; Kiyoi et al., 2020; Scholl et al., 2020).

Jeden zdalSich mechanismi rezistence souvisi s pfitomnosti FL
v mikroprostiedi kostni dfené. Bylo zjisténo, Ze indukéni a konsolida¢ni chemoterapie
vede ke zvySené koncentraci FL, coz snizuje uc¢inek FLT3 inhibitord. U AML pacientt
s FLT3-ITD mutaci je totiz Casto exprimovan také wt-FLT3, ktery je aktivovan praveé
diky vazbé FL, coz muze vyustit v trvalou aktivaci FLT3/MAPK signalni drahy vedouci
k preziti leukemickych bunék i v pfitomnosti FLT3 inhibitoru (Sato et al., 2011; Yang
et al.,2014; Chen et al., 2016; Daver et al., 2019).

Sekundarni rezistence muze dale souviset s nadmérnou expresi FLT3 (Kindler

etal., 2010).

3.4.2.3 Pirekonani rezistence

Dulezitou strategii k pfekonani rezistence pifedstavuje kombinace riznych
lécebnych rezimii. Mize se jednat o poddvani FLT3 inhibitori v kombinaci s intenzivni
chemoterapii, hypometylaénimi latkami nebo jinymi inhibitory, které pak vedou
k inhibici kli€¢ovych signalnich drah riznymi zpisoby ucinku. Studie se v ramci
kombinac¢ni terapie s dalSimi specifickymi inhibitory zamétuji napiiklad na vyuZziti
inhibitort BCL-2, MDM2, STATS5, CDK4/6, IDH1/2 nebo CYP3A4 (Daver et al.,
2019; Antar et al., 2020; Eguchi et al., 2020). Nedavna studie naptiklad ukazala, ze
kombinace dasatinibu s quzartinibem pfispiva k piekonani rezistence zprosttedkované
stromalnimi buitkami kostni dfen¢ vii¢i samotnému quizartinibu (Patel et al., 2020).

V neposledni fad¢é se vyzkum stile zaméfuje na vyvoj novych inhibitora, které

by ptispély k ptekonani rezistence (Eguchi et al., 2020).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

4.1.1 Bunééné linie

linie:

Pro provedeni experimentl byly pouzity ndsledujici lidské nddorové bunécné

MV4-11 — odvozena od akutni myelomonocytarni leukémie (ATCC,
CRL-9591); kultivace v RPMI médiu obohaceném o 10% FBS a 1% Pen-Strep.
MOLM-13 — odvozena od akutni monocytarni leukémie (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH, ACC 554); kultivace v RPMI médiu
obohaceném o 10% FBS a 1% Pen-Strep.

KBM-5 rezistentni na 1 pmolI"! imatinib (ddle KBM-5res) — odvozena od
chronické myeloidni leukémie (CML); rezistence byla dosazené kultivaci linie
KBM-5 ve zvySujicich se koncentracich imatinibu, vysledna rezistentni linie
obsahuje v kazdé buince 4 az 8 kopii BCR/ABL fuze, znichz je 28 %
mutovanych (T3151) (Ricci et al., 2002); kultivace v IMDM médiu obohaceném
0 10% FBS a 1% Pen-Strep.

Kultivace zminénych bunéénych linii probihala v inkubétoru pii teplot¢ 37 °C

a atmosféfe s 5% COa.

4.1.2 Zvireci modely

Pro in vivo experimenty byly pouzity samice imunodeficientnich mysi Athymic

Nude-Foxn1™ ve stari 8 tydnii.

4.2 Chemikalie

4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-ethansulfonova kyselina = HEPES (Serva, kat. ¢.
25245.04)

(2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. H107)
Akrylamid/bis-akrylamid roztok, 37.5:1, 30 % (w/v), 2,6 % C = AA/BIS (Serva,
kat. ¢. 10688.03)

Aprotinin (PanReac AppliChem, kat. ¢. A2132,0010)

B-glycerol fosfat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G6251)

Bradfordovo ¢inidlo, 5x (Serva, kat. ¢. 39222.03)

Diethylpyrokarbonat = DEPC (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D5758)
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Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P0662)
Dimethylsulfoxid = DMSO (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D8418)

Dithiotreitol = DTT (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D9163)

DNA Gel Loading Dye (6X) (ThermoFisher, kat. ¢. RO611)

Dodecylsufat sodny = SDS (Lach-Ner, kat. ¢. 40089-AP0-G0500-1)
Ethylendiamintetraoctova kyselina = EDTA (VWR Chemicals, kat. ¢.
20301.290)

Ethylendiamintetraacetat sodny dihydrat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)
Ethylenglykoltetraoctovda kyselina = EGTA (VWR Chemicals, kat. ¢.
20308.156)

Fenylmetansulfonyl fluorid = PMSF (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 78830)

Fetalni bovinni sérum = FBS (Gibco, kat. ¢. 16000044)

FLT3 ligand human (ProSpec kat. ¢. CYT-331)

Fluorid sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30049-CP0-G0500-1)

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10000x in water (Biotium, kat. ¢. 41003)
Glycerol bezvody p. a. (Lach-Ner, kat. ¢. 40058-ATO0)

Glycin (Merck, kat. ¢. 4201)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Lach-Ner, kat. ¢. 30388-APO-
G1000-5)

Chlorid draselny p. a. (Lach-Ner, kat. ¢. 30076-AP0-G0500-1)

Chlorid hote¢naty hexahydrat (PanReac AppliChem, kat. ¢. A4425)

Chlorid sodny p. a. (Lach-Ner, kat. ¢. 30093-AP0-G1000-1)

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s) médium + GlutaMAX™ (Gibco, kat. €.
31980-022)

Kyselina boritd (Amresco, kat. ¢. 0588)

Kyselina sulfosalicylova (Serca, kat. ¢. 35706.01)

Kyselina trichloroctova = TCA (Serva, kat. ¢. 36910.03)

Leupeptin (PanReac AppliChem, kat. ¢. A2183, 0010)

Matrigel matrix (Corning, kat. €. 354248)

N,N,N’,N'-tetramethylendiamin = TEMED (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T9281)
Nonidet P-40 (Amresco, kat. ¢. E109)

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific™, kat. ¢. 26619)
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Pen-Strep (10000 U/mL) (Gibco, kat. ¢. 15140122)

Persiran amonny = APS (Serva, kat. ¢. 13376.02)

Ponceau S (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 141194)

Quick-Load® 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, kat. ¢. N0469S)
Resazurin sodium salt (Sigma-Aldrich, kat. ¢. R7017)

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 médium + GlutaMAX™ (Gibco,
kat. ¢. 61870-010)

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific™, kat.
¢. 34075)

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific™,
kat. ¢. 34095)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific™, kat.
¢. 34077)

Taq polymeraza (New England Biolabs, kat. ¢. M0273G)

Cx

Tris(hydroxymethyl)aminomethan = TRIS (Lach-Ner, kat.
40159-CP0-G1000-1)

Trypanova modt 0,4% (Invitrogen™, kat. ¢. T10282)

Tween® 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P1379)

UltraPure™ Agarose (Invitrogen™, kat. ¢. 16500-500)

Vanadi¢nan sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S6508)

4.3 Roztoky a jejich priprava

Blotovaci pufr: 6,06 g TRIS + 3 g glycin + 0,37 g SDS + 200 ml metanol,
doplnit dH>0 do 1000 ml.

5x Laemmliho nanaSeci pufr (LSB): 0,36 g TRIS + 1 g SDS + 0,77 g DTT
+ 0,005 g bromfenolova modf + 5 ml glycerol, doplnit dH>O do 10 ml.

10x PBS (pH 7,4): 80 g NaCl + 2 g KCI + 14,4 g Na,HPO42H,0 + 24 g
KH>POs rozpustit v 800 ml dH>O, upravit pH, doplnit dH,O do 1000 ml,
autoklavovat.

Lyza¢ni pufr (pH 7,4): 1 ml 1 mol-I"! HEPES + 0,5 ml 1 mol-I"! KCI + 1,5 ml
0,1 mol-I'' MgCl-6H>O + 0,2 ml 0,5 mol-I'' EDTA + 0,5 ml 0,2 mol-1"! EGTA
+ 0,5 ml 100% Nonidet P-40; doplnit dH-O do 100 ml, upravit pH,

autoklavovat.
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Lyzaéni pufr eliminujici erytrocyty (pH 7,5): 4,15 g NH4Cl + 5 ml
1 mol-I"! Tris-HCI; doplnit dH,O do 500 ml, upravit pH, autoklavovat.

1x PBS: 100 ml 10x PBS + 900 ml dH,O.

10x running pufr (pH 8,3): 30,3 g TRIS + 142,6 g glycin + 10 g SDS rozpustit
v 1000 ml dH-20.

1x running pufr: 100 ml 10x running pufr + 900 ml dH>O.

10x TBE (pH 8,3): 108 g TRIS + 55 g H;BO; + 7,4 g Na2EDTA-2H>0, doplnit
dH>0O do 1000 ml, upravit pH, filtrovat, autoklavovat.

0,5x TBE: 50 ml 10x TBE + 950 ml dH:O.

10x Ponceau S: 2 g Ponceau + 30 g TCA + 30 g sulfosalicylova kys. Rozpustit
ve 100 ml dH2O.

10% délici gel: 7,9 ml dH.O + 6,7 ml 30% AA/BIS + 5 ml 1,5 mol.I'! TRIS
(pH 8,8) + 0,2 ml 10% SDS + 0,2 ml 10% APS + 0,008 ml TEMED.

5% zaostfovaci gel: 4,1 ml dH2O + 1 ml 30% AA/BIS + 0,75 ml 1 mol-I'' TRIS
(pH 6,8) + 0,06 ml 10% SDS + 0,06 ml 10% APS + 0,006 ml TEMED.

10x TBS (pH 7,6): 60,6 g TRIS + 87,6 g NaCl rozpustit v 900 ml dH,O, upravit
pH doplnit dH>0 do 1000 ml, autoklavovat.

1x TBS: 100 ml 10x TBS + 900 ml dHO.

Ix TBS + 0,1% Tween 20 (1x T-TBS): 1000 ml 1x TBS + 1 ml Tween 20.

10% APS: 1 g APS rozpustit v 10 ml dH2O.

10% SDS: 1 g SDS rozpustit v 10 ml dH2O.

1 mol-I'! TRIS (pH 6,8): 120 g TRIS rozpustit v 1000 ml dH,O, upravit pH,
autoklavovat.

1,5 mol-I'! TRIS (pH 8,8): 182 g TRIS rozpustit v 1000 ml dH»O, upravit pH,
autoklavovat.

4% nizkotu¢né mléko: 2 g mléka rozpustit v 50 ml 1x T-TBS.

5% nizkotu¢né mléko: 2,5 g mléka rozpustit v 50 ml 1x TBS.

Okyseleny fyziologicky roztok (pH 5)

DEPC-H;0: 1 ml DEPC + 1000 ml dH»O, michat ptes noc, autoklavovat.
Deionizovana voda (dH20) (Direct-Q, Millipore).
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4.4 Inhibitory

e LGR3922 (syntéza RNDr. TomaSem Guckym, Ph.D., Katedra experimentalni
biologie PfF UPOL; Gucky et al., 2018), zasobni roztok v DMSO 10 mmol-1"!
e LGR4657 (syntéza RNDr. TomaSem Guckym, Ph.D., Katedra experimentalni

biologie PfF UPOL), zasobni roztok v DMSO 10 mmol-1!

e Quizartinib (pouzit jako standard; MedChemExpress, HY-13001), zasobni

roztok v DMSO 10 mmol-1'!

¢ Dasatinib (pouzit jako standard; MedChemExpress, HY-10181), zasobni roztok

v DMSO 10 mmol-I'!

4.5 Protilatky

Pro imunodetekci proteini na membran€ byly pouzity specifické primarni

a sekundarni protilatky (viz Tabulka 3).

Tabulka 3: Seznam pouzitych protilatek. R — krélik, G — koza.

Primarni protilatky

Protilatka Zdroj Redéni Vyrobce
anti-p-Src Family ) . .
(Tyr416) R 1:100 Cell Signaling Technology
anti-Src Family R 1:100-200 Cell Signaling Technology
anti-p-Stat5 . . .
(Tyr694) R 1:500 Cell Signaling Technology
anti-Stat5 R 1:500 Cell Signaling Technology
anti-p-p44/42 MAPK
(Erk1/2) R 1:1000 Cell Signaling Technology
(Thr202/Tyr204)
anti-p44/42 MAPK ) . .
(Erk1/2) R 1:1000 Cell Signaling Technology
anti-p-FLT3 Py . .
(Tyr589/591) R 1:250-500 Cell Signaling Technology
anti-FLT3 R 1:500 Cell Signaling Technology
anti-GAPDH R 1:5000-20000 Cell Signaling Technology
Sekundarni protilatky
Protilatka Zdroj Redéni Vyrobce
anti-rabbit [gG-HRP G 1:1000-3000 Cell Signaling Technology

21



4.6 Soupravy
e DNeasy Blood & Tissue Kit (250) (Qiagen; 69506)
e Mycoplasma Detection Kit (SouthernBiotech; 13100-01)

4.7 Pristroje
e Analytické vahy Mettler AE 240 (Mettler)
e Blotovaci zatizeni (Bio-Rad)
e Centrifuga Centrifuge 5415 D (Eppendorf)
e Centrifuga BR4i (Jouan)
e Centrifuga MIKRO 200R (Hettich)
e Centrifuga UNIVERSAL 320R (Hettich)
e Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen)
e Dokumentaéni systém G:Box Chemi XX9 (SynGene)
e Fotometr Infinite M200 NanoQuant (Tecan)
e Inkubétor Biocenter (SalvisLab)
e Inverzni mikroskop IX71 (Olympus)
e Laminarni box (Thermo Scientific)
e Lednice (Liebherr)
e Michacka zkumavek rotacni Multi RS-60 (Biosan)
e Mikrovinna trouba (Le Cygne Electronics)
e Minicentrifuga Spectrafuge mini (Labnet International)
e Mrazik -86 °C VIP ECO (PHCbi)
e Pipetor (Hirschmann Laborgeréte)
e Sestava pro SDS-PAGE (Bio-Rad)
e Sucha lazen Dry Block Heating Thermostat Bio TDB-100 (Biosan)
e Termocykler MJ Mini (Bio-Rad)
e Tiepacka PSU-20i, Multi-functional Orbital Shaker (Biosan)
e Viahy (KERN EW)
e Vodni lazen (Memmert)
e Vortex V-1 plus (Biosan)
e Vyrobnik ledové tiist¢ VLTZ 15 40 A (Gastro-Eis-Technik)
e Zdroj elektrického napéti (Bio-Rad)
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4.8 Kultivace bunék

Bunécné linie MV4-11, MOLM-13 a KBM-5res byly kultivovany pii 37 °C
v ptitomnosti 5% CO; a relativni vzdus$né vlhkosti 90 %. Morfologie bunék a hustota
kultury byla pravidelné kontrolovana pomoci inverzniho mikroskopu. Pasdzovani buné¢k
a vyména média probihala kazdé 2-3 dny. Pied experimenty byla koncentrace bunék
a jejich viabilita hodnocena na pfistroji firmy Invitrogen (barveni trypanovou modii),

popt. pomoci Biirkerovy komurky a inverzniho mikroskopu.

4.9 Test na pritomnost mykoplazmat

Vsechny bunécné linie byly opakované testovany na pfitomnost mykoplazmat.
Pied izolaci byly bunky 2-3 dny kultivovdny bez antibiotik. DNA testovanych
bunécnych linii byla izolovana pomoci kitu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) dle
standardniho protokolu vyrobce. Pokud neni uvedeno jinak, vSechny ukony byly
provadény pfi laboratorni teplot&. (2-5)-10% bunék bylo centrifugovano pfi 1800 RPM
3 min. Po odsati supernatantu byl pelet resuspendovan ve 200 pl PBS s naslednym
pfidavkem 20 ul proteindzy K. Poté bylo pfiddno 200 pl AL pufru, promichano
a inkubovano 10 min pii 56 °C. Po inkubaci bylo pfipipetovano 200 pl 96% etanolu
a cela smes byla pienesena do kolonky. Néasledovala centrifugace (8000 RPM, 1 min).
DNA na kolonce byla nasledné¢ ve dvou krocich ptecisténa pomoci 500 pl pufru AWI
(centrifugace pii 8000 RPM, 1 min) a AW2 (centrifugace pti 14000 RPM, 3 min).
Kolonka byla poté pfenesena do nové mikrozkumavky. DNA byla eluovana ptfidanim
50 ul AE pufru (I min inkubace, centrifugace pfi 8000 RMP 1 min). Vysledna
koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky. Do doby
analyzy byla DNA uchovavéana pfi -80 °C.

Izolovand DNA byla nasledné pouzita pro detekci mykoplazmat s vyuzitim

PCR kitu firmy SouthernBiotech. SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: Slozeni PCR reakéni smési pro detekci mykoplazmat.

Chemikalie Objem [pl]
DEPC-H,O 17,3
10x pufr 2,5
Primery + dNTPs 2,5
Vnitini kontrola 1,0
Taq polymeraza 0,2
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Ke smési bylo pfidano 1,5 pl testované DNA (o koncentraci 100 ng-plt),
pfipadné pozitivni kontroly dodavané vyrobcem, nebo negativni kontroly (DEPC-H20).
Poté probéhla PCR amplifikace za podminek uvedenych v Tabulce 5.

Tabulka 5: Podminky PCR reakce pro detekci mykoplazmat.

Pocatecni denaturace 95°C 5 min
denaturace 95°C 30s
35 cykla annealing 58 °C 40 s
elongace 72 °C 1 min
Zavéerecna elongace 72 °C 7 min

Ziskané PCR produkty byly smichany s DNA Gel Loading Dye v pomé&ru 5:1.
Vzorky spolu s markerem relativni molekulové hmotnosti byly naneseny do
1% agardzového gelu piipravené¢ho rozpusSténim agar6ézy v 0,5x TBE pufru s pfidanim
interkalujiciho fluorescen¢niho barviva GelRed (2,5 pl na 100 ml agardzy).
Elektroforetickd separace probihala cca 1 hod pifi 80 V. PCR produkty byly
vyzualizovany prostiednictvim UV transiluminatoru dokumentac¢niho pfistroje G:Box

Chemi XXO.

4.10 Testovani inhibitort in vitro
4.10.1 Test cytotoxicity

Bunky vybranych bunéénych linii (MV4-11, MOLM-13, KBM-5res) byly po
90 ul nasazeny na 96-jamkovou desku v koncentraci 2-10* bunék/jamka. Nasledné bylo
k buitkkdm piidano 10 pl testovanych inhibitor s vyslednymi koncentracemi v jamce
uvedenymi v Tabulce 6 a 7. Do kontrolnich jamek bylo pfidino DMSO o vysledné
koncentraci 0,001 %. Buiiky s testovanymi latkami byly inkubovany po dobu 72 hodin
pii 37 °C.

Tabulka 6: Vybrané koncentrace testovanych inhibitort na bunéénych liniich MV4-11
a MOLM-13.

Inhibitor Koncentrace [nmol-I"']
LGR3922 2,5;5; 10; 50; 100; 250
LGR4657 2,5;5; 10; 50; 100; 250
Quizartinib 2,5;5; 10; 50; 100; 250
Dasatinib 10; 100; 250; 1000; 3000

24



Tabulka 7: Vybrané koncentrace testovanych inhibitori na bunééné linii KBM-5res.

Inhibitor Koncentrace [nmol-I"']
LGR3922 10; 100; 250; 500; 1000
LGR4657 10; 100; 250; 500; 1000
Quizartinib 10; 100; 250; 500; 1000
Dasatinib 5; 10; 100; 250; 1000

Pro testovani Uc¢innosti FL byly buiky MOLM-13 nasazeny v koncentraci
1-10* bunék/jamka. K buitkdim pak bylo pfidano 10 pl testovanych inhibitort
s vyslednymi koncentracemi v jamce uvedenymi v Tabulce 8. Do kontrolnich jamek
bylo pfidano DMSO o vysledné koncentraci 0,001 %. Inhibitory ptisobily na bunky bud’
samostatné, nebo v kombinaci s FL o koncentraci 50 ng-ml! po dobu 72 hodin pfi

37 °C.

Tabulka 8: Vybrané koncentrace testovanych inhibitord na bunééné linii MOLM-13
pro testovani u¢innosti FLT3 ligandu.

Inhibitor Koncentrace [nmol-1"]
LGR3922 1;2,5;5;10; 50; 100
LGR4657 1;2,5; 5; 10; 50; 100

Quizartinib 1; 2,5; 5; 10; 50; 100
Dasatinib 10; 100; 250; 1000; 3000

Po uplynuti inkubace bylo do jamek pfidano 20 pl 0,25 mmol-l"! roztoku
resazurinu, ktery byl s bunikami inkubovan 4 hodiny pii 37 °C. Poté byla zméfena
fluorescence (excitace 530/25 nm, emise 575/15 nm) v jednotlivych jamkach

a vyhodnocena cytotoxicita testovanych latek.

4.10.2 Piiprava bunéénych lyzati

Pro pfipravu bunécnych lyzath byly buiky jednotlivych bunéénych linii
(MV4-11, MOLM-13, KBM-5res) nasazeny na sterilni Petriho misky o koncentraci
6-10% bun&k v celkovém objemu 10 ml média. Nasledné byly k bufikdm pfidany
testované inhibitory, pfipadné FL o koncentraci 50 ng-ml!. Pfehled vyslednych
koncentraci inhibitortt v 10 ml média je uveden v Tabulce 9, 10 a 11. Do kontrolni
misky bylo napipetovino DMSO o vysledné koncentraci 0,01 %. Buiky byly
inkubovény po dobu 1, 2 nebo 6 hod pii 37 °C.
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Tabulka 9: Vybrané koncentrace testovanych inhibitor na bunéénych liniich MV4-11
a MOLM-13 s dobou inkubace 1 nebo 6 hod.

Inhibitor Koncentrace [nmol-1"]
LGR3922 10; 100; 250; 1000
LGR4657 10; 100; 250; 1000
Quizartinib 10; 100; 250; 1000
Dasatinib 10; 100; 250; 1000
Quizartinib + dasatinib 100 + 250
Quizartinib + dasatinib 100 + 1000
Quizartinib + dasatinib 10+ 1000

Tabulka 10: Vybrané koncentrace testovanych inhibitori na buné¢éné liniit MOLM-13
s dobou inkubace 2 hod v pfitomnosti nebo nepiitomnosti FLT3 ligandu.

Inhibitor Koncentrace [nmol-1"]

LGR3922 10

LGR4657 10

Quizartinib 10

Dasatinib 250
Quizartinib + dasatinib 10 + 250

Tabulka 11: Vybrané koncentrace testovanych inhibitorti na bunééné linii KBM-5res
s dobou inkubace 6 hod.

Inhibitor Koncentrace [nmol-1"]
LGR3922 250
Quizartinib 250
Dasatinib 250
Quizartinib + dasatinib 250 + 250

Po uplynuti inkubace byly buiiky pfeneseny do 15ml plastovych zkumavek,
misky byly promyty 2 ml 1x PBS a bunky ve zkumavkach byly centrifugovany
(2000 RPM, 3-5 min, 4 °C). Po odsati supernatantu byly misky opét promyty (5 ml
Ix PBS) a pelet bun¢k resuspendovan. Nasledovala centrifugace (2000 RPM, 3—5 min,
4 °C). Po odsati supernatantu byl pelet resupendovan v 1 ml 1x PBS, ptenesen do 1,5ml
mikrozkumavek a  obsah  centrifugovan opét za  stejnych  podminek.
K vyslednému peletu bylo ptidano 100 pl vychlazeného lyzacniho pufru (pied aplikaci
byly k1 ml lyza¢niho pufru pfidany inhibitory proteaz a fosfataz: 10 ul 1 mol-1!
B-glycerol fosfat; 2 pl 0,5 mol-1"! NaF; 1 ul 0,1 mol-I'' NazVOs; 1 ul 0,1 mol-1"! PMSF;
1 ul 1 mol-I"! DTT; 1 pl 10 mg-ml! leupeptin a 1 pl 2 mg-ml! aprotinin). Lyze bunék
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probihala po dobu 45-50 min v ledové tfisti. V prabchu lyze byl obsah mikrozkumavek
nékolikrat propipetovan a zvortexovan. Nasledné byly vzorky centrifugovany
(14000 RPM, 15 min, 4 °C) a supernantant pienesen do 1,5ml mikrozumavek, které
byly uchovany do doby analyzy pti -80 °C.

4.10.3 SDS-PAGE

Separace proteinti byla provedena v polyakrylamidovém gelu (10% délici a 5%
zaostfovaci gel o tloust’ce 1,5 mm) pomoci SDS-PAGE.

Vzorky pfipravenych bunéénych lyzatl, umisténé v ledové tfisti, byly smichany
s 5x LSB v poméru 4:1, 3—5 min zahtaty na 95 °C a pfeneseny zpét do ledové triste.
Takto ptipravené vzorky byly nandSeny do jamek v gelu v daném objemu podle zjisténé
koncentrace proteini metodou dle Bradforda.

Elektroforéza probihala cca 15 min pii 100 V, poté cca 2 hod pii 115 V.

Elektroforeticka vana byla po celou dobu separace chlazena.

4.10.4 Western blotting a imunodetekce proteinii

Separované proteiny byly pfeneseny na nitrocelulozovou membranu (velikost
p6rt 0,45 pm) metodou semi-dry western blotting. Pfenos proteint z gelu na membranu
probihal 1,5 hod pti konstantnim napéti 18 V.

Po transferu byla membrédna nabarvena roztokem 1x Ponceau S a natfezana dle
molekulovych hmotnosti detekovanych proteini (viz Tabulka 12). Membrany byly
nasledné promyty v 1x T-TBS a za mirného tfepani blokovany ve 4% nizkotu¢ném
mléku po dobu 1 hod. Membrany byly poté pfevrstveny vybranymi primarnimi
protilatkami (viz kap. 4.5 Protilatky) nafedénymi v 5% nizkotu¢ném mléku
a inkubovany pies noc pii 4 °C. Nasledujici den byly membrany 3x po 10 minutich
promyty za lehkého tfepani v 1x T-TBS, ptevrstveny sekunddrni protilatkou znacenou
kifenovou peroxiddzou (viz kap. 4.5 Protilatky) natfedénou v 5% nizkotuéném mléku
a inkubovany 1 hod pfi pokojové teploté. Membrany byly nasledné¢ promyty (3x
10 minut) a pomoci chemiluminiscenéniho substratu byly vybrané proteiny detekovany

a vizualizovany v dokumenta¢nim systému G:Box Chemi XX9.
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Tabulka 12: Seznam detekovanych proteintl.

Molekulova hmotnost

Protein [kDa]
pFLT3 (Tyr589/591) 130, 160
FLT3 130, 160
pSTATS (Tyr694) 90
STATS 90
pSFK (Tyr416) 60
SFK 60
pERK1/2 (Thr202/Tyr204) 42, 44
ERK1/2 42, 44
GAPDH 37

4.11 Testovani inhibitort in vivo
4.11.1 Tvorba MV4-11 xenograftii v mySich Athymic Nude-Foxn1™

Bunkky MV4-11 byly posbirdny v exponencidlni fazi rastu, centrifugovany
(1500 RPM, 5 min, 4 °C), promyty v 1x PBS a opé¢t centrifugovany za stejnych
podminek. Bunécény pelet byl resuspendovan ve vychlazeném RPMI médiu na
pozadovanou koncentraci 5-10°-1-107 bunék/50 ul média. 50 ul bunééné suspenze bylo
smichano s 50 pl matrigelu. Vyslednd smés o objemu 100 pl byla subkutanné
aplikovana na bo¢ni stranu hrudniku samice mysi Athymic Nude-FoxnlI™ ve stari
8 tydni. Nasledné byl sledovan rast tumoru do objemu 500-800 mm?, pfiCemz
hmotnost mysi a velikost tumoru byla kontrolovana 3x tydné.

Po dosazeni pozadované velikosti tumoru (1-2 tydny) byly mysi po 2-3
jedincich nahodné rozdéleny do experimentalnich skupin pro testovani inhibitord.
Jednorazova davka 10 mgkg! quizartinibu (v 5% hydroxypropyl-B-cyclodextrinu),
LGR3922 a LGR4657 (v okyseleném fyziologickém roztoku), popt. 20 mg-kg!
dasatinibu (v okyseleném fyziologickém roztoku) byla do myS$i aplikovéna
intraperitonealné. Kontrolni mysi obdrzely 5% hydroxypropyl-p-cyclodextrin nebo
okyseleny fyziologicky roztok. Po daném casovém intervalu (24 a 48 hod) byly mysi
usmrceny a tumory vypreparovany pro piipravu lyzati. Schéma experimentu je uvedeno
na Obrazku 3 a v Tabulce 13.

Veskerou manipulaci s mySmi provadél veterinar.
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Samice Athymic Nude-Foxn1™
(stari 8 tydnu)

'x_)_l}:c”‘ Subkutanni aplikace MV4-11 Intraperitonealni aplikace Usmrceni mysi,
(5-106-1-107 bungk) testovanych inhibitort zisk tumorti
v . / \
@ @ @ @
- 1-2 tydny 0 hod 24 hod 48 hod
Treatment

Obrazek 3: Schéma experimentu testovani inhibitort in vivo.

Tabulka 13: Schéma experimentu testovani inhibitorti in vivo.

Experimentilni skupina Casovy interval

Vehikulum LGR 24 hod
objemovy ekvivalent 48 hod
LGR3922 24 hod

10 mg-kg™! 48 hod
LGR4657 24 hod

10 mg-kg™! 48 hod
Vehikulum quizartinib 24 hod
objemovy ekvivalent 48 hod
Quizartinib 24 hod

10 mg-kg™! 48 hod
Dasatinib 24 hod

20 mg-kg'! 48 hod

4.11.2 Piiprava bunéénych lyzati z MV4-11 tumort

Resekované tumory byly vlozeny do Petriho misek s RPMI médiem s 2% FBS.
Sterilnimi nastroji byla tkdn homogenizovana a nésledné ptes filtr (s velikosti pora
30 um) pfevedena do 15ml zkumavky. Ziskana buné¢éna suspenze byla centrifugovana
(1500 RPM, 5 min, 4 °C). Po odsati supernatantu byl pelet resuspendovan ve 2—4 ml
lyza¢niho pufru eliminujiciho cervené krvinky. Lyze erytrocytli probihala 10 min
v ledové tfisti. Po néasledné centrifugaci (1500 RPM, 5 min, 4 °C) byl supernatant odsat
a pelet bunék byl 2x promyt 1-6 ml 1x PBS (centrifugace 1500 RPM, 5 min, 4 °C).
Finalni bunécny pelet byl resuspendovan v 50-100 pl lyzacniho pufru s pfidavkem
inhibitorti protedz a fosfataz (viz kap. 4.10.2). Lyze bun€k probihala 45 min v ledové

tiisti, pfiCemz v pribéhu byla suspenze né¢kolikrat vortexovdna a propipetovana.
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Nasledné byly vzorky centrifugovany (14000 RPM, 15 min, 4 °C), supernatant pfenesen

do 1,5ml mikrozumavek a uloZen na -80 °C do doby dalsi analyzy.
4.11.3 SDS-PAGE, Western blotting a imunodetekce proteint

SDS-PAGE, western blotting a imunodetekce proteind probihala za stejnych
podminek jiz uvedenych v ptedchozich kapitolach 4.10.3 a 4.10.4.
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5 Vysledky
5.1 Test na detekci pritomnosti mykoplazmat

Vsechny bunécné linie (MV4-11, MOLM-13 a KBM-5res), které byly pouzity
k provedeni experimentli, byly otestovany na piitomnost mykoplazmat. V zadné
bunécné linii nebyla pfitomnost mykoplazmat detekovana. Na Obrazku 4 je uveden

vysledek testu na detekci mykoplazmat v bunééné linii KBM-5res.

<«— vnitini kontrola

Obrazek 4: Test na detekci pifitomnosti mykoplazmat v bunécné linii KBM-5res.
M — marker relativni molekulové hmotnosti, P — pozitivni kontrola, N — negativni
kontrola, V — vzorek DNA z buné¢né linie KBM-5res.

5.2 U¢innost inhibitort in vitro

Inhibi¢ni aktivita testovanych inhibitorti (LGR3922 a LGR4657) a dostupnych
IéCiv na trhu (quizartinib, dasatinib) byla nejprve hodnocena testy cytotoxicity.
Quizartinib byl zvolen jako kontrolni FLT3 inhibitor a dasatinib jako inhibitor SFK.
Jednotlivé proteiny, které predstavuji kliCové molekuly signdlnich drah nadorovych
bun¢k, byly dale hodnoceny pomoci western blot analyzy a nasledné imunodetekce

pomoci specifickych protilatek.
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5.2.1 Vliv testovanych inhibitori na proliferaci a viabilitu bunék

Pro analyzu inhibi¢ni aktivity byly testované inhibitory (LGR3922, LGR4657),
quizartinib a dasatinib inkubovany s bunéénymi liniemi MV4-11, MOLM-13 nebo
KBM-5res ve zvolené koncentracni skale po dobu 72 hodin.

U buné¢né linie MV4-11 byla pozorovana nejvyssi inhibicni aktivita u inhibitoru
LGR3922, dale pak quizartinibu a LGR4657. Inhibitor LGR3922 vyznamn¢ snizil
proliferaci/viabilitu bun&k jiz pii koncentraci 2,5 nmol-I!. Od koncentrace 50 nmol-1"!
inhibitory LGR3922, LGR4657 a quizartinib vykazovaly shodnou ucinnost. Dasatinib
mél vétsi vliv na pokles proliferace/viability az v koncentraci > 1000 nmol-I"! (viz
Obrazek 5A).

(2,5 a 5 nmol-I'") byl vyssi cytotoxicky efekt pozorovan u quizartinibu, LGR3922
dosahl shodného G¢inku az pfi koncentraci 10 nmol-I"!. Stejné jako v pfipadé MV4-11,
LGR3922, LGR4657 a quizartinib o koncentraci > 50 nmol-1"! prokéazaly shodny

inhibi¢ni efekt. Stejn€¢ tak m¢l dasatinib vétsi vliv na pokles proliferace/viability az

v koncentraci > 1000 nmol-1"! (viz Obrazek 5B).

MV4-11
-©- LGR3922 100
- LGR4657

®
=3

-8 DAS

-8 DAS —»

———

T T T T T 1
0 5 10 15 20 50 100 150 200 250

=N
3

&
S

Viabilita [%]

»
S

o
o

T T 1
1000 2000 3000

Koncentrace [nmol-17] Koncentrace [nmol-!]
B
MOLM-13
100
.-
80 \E\E QuIZ
9 -o- LGR3922 "
3 607 = LGR4657
b 80 -8 DAS
£ 40 8 DAS —» §F
s o
> 5
2
204 § 40
20
0 T T T 4 T T T 1 0
0 5 10 15 20 50 100 150 200 250 0 1000 2000 3000
Koncentrace [nmol-l'l] Koncentrace [nmol-1']

Obrazek 5: Cytotoxicky efekt pouzitych inhibitort v bunéénych liniich (A) MV4-11
(B) MOLM-13. QUIZ - quizartinib, DAS — dasatinib. Jednotlivé body v grafech
vyjadiuji primér a smérodatnou odchylku ze tii nezévislych experimenti.
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Pro ovéfeni mozného vlivu inhibitoru LGR3922 na SFK kindzy byla pouZita
bunécna linie KBM-5res, ktera obecné vykazuje vysokou aktivitu SFK. Inhibitor
LGR3922 zpisobil vyrazny pokles proliferace/viability bun€k pii koncentraci
> 500 nmollI'. LGR4657 a quizartinib vrozmezi testovanych koncentraci
10-1000 nmol-I"! neprokazaly vyznamny inhibi¢ni G¢inek. Dasatinib v rozmezi
koncentraci 10-1000 nmol-I"! inhiboval proliferaci/viabilitu pouze parcidlné (viz

Obrazek 6).
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Obrazek 6: Cytotoxicky efekt pouzitych inhibitord v bunétné linii KBM-5res.
QUIZ — quizartinib, DAS — dasatinib. Jednotlivé body v grafech vyjadiuji pramér
a smérodatnou odchylku ze tii nezavislych experimentd.

5.2.2 Dualni inhibice FLT3/SFK

Pomoci metody western blotting a nasledné imunodetekce klicovych molekul
signalni drdhy FLT3 byla na uarovni inhibice fosforylace sledovana ucinnost
jednotlivych inhibitort (popf. jejich kombinace).

Pro potvrzeni molekuldrniho mechanismu a selektivity inhibitoru LGR3922
k SFK kindzadm byla nejdiive pouzita bunécna linie KBM-5res. Buiiky byly inkubovany
s testovanymi inhibitory o koncentraci 250 nmol-I"' po dobu 6 hod. Uplna inhibice
fosforylace SFK v pozici Tyr416 byla pozorovana pouze u inhibitoru LGR3922.
Vyznamné snizeni fosforylace ERK1/2 v pozici Thr202/Tyr204 bylo dosazeno
u inhibitoru LGR3922 a kombinace quizartinibu a dasatinibu. Za danych experimentalni
podminek quizartinib nebo dasatinib nevedl k poklesu fosforylace SFK (Tyr416) nebo
ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (viz Obrazek 7).
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Obrazek 7: Detekce vybranych protein v bunééné linii KBM-5res po 6 hod inkubace
s testovanymi inhibitory. Inhibitory byly pouzity v koncentraci 250 nmol-1"!. Protein
GAPDH slouzil jako kontrola nanosu vzorki. C - kontrola (0,01% DMSO),
Q — quizartinib, D — dasatinib.

Utinnost inhibitorti LGR3922 a LGR4657 na kli¢ové molekuly FLT3-ITD drahy
byla déle testovana na bunéénych liniich MV4-11 a MOLM-13 v ¢asovych intervalech
1 a 6 hod. Pro kontrolu inhibice fosforylace FLT3 v pozici Tyr589/591 byl pouzit
inhibitor quizartinib, pro SFK (Tyr416) dasatinib a pro dudlni inhibici FLT3/SFK
kombinace quizartinibu a dasatinibu.

V ptipadé 1 hod plisobeni inhibitorit LGR3922 a LGR4657 na linii MV4-11 byla
pozorovana inhibice fosforylace u proteint FLT3 (Tyr589/591), STATS (Tyr694)
a ERK1/2 (Thr202/Tyr204), a to ve viech zvolenych koncentracich. Uplna inhibice
fosforylace SFK (Tyr416) byla detekovana pro koncentrace 250 a 1000 nmol-I'!
u inhibitoru LGR3922, v ptipadé LGR4657 aZ pii 1000 nmol-1'!. Parcialni inhibice SFK
(Tyrd16) nastala jiz pfi koncentraci < 100 nmol-1! u LGR3922, u LGR4657 pii
koncentraci < 250 nmol-I'!. Quizartinib plné€ inhiboval FLT3 (Tyr589/591), STATS5
(Tyr694) a ERKI1/2 (Thr202/Tyr204) pii koncentraci > 100 nmol-I"'. Hladina
fosforylace SFK (Tyr416) zistala stabilni. Dasatinib parcidln¢ inhiboval SFK (Tyr416)
pfi koncentraci > 250 nmol-1"', sou¢asné se zvy3ovala totalni forma SFK. Uplna inhibice
na vSech urovnich detekovanych molekul pFLT3, pSTATS, pSFK a pERK1/2 dosazena
u LGR3922 (v koncentracich 250 a 1000 nmol-1"') a LGR4657 (1000 nmol-I'") byla

srovnatelna pouze s kombinaci quizartinibu (100 nmol-1"") a dasatinibu (1000 nmol-I'")

(viz Obrazek 8).
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Hladina fosforylace proteint v linii MV4-11 po 6 hod od ovlivnéni LGR3922
byla srovnatelnd jako v pfipadé 1 hod inkubace, tj. uplna inhibice fosforylace FLT3
(Tyr589/591), STATS (Tyr694) a ERK1/2 (Thr202/Tyr204) pti vSech koncentracich,
SFK (Tyr416) pti 250 a 1000 nmol-I'! a parcialni pokles fosforylace SFK (Tyr416) pti
10 a 100 nmol-I!. K mirnému zeslabeni inhibi¢ni aktivity doslo u inhibitoru LGR4657
oproti ovlivnéni 1 hod. Uplnou inhibici fosforylace FLT3 (Tyr589/591), STATS5
(Tyr694) a ERKI1/2 (Thr202/Tyr204) tak bylo mozné¢ u LGR4657 pozorovat
v koncentracich 100; 250 a 1000 nmol-I!. Narast fosforylace oproti 1 hod byl
u LGR4657 pozorovan pii nejniz$i koncentraci 10 nmol-I'' u FLT3 (Tyr589/591),
STATS (Tyr694) a ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Soucasné doslo k opétovné fosforylaci
SFK (Tyr416) pii 1000 nmol-1"!. Quizartinib dosahoval shodnych vysledki jako pfi
I hod inkubaci, avSak doSlo k vyraznému zvySeni fosforylace SFK pii koncentraci
> 250 nmol-I'". Uplna inhibice na viech urovnich detekovanych molekul pFLT3,
pSTATS, pSFK a pERK1/2 dosazena u LGR3922 (v koncentracich 250 a 1000 nmol-1")
byla stejné¢ jako po 1 hod inkubace srovnatelna pouze s kombinaci quizartinibu

(100 nmol-I'") a dasatinibu (1000 nmol-1"!) (viz Obrazek 9).

35



LGR3922 LGR4657 Quizartinib Dasatinib
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Obrazek 8: Detekce vybranych proteinii v bunééné linii MV4-11 po 1 hod inkubace s testovanymi inhibitory. Inhibitory byly pouzity
v koncentracich 10; 100; 250; 1000 nmol-1"!, popf. v kombinaci Q a D: 100 + 250; 100 + 1000; 10 + 1000 nmol-I'!. Protein GAPDH slouzil jako
kontrola nanosu vzorki. C — kontrola (0,01% DMSO), Q — quizartinib, D — dasatinib.
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Obrazek 9: Detekce vybranych proteinii v bunééné linii MV4-11 po 6 hod inkubace s testovanymi inhibitory. Inhibitory byly pouzity

v koncentracich 10; 100; 250; 1000 nmol-1"!, popf. v kombinaci Q a D: 100 + 250; 100 + 1000; 10 + 1000 nmol-I'!. Protein GAPDH slouzil jako
kontrola nanosu vzorki. C — kontrola (0,01% DMSO), Q — quizartinib, D — dasatinib.
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Po 1 hod piisobeni inhibitord LGR3922 a LGR4657 v bunécné liniit MOLM-13
byla zjiSténa Gplna inhibice fosforylace proteinti FLT3 (Tyr589/591) a STATS (Tyr694)
pfi vSech pouzitych koncentraci. Slaba fosforylace ERK1/2 (Thr202/Tyr204) byla
pfitomna u vSech koncentraci obou inhibitorii, coz bylo pozorovdno i v piipade
quizartinibu, dasatinibu 1 jejich kombinace. Vlivem inhibitori LGR3922
a LGR4657 doslo k parcialni inhibici fosforylace SFK (Tyr416), kteréd je na rozdil od
MV4-11 piitomna i v p¥ipadé quizartinibu o koncentraci < 250 nmol-1"". Uplna inhibice
fosforylace SFK (Tyr416) byla za danych podminek dosazena pouze v piipadé
kombinace quizartinibu a dasatinibu (10 + 1000 a 100 + 1000 nmoll') (viz
Obrazek 10).

Hladina fosforylace proteini FLT3 (Tyr589/591) a STATS (Tyr694) v linii
MOLM-13 po 6 hod od ovlivnéni LGR3922 a LGR4657 byla srovnatelnd jako
v pfipadé 1 hod inkubace, tj. Uplnd inhibice byla zaznamenana u vSech pouzitych
koncentraci. Na rozdil od 1 hod inkubace, delsi plsobeni inhibitori LGR3922
a LGR4657 vedlo k Gplné inhibici fosforylace ERK1/2 (Thr202/Tyr204), a to ve vSech
koncentracich krom& 10 nmol-1"! u LGR4657. Stejny trend byl pozorovan i v pfipadé
kombinace quizartinib a dasatinib. Naopak k zesileni fosforylace ERK1/2
(Thr202/Tyr204) doslo v ptipadé pouziti samotného quizartinibu. Parcidlni inhibice
byla detekovdna u SFK (Tyr416) po ovlivnéni LGR3922 a LGR4657, coz je
srovnatelné s 1 hod pisobenim. Naopak nartist fosforylace byl pozorovan u quizartinibu

(viz Obrazek 11).
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LGR3922 LGR4657 Quizartinib Dasatinib
Q100 Q100 Q10
C 10 100 250 1000 10 100 250 1000 C 10 100 250 1000 10 100 250 1000 C D250 D 1000 D 1000
pFLT3 - ’
Tyr589/591 —
pSTATS .
oot o - -
STATS | s s s s s o | — —
pSFK "-_. - - = ". >
Tyr416 - “
SFK D.-?-Q-b— P ——
pERK1/2
Thr202/Tyr204 — — - — |
EREKI/Z2 | o s s s— o o— . o o— | ——— e — —_— |—-6-|
GAPDH |-—---.-—| e — G — —— |--.-|

Obrazek 10: Detekce vybranych proteini v bunééné linii MOLM-13 po 1 hod inkubace s testovanymi inhibitory. Inhibitory byly pouzity
v koncentracich 10; 100; 250; 1000 nmol-1"!, popf. v kombinaci Q a D: 100 + 250; 100 + 1000; 10 + 1000 nmol-I'!. Protein GAPDH slouzil jako
kontrola nanosu vzorki. C — kontrola (0,01% DMSO), Q — quizartinib, D — dasatinib.
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Obrazek 11: Detekce vybranych proteini v bunééné linii MOLM-13 po 6 hod inkubace s testovanymi inhibitory. Inhibitory byly pouzity
v koncentracich 10; 100; 250; 1000 nmol-1"!, popf. v kombinaci Q a D: 100 + 250; 100 + 1000; 10 + 1000 nmol-I'!. Protein GAPDH slouzil jako
kontrola nanosu vzorki. C — kontrola (0,01% DMSO), Q — quizartinib, D — dasatinib.
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5.2.3 Vliv FL3 ligandu na protinadorovou aktivitu testovanych inhibitori

V ramci testl cytotoxicity byl na bunééné linii MOLM-13 dale testovan vliv FL
o koncentraci 50 ng-ml! na inhibi¢ni potencial testovanych inhibitord LGR3922
a LGR4657. U obou testovanych inhibitort byl pfi pouziti FL zaznamenan mirny narast
proliferace/viability, tj. sniZzeni G¢innosti inhibice ve srovndni se samotnym inhibitorem
(viz Obrazek 12). Stejny trend byl pozorovan i v pfipad€ kontrolnich latek quizartinibu

a dasatinibu.
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120 120
100 -o- QUIZ 100 -o- LGR3922
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Obrazek 12: Cytotoxicky efekt pouzitych inhibitorti s/bez ptitomnosti FLT3 ligandu
o koncentraci 50 ng:ml! vbun&né linii MOLM-13. QUIZ- quizartinib,
DAS - dasatinib, FL — FLT3 ligand. Jednotlivé body v grafech vyjadiuji primér
a smérodatnou odchylku ze tii nezavislych experimentd.

Vliv FL byl dale sledovan na urovni molekularniho mechanismu inhibice
testovanych inhibitorti. Buiiky linie MOLM-13 byly 2 hod inkubovéany s inhibitory
LGR3922 a LGR4657 o koncentraci 10 nmol-l! snebo bez pikitomnosti FL
o koncentraci 50 ng-ml!. Jako kontrolni inhibitory byly pouzity quizartinib
o koncentraci 10 nmol-l"!, dasatinib 250 nmol-I"! nebo kombinace quizartinibu
a dasatinibu o koncentracich 10 + 250 nmol-I!. P¥itomnost FL neovlivnila inhibi¢ni
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ucinek LGR3922 na fosforylaci FLT3 (Tyr589/591), STATS (Tyr694) ani ERK1/2
(Thr202/Tyr204); zvySend hladina fosforylace byla pfitomna pouze u SFK (Tyr416).
Konstantni inhibice fosforylace FLT3 (Tyr589/591) a STATS (Tyr694) byla zachovana
i v ptipadé LGR4657, mirny nartst byl pozorovan u ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Pti
pfitomnosti FL u quizartinibu doslo k nartstu fosforylace FLT3 (Tyr589/591) a ERK1/2
(Thr202/Tyr204); naopak fosforylace SFK (Tyr416) se mirné snizila. Inhibi¢ni ucinek

dasatinibu a kombinace quizartinibu a dasatinibu zistal konstantni (viz Obrazek 13).

c Q LGR3922 LGR4657 D Q10
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FL -+ -+ -+ -+ -+ -+
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Obrazek 13: Detekce vybranych proteint v bunééné liniit MOLM-13 po 2 hod inkubace
s testovanymi inhibitory a FLT3 ligandem o koncentraci 50 ng-ml!. Inhibitory byly
pouzity v koncentraci 10 nmol-I'!, pouze dasatinib 250 nmol-1"!. Protein GAPDH slouzil
jako kontrola nanosu vzorkii. C — kontrola (0,01% DMSO), FL — FLT3 ligand,
Q — quizartinib, D — dasatinib.
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5.3 U¢innost inhibitora in vivo

Utinnost inhibitord in vivo byla hodnocena pomoci western blot analyzy
a nasledné imunodetekce vybranych proteini pomoci specifickych protilatek.
Molekularni mechanismus inhibice testovanych inhibitort (LGR3922, LGR4657) byl
hodnocen na urovni hladiny fosforylace vybranych molekul, a to v ¢asovych intervalech
24 a 48 hod po aplikaci latek. Pro tento experiment byl pouzit imunodeficientni mys$i
model Athymic Nude-Foxnl™ se subkutanné implantovanymi tumory nadorové linie
MV4-11.

V prvni fazi byla hodnocena uc¢innost LGR3922 a LGR4657 na inhibici
fosforylace FLT3 (Tyr589/591) a podfizenych molekul STATS (Tyr694)
a ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Oba inhibitory LGR3922 i LGR4657 po 24 hod od
aplikace pIn¢ inhibovaly fosforylaci FLT3 (Tyr589/591) a STATS (Tyr694); fosforylace
ERK1/2 (Thr202/Tyr204) byla mirn¢ inhibovana pouze v ptipadé LGR3922. Komeréné
dostupny inhibitor quizartinib vedl k inhibici FLT3 (Tyr589/591) a STATS (Tyr694).
Po 48 hod od aplikace byly latky LGR3922 a LGR4657 stale schopny inhibovat
fosforylaci FLT3 (Tyr589/591) a STATS (Tyr694), naopak u quizartinibu doslo
k zeslabeni inhibi¢niho G¢inku a obnoveni fosforylace FLT3 i STATS (viz Obrazek 14
al5).
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Obrazek 14: Detekce vybranych proteini v MV4-11 tumorech v Athymic
Nude-Foxnl™ mySich po 24 a 48 hod od aplikace quizartinibu o koncentraci
10 mgkg!. Protein GAPDH slouzil jako kontrola nanosu vzorki. C — kontrola
(5% hydroxypropyl-B-cyclodextrin).
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24 hod 48 hod
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Obrazek 15: Detekce vybranych proteind v MV4-11 tumorech v Athymic Nude-Foxnl™ mySich po 24 a 48 hod od aplikace inhibitort

LGR3922 a LGR4657 o koncentraci 10 mg-kg!. Protein GAPDH slouzil jako kontrola nanosu vzorki. C — kontrola (okyseleny fyziologicky
roztok).
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Nasledné byly inhibitory LGR3922 a LGR4657 testovany na dudlni inhibici
fosforylace FLT3 (Tyr589/591) a SFK (Tyr416). Jako kontrolni inhibitory byly pouZzity
quizartinib a dasatinib. Jednorazovd davka LGR3922 byla schopna po 24 hod od
aplikace zcela inhibovat fosforylaci FLT3 (Tyr589/591) a parcidlné¢ SFK (Tyr416).
Zatimco FLT3 (Tyr589/591) byl zcela inhibovan i po 48 hod, u SFK (Tyr416) doslo
k obnoveni fosforylace. Latka LGR4657 byla za danych podminek schopna plné
inhibovat FLT3 (Tyr589/591), slabé pak SFK (Tyr416). Variabilni inhibice FLT3/SFK
byla pozorovana v pifipadé quizartinibu po 24 hod, kdy v pfipadé¢ plné inhibice
fosforylace FLT3 (Tyr589/591) doslo i k inhibici SFK (Tyr416), naopak castecna
inhibice FLT3 (Tyr589/591) nevedla k inhibici SFK (Tyr416). V ¢asovém intervalu
48 hod po ovlivnéni quizartinibem byl u vSech zvifat pozorovan narast hladiny
fosforylace jak FLT3 (Tyr589/591), tak SFK (Tyr416). Slaby pokles hladiny
fosforylace SFK (Tyr416) byl pozorovan 48 hod po aplikaci dasatinibu (viz Obrazek 16
al7).
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Obrazek 16: Analyza fosforylace FLT3 a SFK v MV4-11 tumorech v Athymic

Nude-Foxn1™ mySich po 24 a 48 hod od aplikace quzartinibu o koncentraci 10 mg-kg™!.
Protein GAPDH slouzil jako kontrola nanosu vzorki. C — kontrola
(5% hydroxypropyl-B-cyclodextrin).
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24 hod 48 hod
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Obrazek 17: Analyza fosforylace FLT3 a SFK v MV4-11 tumorech v Athymic
Nude-Foxnl™ mySich po 24 a 48 hod od aplikace testovanych inhibitord. Protein
GAPDH slouzil jako kontrola nanosu vzork. C — kontrola (okyseleny fyziologicky
roztok), DAS — dasatinib.
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6 Diskuse

FLT3-ITD patfi k nejcastéjSim genetickym aberacim AML a obecné je
asociovana se Spatnou prognézou. Béhem poslednich let doslo k vyraznému pokroku ve
vyvoji specifickych FLT3 inhibitorti, avSak jejich uzivani je vyrazné limitovano
vznikem rezistence (Stein et Tallman, 2016). Soucasnym trendem je tak vyvoj latek
s dualnim charakterem nebo moznost kombinované 1é¢by (Mologni ef al., 2021).

Protinaddorova aktivita a inhibi¢ni mechanismus proti FLT3-ITD byl u latky
LGR3922 popsan v publikaci Gucky et al. (2018), a soucasné je tato latka pod
patentovou ochranou PCT/CZ2018/050010. Na zéklad¢ kindazovych eseji (Gucky et al.,
2018) a miry inhibice fosforylace podiizenych molekul FLT3-ITD drdhy se vSak
ptedpokladalo, Zze krom¢ FLT3 maji testované latky LGR3922 a LGR4657 dalsi
vyznamny molekuldrni cil. Tato prace tak blize charakterizuje protinddorovou aktivitu
a dudlni charakter inhibice latek LGR3922 a LGR4657 ve srovnani s dostupnymi
inhibitory na trhu (quizartinib, dasatinib) jak v in vitro, tak in vivo experimentech.

Protinddorova aktivita obou testovanych inhibitori byla nejdfive hodnocena
prostiednictvim testll cytotoxicity na bunéfné linii MV4-11 (exprimujici pouze
mutantni FLT3-ITD) a MOLM-13 (exprimujici FLT3-ITD a wt-FLT3) (Quentmeier
et al., 2003). Inhibitor LGR3922 prokdzal srovnatelny inhibi¢ni G¢inek s komercné
dostupnym FLT3 inhibitorem quizartinibem, coz popsali i Gucky et al. (2018). Latka
LGR4657 vykazovala slabsi inhibi¢ni efekt pifi nizSich koncentracich, v koncentraci
> 50 nmol-I"! vSak dosahovala porovnatelné miry inhibice proliferace/viability jako
LGR3922 a quizartinib.

Na zéklad¢ kindzovych eseji (Gucky ef al., 2018) byla dale hodnocena moznost
dudlni inhibice FLT3/SFK testovanych inhibitori, jelikoz SFK maji dilezitou ulohu
v onkogenni signalizaci FLT3-ITD (Roginskaya et al., 1999; Chougule et al., 2016;
Lopez et al., 2016). Inhibice SFK pomoci inhibitoru dasatinibu vedla ke snizeni
proliferace AML bunécnych linii i primarnich bunék AML pacientli (Guerrouahen
et al., 2010). Podobného vysledku bylo dosazeno i v pfipad¢ naSich experimentl na
liniich MV4-11 a MOLM-13. Pro zhodnoceni miry inhibice SFK testovanych latek
LGR3922 a LGR4657 byla pouzita linie KBM-5res, ktera, stejné¢ jako jiné imatinib
rezistentni linie, vykazuje vysokou expresi a aktivitu SFK (Donato et al., 2003).
Inhibitor LGR3922 prokazal jak vyraznou inhibici proliferace/viability KBM-5res linie,

tak uplnou inhibici fosforylace SFK (Tyr416), a to ptekvapivé ve vétsi mife nez
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dasatinib. Vzhledem k tomu, ze dasatinib neni schopen inhibice BCR/ABL (T315I)
(Miiller et al., 2009), vyrazna protinadorova aktivita inhibitoru LGR3922 u KBM-5res
by mohla byt zaloZzena nejen na inhibici SFK, ale i na schopnosti inhibovat pravé
BCR/ABL (T315I).

Molekuldrni mechanismus inhibice testovanych inhibitorti byl dale hodnocen na
liniich MV4-11 a MOLM-13 prostiednictvim western blot analyzy, a to po 1 a 6 hod
inkubace. Ve srovnani s quizartinibem oba testované inhibitory LGR3922 a LGR4657
prokazaly silné€jsi inhibi¢ni efekt viuci fosforylaci FLT3 (Tyr589/591) i podiizenym
signalnim molekuldm STATS (Tyr694) a ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Stejnd Gc¢innost
latky LGR3922 na linii MV4-11 po 1 hod inkubace byla ukazana i ve studii, kterou
provedli Gucky et al. (2018). Na rozdil od quizartinibu vSak oba testované inhibitory
prokédzaly vyraznou inhibici fosforylace SFK (Tyr416) u MV4-11 i MOLM-13.
Quizartinibem indukovand parcidlni inhibice fosforylace SFK (Tyr416) byla
zaznamenana v ptipadé MOLM-13 po 1 hod. Podobny efekt byl zaznamena i ve studii,
kterou publikovali Elgamal et al. (2020). Tento efekt je pravdépodobné spojeny s nizsi
mirou exprese FLT3/FLT3-ITD u linie MOLM-13 (Kelly et al., 2002). Po 6 hod
expozice inhibitoru byl pozorovan opétovny nartist fosforylace SFK (Tyr416) stejné tak
jako ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Dasatinib za danych experimentalnich podminek nebyl
schopen uplné inhibice fosforylace SFK (Tyr416), vyraznéjsi inhibi¢ni aktivity
dosahoval pouze v kombinaci s quizartinibem. Obecné monoterapie quizartinibu nebo
dasatinibu nedosahovala uginnosti LGR3922. Ucinnost latky LGR3922, tj. dualni
inhibice FLT3/SFK a podfizenych signalnich molekul STATS a ERK byla porovnatelna
pouze s kombinaci quizartinibu a dasatinibu o koncentracich 100 + 1000 nmol-1"1.

Zvysenda exprese FL v  mikroprostiedi kostni dfen¢ je jednim
z mechanismil rezistence vici FLT3 inhibitortiim (Sato et al., 2011; Yang et al., 2014;
Chen et al., 2016; Daver et al., 2019), proto byla déle sledovana ucinnost testovanych
inhibitori v kombinaci s FL, a to na buné¢éné liniit MOLM-13. Pomoci testu cytotoxicity
bylo u vSech inhibitori ukézdno, Ze pfitomnost FL vede k mirnému zvySeni
proliferace/viability bunék ve srovnani s plsobenim samotnych inhibitori.
K podobnému efektu v piipadé¢ quizartinibu dospéli také Kawase et al. (2019).
Néslednd proteinova analyza prokazala, ze u quizartinibu v kombinaci s FL dochdzi
k obnové fosforylace FLT3 (Tyr589/591) a ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Tyto vysledky
jsou v souladu se skutecnosti, ze FL snizuje GC€inek quizartinibu v bunkach, které

koexprimuji FLT3-ITD a wt-FLT3 (Sato et al., 2011; Chen et al., 2016). U latky
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LGR4657 doslo ke zvyseni fosforylace ERK1/2 (Thr202/Tyr204). V ptipad¢€ inhibitoru
LGR3922 nedoslo k obnové fosforylace ani u jedné ze zminénych signalnich molekul.
Naopak bylo pozorovano zvyseni fosforylace SFK (Tyr416). Pravé zvysena fosforylace
SFK, resp. HCK, vede u FLT3-ITD k aktivaci CDK®6, a tim dochazi k nekontrolovatelné
proliferaci (Lopez ef al., 2016). To naznacuje, Ze dudlni inhibice FLT3/SFK je ideéalni
strategii pro Uplny blok proliferace linie MOLM-13.

Inhibi¢ni efekt testovanych inhibitorti byl dale analyzovan in vivo na MV4-11
xenograftech v imunodeficientnich mysich Athymic Nude-Foxn1™. Jednorazovéa davka
LGR3922 a LGR4657 plné inhibovala fosforylaci FLT3 (Tyr589/591) po 24 1 48 hod od
aplikace, na rozdil od quizartinibu, kdy byla po 48 hod fosforylace obnovena. Oproti
quizartinibu latka LGR3922 byla také schopnd inhibice STATS (Tyr694) a ERK1/2
(Thr202/Tyr204). K podobnym vysledkim pro latku LGR3922 vs. quizartinib na
MV4-11 xenograftech dospéli také Gucky et al. (2018). V ramci této prace byla také
poprvé prokdzana dudlni inhibice fosforylace FLT3 (Tyr589/591) a SFK (Tyr416)
inhibitory LGR3922 a LGR4657 in vivo. Inhibi¢ni u¢inek obou inhibitord vuci
fosforylaci SFK (Tyr416) byl pozorovan az 48 hod po aplikaci. U quizartinibu byla
pozorovana mirna heterogenita, nicméné po 48 hod od aplikace byla fosforylace SFK
(Tyr416) jiz jednoznacné ptitomna, stejné jako v piipadé FLT3 (Tyr589/591).

Na zaklad¢ in vitro a in vivo experimenti bylo jednoznaéné prokdzano, ze
inhibitory LGR3922 a LGR4657 maji silnou protinadorovou aktivitu na AML
bunécnych linii, kterd je primarné zaloZena na dudlni inhibici fosforylace FLT3/SFK.
Ve srovnani sklinicky pouzivanym quizartinibem vykazuji oba inhibitory
srovnatelnych, ne-li lepSich vysledkti (zvlaste¢ LGR3922). Navic, jejich schopnost
dudlni inhibice fosforylace FLT3/SFK by mohla byt klicovym mechanismem, jak plné¢
inhibovat proliferaci nddorovych bun¢k a predevsim, jak pfedchazet vzniku rezistence.
Nedavno bylo totiz prokdzano, Ze kombinace quizartinibu a dasatinibu (tj. inhibice
FLT3 a SFK) pftispiva k piekonani rezistence zprostfedkované stromalnimi buiikami
kostni dfen¢ vii¢i samotnému quizartinibu (Patel et al., 2020). Vyvoj latek na principu
dudlni inhibice FLT3/SFK (Larocque et al., 2017; Elgamal et al., 2020) nebo
kombinaéni terapie (Patel et al., 2020) tak nabyva u 1écby AML na vyznamu.
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7 Zavér

V predlozené diplomové praci byla studovdna protinddorova aktivita
a mechanismus dudlni inhibice fosforylace FLT3/SFK latek LGR3922 a LGR4657
in vitro a in vivo.

Testované inhibitory LGR3922 a LGR4657 prokazaly silny protinddorovy
ucinek na AML bunéénych liniich MV4-11 a MOLM-13, v piipadé¢ LGR3922 také na
linii KBM-5res odvozené od CML. Molekularni mechanismus inhibice obou inhibitort
LGR3922 a LGR4657 byl zalozen na inhibici fosforylace FLT3 (Tyr589/591)
a podtizenych molekul STATS (Tyr694) a ERK (Thr202/Tyr204). Testované inhibitory
vykazovaly jiz v koncentraci 10 nmol-I"! lepsi inhibi¢ni efekt viéi fosforylaci FLT3
(Tyr589/591) nez komeréné dostupny FLT3 inhibitor quizartinib. Oba testované
inhibitory také prokazaly schopnost inhibice fosforylace SFK (Tyr416). Inhibitor
LGR3922 vykazoval vyrazn¢ silnéjsi inhibicni efekt nez komeréné pouzivany SFK
inhibitor dasatinib.

Pfitomnost FL vedla k mirnému sniZzeni protinddorové aktivity testovanych
inhibitor. Nicméné v piipadé LGR3922 soucasné poukdzala na to, pro¢ je dudlni
inhibice FLT3/SFK idedlni strategii pro Uplny blok proliferace nadorovych bunék.

Schopnost LGR3922 a LGR4657 inhibovat fosforylaci FLT3 (Tyr589/591) byla
prokazand i na subkutannich MV4-11 tumorech po 24 a 48 h, naopak v piipade
quizartinibu byla po 48 hod fosforylace obnovena. I pfes znacnou variabilitu bylo
mozné u testovanych inhibitorid pozorovat dudlni inhibici FLT3 (Tyr589/591) a SFK
(Tyr416).

Dosazené vysledky jednoznaéné prokazuji, ze LGR3922 a LGR4657 ptedstavuji
dualni FLT3/SFK inhibitory s vyraznou protinddorovou aktivitou. Zvlast¢ latka
LGR3922 by mohla mit terapeuticky potencial nejen v oblasti 1écby AML, ale i CML.
Navzdory presvédcivym vysledklim je nezbytné pro ucely dalsiho vyvoje této latky jako
potencialni protinadorové terapie prokdzat jeho uc€innost na primarnich buinkach AML

pacientl a pokrocilych PDX (patient derived xenograft) zvifecich modelech.
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