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Cile prace

Cilem teoretické Casti bakalarské prace bylo charakterizovat tyrosin-kinasovy receptor
FLTS3, popsat jeho strukturu a expresi v hematopoetickych burkach, jeho vliv na aktivaci
molekularnich drah, bunécny rast a vyvoj ve fyziologickém a deregulovaném stavu.
Dale zpracovat resersi se zaméienim na 1é¢bu akutni myeloidni leukémie prostiednictvim
novych terapeutik cilenych pravé na onkogenné aktivovanou kinasu FLT3. Cilem
experimentalni Casti bylo objasnit vliv nové syntetizovanych nizkomolekularnich
inhibitort FLT3 na bunécny cyklus a mechanismus ucinku téchto latek na deregulované

signalni drahy FLT3 u nadorovych bunéénych linii.



1 UVOD

Zralé krevni bunky vznikaji procesem diferenciace hematopoetickych bunék.
Hematopoeze je slozity a piisné regulovany proces, fizeny rastovymi faktory. Riistové
faktory reguluji aktivaci tyrosin-kinasovych receptord, které v hematopoetické tkani fidi
vyvojové procesy diferenciace, proliferace a rastu bunék.

Receptor FLT3, ktery lze nalézt také pod nazvy fetalni jaterni kinasa 2 nebo kinasa
lidskych kmenovych bunék 1, patii do téidy III. receptorovych tyrosin-kinas a fadi se mezi
cytokinové receptory (Carow C. et al., 1996; Grafone et al., 2012). Tyto receptory jsou
aktivovany dimerizaci zavislou na ligandu. Aktivované receptory poté spousti podiizené
signalni kaskady fosforylaci substrati (Lavagna-Sevenier et al., 1998). Kontrola aktivity
RTK je tedy klicova pro udrzovani pozadované urovné proliferace za fyziologickych
podminek. V piipadé vzniku aktivaéni (onkogenni) mutace v genu kédujicim RTK
dochazi k deregulaci podiizenych molekularnich drah a v disledku toho miize dojit
i ke vzniku maligniho onemocnéni.

Mutace v receptorové kinase FLT3 pfispiva k vyvoji akutni myeloidni leukémie,
coz je maligni hematologické onemocnéni, které se projevuje abnormalni proliferaci
a diferenciaci mutované populace myeloidnich prekurzora v kostni dfeni. Vysledkem je
akumulace nezralych bunék v kostni dieni a jejich expanze do periferni krve.
Jednd se o zavazné onemocnéni vyskytujici se napfi¢ vSemi v€kovymi kategoriemi
S riznymi pfi¢inami vzniku.

Akutni myeloidni leukémie je skupina hematopoetickych neoplasmu, které vznikaji
ina zakladé¢ rdznych dalSich genovych mutaci achromozomalnich abnormalit,
které zptsobuji rtizné deregulace riiznych molekularnich drah (Ceska et al., 2015).
V minulych letech byla maligni onemocnéni léCena pievazné chemoterapeutickymi
cytotoxickymi latkami, bez ohledu na typ ¢i mechanismus vzniku neoplasmu. V dnes$ni
dob¢ je vyznamna cast usili farmaceutického primyslu spojeného s onkologii zamétena
na vyvoj novych preparatd, které specificky zasahuji klicové molekularni mechanismy
transformované buiiky. Casto se jedn4 o nizkomolekuldrni ATP kompetitivni inhibitory
onkogennich proteinkinas (véetné RTK), které by mély mit minimalizovany vedlejsi

ucinky (Watson et al., 2014).



2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Receptorové tyrosin-kinasy (RTK)

U lidi bylo doposud charakterizovano celkem 58 receptorovych protein-kinas,
jejichz aktivita spoc¢iva ve fosforylaci hydroxylovych skupin tyrosinovych rezidui
cilovych proteinti. Jedna se o relativné malou skupinu integralnich membranovych
receptort, ale navzdory tomu jsou RTK centralnimi uzly slozitych signaliza¢nich kaskad
zahrnujicich mnoho dilezitych regulacnich a signalizacnich proteinti, jejichz aktivita je
regulovana fosforylaci a defosforylaci (Watson et al., 2014). Aktivita RTK je také
kontrolovéana autoinhibi¢ni aktivitou v nepfitomnosti ligandu v juxtamembrénové oblasti
a konzervované katalytické oblasti kinasové domény. Autoinhibi¢ni konformace je poté
destabilizovana vazbou aktiva¢niho ligandu (Griffith et al., 2004).

Receptory zastdvaji v bunkdch vyznamné funkce pfi regulaci diferenciace, ristu,
migrace, proliferace, embryonalniho vyvoje, pfeziti a metabolickych drah. Vsechny
receptory maji podobnou molekularni strukturu. RTK jsou tvoieny extracelularni ¢asti,
ktera muze byt u nékterych skupin glykosylovana a do niz se vaze extracelularni ligand.
Soucasné je extracelularni oblast charakteristicka pro kazdou skupinu receptori a dle jeji
struktury 1ze rozdélovat receptory do podskupin, dale se RTK od sebe vzajemné odliSuji
zpisobem interakce a aktivace receptoru ligandem. Receptory jsou dale tvofeny
samostatnou transmembranovou ¢asti s helikalni strukturou, katalytickou a intracelularni
Casti s tyrosin-kinasovou doménou a juxtamembranovou doménou. Tyrosin-kinasova
doména navic obsahuje 11 vysoce konzervovanych usekd, naptiklad sekvence Gly-X-
Gly-X-X-Gly-(15-20)-Lys, ktera je soucasti vazebného mista pro ATP, nebo dalsi
sekvence ucastnici se fosfotransferové reakce (Lemmon a Schlessinger, 2010).
Jak jiz bylo zminéno, RTK se déli do nékolika podskupin, naptiklad:

e |. skupina jsou monomerni receptory se dvéma extracelularnimi na cystein

bohatymi tseky. Do této skupiny patii receptor pro epidermélni riastovy faktor.

¢ |l. skupinaje charakteristicka disulfidove vazanymi heterotetramernimi strukturami

Vv extracelularni oblasti s ¢asti bohatou na cystein. Do této skupiny patii inzulinovy

receptor a receptor pro ristovy faktor 1 (Watson et al., 2014).

e Ill. skupina je charakterizovana péti imunoglubulinu-podobnymi strukturami

Vv extracelularni oblasti receptoru. Do této skupiny se fadi naptiklad receptory PDGFR,

FLT3, KIT (Parcells et al., 2006).



e IV. skupina je charakterizovana tfemi imunoglobulinu-podobnymi strukturami
Vv extracelularni oblasti. Do skupiny patii receptor pro ristovy faktor fibroblastu.
Spole¢nym znakem skupiny Ill. a IV. je charakteristicka tyrosin-kinasova doména,
ktera je rozd€lena hydrofobni inzer¢ni (interkinasovou) spojkou variabilni délky.
Kromé téchto ¢tyt zminénych bylo doposud charakterizovano dalsich 16 podskupin

RTK, které se vzajemné lisi funkci a strukturou (Watson et al., 2014).

Transdukce signalu u RTK je iniciovand dimerizaci nebo oligomerizaci receptoru,
kterou indukuje vazba specifického ligandu (rustového faktoru) na receptor, vyjimkou
v tomto mechanismu je receptor pro inzulin (Watson et al., 2014). Ligand aktivujici
receptor muze mit bud’ monomerni ¢i dimerni strukturu. Ligand svou vazbou na receptor
vyvolava konformac¢ni zmény, které se $iti do cytoplasmatické ¢asti a nasledné zptisobuji
autofosforylaci vedouci k vazbé fosforylovaného Tyr rezidua receptoru s SH2 vazebnymi
doménami proteinti podfizené signalni kaskady. Skupina RTK je vyznamna pravé
z divodu vzniku mnohych onemocnéni v disledku genetickych mutaci majicich vliv
namiru exprese, funkci aregulaci receptord. Deregulace v RTK mohou vést
ke kancerogenezi, vzniku zanétd, diabetes, neurologickych a plicnich onemocnéni
a poruch angiogeneze. Inhibice RTK je tedy v soucasné dobé povazovana za slibny
terapeuticky cil (Lemmon a Schlessinger, 2010).

Vyznamnym terapeutickym cilem je napiiklad receptor pro inzulin, ktery s dal$imi
tfemi receptory tvoii samostatnou malou skupinu RTK. U vyssich obratlovct receptor
slouzi ke kontrole hladiny glukosy v krvi, mimo to zastava dualezité funkce béhem ristu
a vyvoje, bunééného preziti, proliferace a proteosyntézy (Deyev et al., 2011). Receptor
pro inzulin lze aktivovat pouze jedinou molekulou inzulinu. Konformaéni zména
vyvolana ligandem indukuje autofosforylaci tii Tyr rezidui v aktivaéni smycce,
coz zpusobuje mnohonasobné zvyseni katalytické ucinnosti receptoru. Deregulace
aktivity receptoru pro inzulin vede ke vzniku diabetes a ma podporujici vliv na maligni
transformaci bunék (Watson et al.,, 2014). Druhym vyznamnym receptorem je
tropomyosinova receptorova kinasa, ktera zastava dulezitou funkci ve vyvoji nervového
systému savcl, udrzovani nervového fenotypu neuront u dospélych jedincii, synaptické
modulaci a udrZzovani paméti (Minichiello, 2009). Dalsi funkci receptoru je regulace
preziti, diferenciace a apoptozy. Béhem exprese receptoru mohou vznikat in vivo rizné
alternativni sesttihy, naptiklad pro mutantni receptor tropomyosinova kinasa C nesouci

kratkou inzerci v tyrosin-kinasové doméné, ktera moduluje aktivitu receptoru, snizuje



schopnost vazat a fosforylovat substraty a snizuje schopnost diferenciace bunék. Proto je
tento receptor atraktivnim cilem pro 1é€bu neurodegenerativnich chorob jako:
Alzheimerova, Parkinsonova, Huntingtonova choroba a 1é¢bu depresi. Deregulované
mutantni receptory mohou indukovat vznik zanétu dychacich cest, astmatu a rakoviny
prsu (Allen et al., 2013). Dalsi z receptort, ktery ma v deregulovaném stavu vliv na vznik
maligniho onemocnéni je receptor FLT3. Receptor, jak jiz bylo zminéno, patii do tiidy
RTK III. Kodujici oblast tvoii stejné mnozstvi exonti, které maji vysoce konzervovanou
délku a sekvenci. Svou aminokyselinovou sekvenci a strukturou, je FLT3 podobny FMS,
PDGFR a KIT (Carow et al., 1996).

2.2 Receptor FLT3

Gen FIt3 koduje membranové vazany tyrosin-kinasovy receptor FLT3 (Stirewalt
a Radich, 2003). Lidsky gen pro FLT3 ma délku 96 kb a je sloZen z 24 exoni umisténych
na chromosomu 13 (13q12) (Parcells et al., 2006). V otevieném c¢tecim ramci ma
transkript délku 3,7 kb a kone¢na posttranslaéni verze receptoru je tvofena
z 993 aminokyselin (Abu-Dubhier et al., 2001).

K expresi FLT3 dochazi predevs§im v lidskych myeloidnich a B-lymfoidnich
bunéénych liniich. Progenitorové buiiky exprimujici FLT3 maji vyvojovy potencial
granulocytt, monocyti, B a T bun¢k (Parcells et al., 2006). Exprese v kostni dfeni
je limitovana na kmenové, rané progenitorové buiiky a CD 34" bufiky s vysokym stupném
exprese KIT, zatimco k expresi ligandu dochazi v celé fadé tkani: slezing, jatrech, plicich,
srdci, placenté nebo brzliku (Gilliland a Griffin, 2002). Z toho divodu exprese receptoru
FLT3 urcuje tkanovou specifitu (Griffith et al., 2004).

Na zaklad€ imunoprecipita¢nich studii FLT3 byly popsany dva membranové vazané
proteiny s rozdilnou molekulovou hmotnosti. Jeden o hmotnosti 130-143 kDa a druhy
s molekulovou hmotnosti 158-160 kDa. Protein 130-143 kDa piedstavuje nevyzralou
formu bez glykosylace, zatimco protein s hmotnosti 158-160 kDa ma glykosylovanou
svou extracelularni doménu a je lokalizovan na plasmatické membrané (Gilliland

a Griffin, 2002; Schmidt-Arras et al., 2005).



221 Struktura a lokalizace

Receptor se nachazi v cytoplasmatické membrané hematopoetickych bunék, v mistech
krvetvorby. Receptor je tvofen extracelularni doménou, ktera se nachazi z vnéjsi strany
na bunééném povrchu, dale transmembranovou, juxtamembranovou a intracelularni
doménou (Obr. 1) (Tse et al.,, 2000). Extracelularni, N-terminalni ¢ast koduje
541 aminokyselin. Obsahuje 5 imunoglobulinim podobnych struktur, které jsou silné
glykosylované. Na proteiny jsou vazany N-acetylglukosaminové, galaktosové, fukosové
a manosové¢ zbytky. Tti imunoglobulinu podobné struktury, které jsou nejvice vzdalené
od cytoplasmatické membrany, se UCastni vazby ligandu. Dvé proximalni
imunoglobulinu podobné struktury jsou zapojeny do procesu dimerizace (Grafone et al.,
2012).

Transmembranova doména je zakotvena v cytoplasmatické membrané a je kddovana

21 aminokyselinami. Juxtamembranova doména navazuje na transmembranovou doménu

imunoglohulinu-
podobna doména

o e e
cytoplasmaticka @ ... ®
membrana [ IR (L
A L 9000
cytoplasma
juxtamembranova ytop
domeéna
"M 1. tyrosin kinasova
domeéna (N-lalok)
interkinasova
doména aktivaéni smycka

") 2. tyrosin kinasova
domeéna (C-lalok)

Obr. 1 Schéma monomerniho receptoru FLT3: Extracelularni doména tvofena
Z imunoglobulinu podobnych struktur, TM = transmembranovd doména, TK1 = tyrosin-
kinasova doména, N-terminalni ¢ast, TK2 = tyrosin-kinasova doména C-terminalni ¢ast,
KI = interkinasova spojka, zlut¢ = juxtamembranova doména, zelené = aktiva¢ni smycka,
¢ervené = regulaéni smycka (pfevzato a upraveno z Grafone et al., 2012).



a nachazi se v cytoplasmatickém prostoru uvnitt buiiky (Obr. 1). Intracelularni,
C-termindlni ¢ast je tvofena 431 aminokyselinami. Doména obsahuje kinasovou doménu
rozdélenou na dvé ¢asti: N-terminalni ¢ast TK1 (N-lalok) a C-terminalni ¢ast TK2
(C-lalok), které jsou spojeny interkinasovou spojkou (Obr. 1). Interkinasova spojka
ma strukturu flexibilniho peptidu, diky ¢emuz ziskava doména schopnost autoregulace

(Griffith et al., 2004).

2.2.2 Funkce a autoregula¢ni mechanismy

Biologicka funkce receptoru zavisi predev§im na vazb¢ ligandu, ktera spousti podiizenou
signalni kaskadu. Signal je veden kinasovou kaskadou a ukoncovan terminaénim
signalem. Defosforylaci do zakladniho stavu katalyzuji fosfatasy. Pfisna pozitivni
anegativni regulace d&ji zavisi na rychlosti vzniku dynamickych molekularnich
komplext, které jsou postavené na asociaci vazebnych domén. Proteinové substraty
obvykle obsahuji fosfo-tyrosinové vazebné motivy SH2/3, PTB/PH, WW, které mohou
samy obsahovat n¢kolik Tyr rezidui slouzicich v ptipadé fosforylace aktivovanou FLT3
jako skeletarni a dokovaci mista pravé pro sestaveni multiproteinovych komplexii
(Watson et al., 2014). Slozitost mechanismi potvrzuje skute¢nost, ze proteiny jSOU
multifunkéni, nebo obsahuji multifunkéni domény (Lavagna-Sevenier et al., 1998).
Hlavni funkci receptoru je udrzovani pluripotence hematopoetickych kmenovych bunék
a regulace metabolismu fosfolipidi, regulace vyvoje a pteziti progenitorovych bunék
a stupné diferenciace B-bun¢k, NK bunék a dendrickych bunék (Tse et al., 2000).

Pro kontrolu aktivity receptoru slouzi autoregulaéni mechanismy. Jednim z nich je
autoinhibi¢ni smycka v aktiva¢nim misté intracelularni domény. Smycka je v neaktivni
form¢ slozena do aktivacniho mista a stericky blokuje vazbu ATP a substratd.
Tuto regulaci  zajistuje pozice fenylalaninového rezidua v aktivaéni smycce.
Konzervovany motiv DFG (aspartat-fenylalanin-glycin) rozhoduje o konformaci
smycky. Pokud je fenylova skupina fenylalaninového rezidua orientovana dovnitt ATP
vazebného mista, DFG ziskava uzavienou konformaci (DFG-in) slozenim aktivacni
smycky do mezery mezi N a C lalok tyrosin-kinasové domény. Takto blokuje pfistup
k vazebnym mistim pro ATP a substraty. Pokud je fenylova skupina fenylalaninového
rezidua orientovand smérem ven z ATP vazebného mista, pfijimd motiv oteviené
konformace (DFG-out), ktera umozni vazbu ATP a substratt (Ke et al., 2015).

Dalsim autoinhibi¢nim mechanismem FLT3 je regulace enzymatické aktivity

konformaci juxtamembranové domény (Grafone et al., 2012). Nefosforylovana helikalni
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struktura juxtamembranové domény vytvaii maly lalok, ktery silnymi interakcemi
s kinasovou doménou blokuje vznik aktivni konformace. Juxtamembranovd doména
obsahuje dvé klicova rezidua Y589 a Y591, ktera jsou odpovédna za aktivaci. Vznikem
mutace v této doméné miize dojit k oslabeni interakci mezi juxtamembranovou
a kinasovou doménou (Rocnik, 2006).

Dulezitym regulacnim prvkem receptoru FLT3 je jeho ligand FLT3 (FL).
FL je nezbytné nutny pro zménu konformace a aktivaci celého receptoru. Ve starsich
studiich bylo dokazano, Ze ani po nahrazeni specifického ligandu jinym strukturné
podobnym ligandem, nedojde K plné aktivaci receptoru, pouze k jeho dimerizaci
(Gilliland a Griffin, 2002). Po vazb¢ ligandu na receptor dochazi k homodimerizaci
pivodné monomerniho FLT3. Nésledn¢ se za¢ne N-terminélni ¢ast intracelularni domény
otacet smerem k C-termindlni ¢asti a vytvari tak aktivni konformaci. Aktivni konformace
odhali 3 tyrosinova rezidua piipravena k fosforylaci. V neaktivni form¢ je N-terminalni
lalok nato¢en smérem pry¢ od C-termindalni ¢asti. Rotacni pohyb domény je umoznén
pomoci flexibilni interkinasové spojky spojujici obé casti (Grafone et al., 2012). PIné
aktivni receptor je posléze inaktivovan defosforylaci protein tyrosin-fosfatasou
a priblizn¢ 20 minut po aktivaci je komplex FL-FLT3 degradovan. Na regulaci aktivity
se podileji SH2 vazebné domény protein tyrosin-fosfatasy zaroven se tyrosin-fosfatasova

aktivita zvySuje v reakci na aktivaci receptorové kinasy (Griffith et al., 2004).

2.2.3 Ligand FL

Protein tvofici ligand patii do skupiny cytokinu (Parcells et al., 2006). U FL bylo
prokdzano na mySich modelovych buiikach, Ze podporuje expanzi CD34" a NK
bunéénych progenitort, které reaguji na interleukin-15. To dokazuje zasadni roli FL
ve vyvoji NK bunék. Kromé vyvoje NK bunék FL stimuluje vyvoj dendrickych bunék,
coz vedlo pozdéji k tivaze vyuziti FL jako Sirokospektralniho protinadorového ¢inidla.
Jiz dtive bylo dokazano, ze FL indukuje regresi fibrosarkomu in vivo, inhibici ristu bunék
C3L5 rakoviny prsu, inhibici melanomu alymfomu (Gilliland a Griffin, 2002).
Antitumorova aktivita byla prokazana také u chronické myeloidni leukémie. U AML vSak
dochazi k proliferaci bun¢k. Podavani FL ma tedy dispozice k tomu, aby byl pouzivan
jako protinddorové cinidlo u jinych typti malignit nez AML. Na druhou stranu miiZe
zpusobit u pacientti nezadouci expanzi leukemickych bunék (Gilliland a Griffin, 2002).
Gen pro FL o délce sekvence 4 a 5,9 kb se nachézi na chromosomu 19 (19913.3-13.4).

Koédujici oblast obsahuje osm exonti (McClanahan et al., 1996). Primarnim transla¢nim
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produktem je transmembranovy protein typu 1. Celkovd délka proteinu je
235 aminokyselin. Z toho prvnich 26 aminokyselin koduje signalni peptid, ktery poté
ve zralé form¢ proteinu chybi. Extracelularni ¢ast proteinu koduje 156 aminokyselin,
transmembranova oblast je kodovana 23 aminokyselinami a nasledné Cast
cytoplasmatickou koduje 30 aminokyselin. Dale je FL posttranslacné N-glykosylovany.
Ligand ma strukturu homodimerniho proteinu a Vvorganismu se vyskytuje
bud’ membranové vazany, nebo V rozpustné formé¢. FL obsahuje tfi intramolekularni
disulfidické vazby, které¢ nekovalentné spojuji ob¢ ¢asti homodimeru. Pro biologickou
aktivitu je klicova jadrova oblast proteinu, kterou utvafi extracelularni ¢ast a obsahuje
cysteinova rezidua zapojena do nekovalentni vazby. Cytoplasmaticka a transmembranova
oblast proteinu neni dulezita pro biologickou aktivitu proteinu (Escobar et al., 1995).
V organismu se miize FL vyskytovat v téchto izoforméch:

e Transmembranova forma s molekulovou hmotnosti 30 kDa. Je tvofena

4 transmembranovymi alfa helixy, aminoterminalni transmembranovou doménou

amalou cytoplasmatickou doménou. Jedna se o nejvice exprimovanou formu

v organismu, ktera je aktivni na bunééném povrchu (Lyman et al., 1994).

e Rozpustna biologicky aktivni forma, ktera vznikd proteolytickym odstépenim

extracelularni ¢asti transmembranové isoformy (Lyman et al., 1994).

e Rozpustna aktivni forma FL95 kodovana 220 aminokyselinami. Jedna se 0 protein

vazany na membranu, ale ne o transmembranovy protein. Tato forma je vytvotrena

alternativnim sestfihem 6. exonu, ve kterém chybi sekvence zajistujici hydrofobni

ukotveni v cytoplasmatické membran¢, soucasné obsahuje piedcasny stop kodon

blizko extracelularni oblasti (Griffith et al., 2004).

Membranové vazana a rozpustna FL forma se vzajemné 1isi svymi vlastnostmi
i po tvorbé komplexu s receptorem FLT3. Zatimco rozpustna forma v komplexu
FL/FLT3 podléha rychlé internalizaci a nasledné degradaci, membranové vazana forma
v komplexu s FLT3 nepodléha rychlé degradaci, coz muze vést k prodlouzeni kinasové
aktivity (Stewart et al., 1998).



2.2.4 Signalizace

2.24.1 Vazba FL na receptor FLT3

FL signalizace je vysoce zavisla na ristovych faktorech a bez jejich pfitomnosti FL neni
schopen indukovat proliferaci in vitro. Spole¢nym u¢inkem S rastovymi faktory
a interleukiny se stava silnym induktorem hematopoetické bunééné expanze. Nejvyssi
proliferacni U¢inek vykazuje FL v kombinaci s ligandem receptoru KIT
a interleukinem-3 (Parcells et al., 2006).

Neaktivni receptory se nachazeji na membrané¢ ve formé monomeri, naslednou
indukci ligandu dojde k jejich homodimerizaci. K interakci dochazi mezi tieti
imunoglobulinu podobnou strukturou extracelularni domény receptoru a N-terminalni
doménou FL (Grafone et al., 2012). Vazba FL na monomerni FLT3 receptor vede
ke konforma¢nim zménam receptoru, které umozni homodimerizaci
dvou cytoplasmatickych domén TK1 a TK2. Dimerové pary vystavi mista pro piijem
fosfatl, coz umozni transfosforylaci specifickych tyroSinovych residui Tyr-589
a Tyr-591 a Tyr-842 v juxtamembranové doméné (Tse et al., 2000; Lagunas-Rangel
a Chavez-Valencia, 2017).

2.2.4.2 Signalni kaskady podrizené FLT3

Signalni transdukce byla prokazana jiz diive na chimérickych receptorech. Transdukce
je zprostiedkovana asociaci nebo fosforylaci cytoplasmatickych substratt a efektord,
mezi nez patii p85 podjednotky fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K), RAS/GTPasy,
fosfolipasy C-y, VAV, FYN, SRC, GRB2 a dalsi (Obr. 2) (Tse et al., 2001).

Jakmile je receptor aktivovany, muze asociovat s vazebnym proteinem pro receptor
rastového faktoru 2 (GRB2) a regulovat tak signalizaci efektort (Masson et al., 2009;
Chonabayashi et al., 2013). Komplex se mize vazat pies SH2 doménu na SHC,
nebo pies doménu SH3 na prolin, ¢imz aktivuje SOS1 (Scholl et al., 2008). Experimenty
dokazujici tyto asociace byly provedeny jiz diive na mysSich modelovych burkach.
(Masson et al., 2009; Chonabayashi et al., 2013).

GRB2 aktivuje SOS1 a nasledné dochazi ke spusténi signalni kaskady ERK (Obr. 2).
SOS1 je guaninovy nukleotidovy vyménny faktor pro RAS protein. SOS1 aktivuje
vyménu nukleotidit RAS z neaktivni formy vazané s GDP, na aktivni formu vazanou

s GTP (Grafone et al., 2012).



Draha RAS-RAF-MEK-ERK reguluje proliferaci, diferenciaci, pteziti, senescenci
a migraci bun¢k. K aktivaci dochazi na zakladé odpovédi na rustové faktory, hormony
a cytokiny. Vazba téchto stimuli k receptorim na plasmatické membrané podporuje
GEF-zprostfedkovanou aktivaci RAS a iniciuje tiistupiovou kaskadu MAP kinas. RAS
vazany S GTP aktivuje RAF (Roskoski, 2010). Aktivovany RAF fosforyluje MAP
kinasové proteiny MEK1 a MEK?2, které fosforyluji kinasy ERK1 a ERK2 (Obr. 2)
(Roskoski, 2012). Aktivované proteiny ERK mohou podlehnout dimerizaci a dale
figurovat v signalizaci v cytosolu, ¢ast aktivovanych proteini ERK je relokalizovana
do jadra (Roskoski, 2012). Draha byla diive povazovana pouze za linearni, pochazejici
z plasmatické membrany a kulminujici v jadfe. V soucasné dobé je znamo,
7ze RAS/RAF/MAP kinasova draha je aktivovana riznymi podnéty pfes rtizné receptory.
Casova a prostorova specifita drahy je ¢asteéné dana interakci proteinti s cytoskeletarnimi
proteiny.

Podle provedenych studii na mySich modelovych buinikach dochazi po asociaci
aktivovaného FLT3 a GRB2 k vazbé GRB2, SHP2 s GAB2 (GRB2-asiciovany vazebny
protein 2) (Zhang et al.,, 2000; Masson et al., 2009; Chonabayashi et al., 2013).
V dusledku toho dochazi k fosforylaci GAB2 a aktivaci regula¢ni podjednotky
a-fosfatidylinositol-3-kinasy. Dale dochazi k vazbé p85 alfa regulacni podjednotky PI3K
na protein GAB2. Nasledn¢ dochazi k aktivaci drahy PI3K/AKT (Zhang et al., 2000;
Masson et al., 2009; Chonabayashi et al., 2013). Aktivita PI3K je regulovana SHC a SHIP
(Obr. 2). Regulace probiha na zakladé kompetice faktord SHC, SHP2 a GRB2 (Zhang
et al., 2000).

Signalni draha PI3K/AKT stimuluje PDK1 a AKT. Dochazi k aktivaci m-TOR. Podle
studii na mysich modelovych buiikach, GAB2 vaze tyrosin-fosfatasu nereceptorového
typu 11 (PTPN11). Do této vazby je zapojen Ser623 v GAB2. (Zhang et al., 2000). Typ
11 (PTPNI11) se vaze do fosforylaéniho mista Y599 receptord FLT3, ¢imz usnadiuje
regulaci efektorti (Heiss et al., 2006; Nabinger et al., 2013). Interakce FLT3 s PTPN11 je
spoustéem aktivity STATS zejména v patologickych stavech (Heiss et al., 2006;
Nabinger et al., 2013).

Tyrosin protein-kinasa FYN se vaze na aktivovany FLT3 v pozicich Y591, Y599
a Y955 prostiednictvim SH2 domény. FYN, spolecné s VAV ovliviiuje metabolismus
fosfatidylinositolu (Chougule et al., 2016).

Transduktor signdlu a aktivator transkripce (STAT) tvofi rodinu univerzalnich

transkripénich faktord. STATS je komplexni oznafeni pro dva ptibuzné proteiny,
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STATSA a STATSB. Oba proteiny maji dilezitou funkci pro regulaci bunééné proliferace

a preziti. Nékolik signali véetné rastovych faktorii a cytokinl je schopnych aktivovat
STATS5 (Nabinger et al., 2013) Aktivace RAF/ERK/MAP kinasové drahy aktivuje CREB
a spousti expresi ELK a STAT (Obr. 2). Aktivace téchto transkripénich faktortt umozni
bunkam proliferovat. FL neaktivuje proteiny z JAK rodiny, a proto se predpoklada
ze U FLT3/ITD dochézi k jinym aktivaénim mechanismtim, nezavislych na JAK draze.
To znamena, ze V piipadé mutace FLT3/ITD je STATS fosforylovan ptimo (Choudhary

et al., 2005).

FL ligand pro FLT3

extracelularni

prostor

cytoplasma

-
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Obr. 2 Signalni draha aktivovana receptorem FLT3 v normalnich hematopoetickych bunkach

(upraveno a pievzato z Grafone et al., 2012).
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2.3 Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) je skupina heterogennich malignich onemocnéni
hematopoetickych bun¢k. Charakteristickym znakem je nekontrolovatelna proliferace
a hromadéni abnormalnich blastovych bunék v kostni dfeni, které infiltruji do periferni
krve. Buriky se lisi svou morfologii a karyotypem na zakladé ziskanych genovych mutaci
a zmén genové exprese (Salek, 2012). Porusenim krvetvorby bunék dochazi k potladeni
fyziologickych funkci téchto bunék, utlaku normalni hematopoézy a tim k naruseni
imunitniho systému. Dale se leukémie klinicky projevuje anémii, trombocytopénii,
ktera zptuisobuje zvySenou krvacivost a neutropenii. Klinicky se typ onemocnéni
Klasifikuje podle vysledki imunofenotypizace, cytogenetickych zmén a molekularné
genetického profilu blastii. Existuje n€kolik moznosti klasifikace AML.

Dnes jiz méné vyuzivana francouzsko-americko-britska klasifikace (FAB) rozdéluje
podtypy onemocnéni na zakladé mikroskopického hodnoceni bunék dle jejich
morfologie. M1, M2 a M4 jsou podtypy s nejéastéjSim vyskytem. Typ M3
se morfologicky vyznacuje vyskytem velkého mnozstvi granul a auerovych ty¢i. Zaroven
se jedna o typ s rychlym nastupem a bouflivym pribéhem doprovazenym koagulopatii.
Podtypy M4 a M5 jsou charakteristické infiltraci leukemickych bunék do organti (CNS,
jatra, slezina) (Tab. 1).

Dalsi dnes hojné vyuZzivana klasifikace je rozdéleni skupin onemocnéni ustanovené
svétovou  zdravotnickou organizaci (WHO). Jednotlivé podskupiny  jsou
charakterizovany imunofenotypizaci podle CD antigenti na povrchu blasti a sou¢asné ma
prognosticky vyznam. Onemocnéni se déli do téi skupin na AML s diagnostikovanou
genetickou abnormalitou, AML s multilinearni dysplasii a AML vznikajici po 1é¢bé
cytostatiky (Tab. 2) (Salek, 2012; Ceska et al., 2015).
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Tab. 1 FAB klasifikace AML zaloZena na mikroskopickém hodnoceni bunék (Pievzato z Ceska
leukemicka skupina-pro Zivot, kolektiv autort, 2013).

Podtyp Popis
MO Minimalni diferenciace bun¢k
M1 myeloblasticka bez vyzravani V kostni dfeni jsou pfevazné nezralé blasty
M2 myeloblasticka s vyzravanim V kostni dieni nezralé myeloblasty i zralé
leukocyty
M3 promyelocytarni Translokace chromozomu 15 a 17
M4 myelomonocytarni Translokace/inverze chromozomu 16
M5 monocytarni Leukemické bunky maji znaky vyvijejicich

se monocytt

M6 erytrocytarni Leukemické bunky maji znaky vyvijejicich
se erytrocytl
M7 megakaryocytarni Leukemické bunky maji znaky vyvijejicich
se megakaryocytl

Tab. 2 WHO klasifikace AML prezentujici geneticky profil (Pfevzato z Ceska leukemicka
skupina-pro zivot, kolektiv autort, 2013).

1.AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami

AML s translokaci chromozomu 8 a 12
AML s translokaci/inverzi chromozomu 16
AML se zménami v chromozomu 11
Akutni promyelocytarni leukémie s translokaci chromozomu 15 a 17
AML s mutaci v genu pro Npm1

AML s mutaci genu Cebpa

2. AML s multilinearni dysplasii

Vznikajici z predchoziho myelodysplastického syndromu

Nevznikajici z predchoziho myelodysplastického syndromu

3. AML vznikajici v reakci na 1écbu cytostatiky

Alkyla¢nimi cytostatiky
lonizujicim zafenim

Inhibitory topoizomerasy II.
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2.3.1 Mutace u AML

Dle WHO je v sou¢asné dobé nejvétsi pozornost vénovana vyvoji 1écby AML s mutacemi
v genech FIt3, Npm1, Cebpa, Runxl, Ras, Asxl1 (Tab. 2) a nékterych dalsich (Arber et al.,
2016). Nejcastejsi deregulace u AML je v receptoru KIT a jeho ligandu. Vazbou ligandu
dochazi kdimerizaci KIT a jeho aktivaci. Receptor aktivuje drahy PI3K
a RAS/RAF/MEK/ERK, vysledkem je proliferace hematopoetickych bunék (Lennartsson
et al., 2005). Aktivaéni mutace KIT jsou v . AML spojovany s t(8,21)(g22 ,q22)
a inv(16)(p13, g22) (Scholl et al., 2005). Mutace v nereceptorovych tyrosin-kinasach jsou
méng¢ Casté a Vyskytuji se v 1 % vSech pfipadd, napiiklad mutace JAK2 (V617F) (Dohner
et al., 2006).

2.3.2 Deregulace FLT3 u AML

RTK reguluji sit komplexniho pienosu signdlu béhem procesu krvetvorby, proto zmény
ve struktufe receptoru ¢i jeho expresi mohou zpusobit leukemogenezi (Tse et al., 2001).
Genetické zmény zptisobuji konstitutivni aktivaci receptoru v blastovych bunikach. FLT3
je mutovan u priblizné 1/3 pacientt s akutni myeloidni leukémii (AML), zarovei se jedna
o diagnézu s velmi $patnou prognozou. Mutace receptoru FLT3 se mohou vyskytnout
také u pacientd s akutni lymfocytdrni leukémii, chronickou myeloidni leukémii
a myelodysplastickym syndromem (Tse et al., 2001).

Jedna se bud’ 0 interni tandemovou duplikaci (ITD) aminokyselin juxtamembranové
domény, ktera vede ke konstitutivni dimerizaci receptoru a vysoké konstitutivni tyrosin-
Kinasové aktivité, nezavislé na interleukinu-3, nebo bodové mutace v aktivaéni smycce,
které zahrnuji Kinasovou doménu. Mutace FLT3 indukuji konstitutivni aktivaci signalni
drahy nezavislé na ligandu, coz podporuje onkogenezi deregulaci proliferace. Proto lze
zaradit FLT3 mezi protoonkogeny (Parcells et al., 2006). Kostitutivni aktivace receptoru
ovlivituje fosforylaci signalnich molekul STATS5 a MAP kinas (ERK1/2). Obecné
se mutace ITD v juxtamembrianové doméné povazuje za diagnodzu S hor$i prognodzou
nez bodové mutace (Tse et al., 2001). | pfes mnozstvi deregulovanych mechanismu
si FLT3/ITD bunky dokazi udrzet schopnost reagovat na FL ligand (Takahashi et al.,
2011).
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2.3.2.1 ZvySena exprese FLT3 receptoru

Zvysena exprese nemutovaného FLT3 je bézna v buitkach AML i akutni lymfoblastické
leukémie (Kottaridis et al., 2003). K nadmérné expresi receptoru a ligandu dochazi
u leukemickych bunék na urovni mRNA i proteinu, coz vede K vysoké aktivité a silné

deregulaci bunééné proliferace (Tse et al., 2000).

2.3.2.2 Bodové mutace v aktivni smycce FLT3

Bodové mutace, konkrétné substituce V tyrosin-kinasové doméné, umozni odkryti
vazebného mista pro ATP a cytoplasmatické substraty a souc¢asné zvysi pravdépodobnost
aktivace receptoru. Aktivujici bodové mutace FLT3 se vyskytuji piiblizné
v 7 % diagnostikovanych AML, dale v nékterych ptipadech akutni lymfoblastické
leukémie a myelodysplastického syndromu (Gilliland a Griffin, 2002).

K mutacim dochazi uvniti exonu 20, v kodonech pro kyselinu asparagovou (D835)
aisoleucin (1836). V mist¢ 836 dochazi k mutacim kodonu na methionin (1836M)
nebo asparagin (I836N). V misté 835 bylo prozatim identifikovano pét riznych typa
mutaci: nejhojnéjsi substituce kyseliny asparagové za tyrosin (D835Y), ktera je dana
mutaci GAT — TAT. Dalsim typem je substituce Asp za His (D835H), dana mutaci
GAT — CAT, substituce Asp za Val (D835V), dana mutaci GAT — GTT, substituce Asp
za Glu (D835E) a za Asn (D835N) (Yamamoto et al., 2001).

U 0,5 % de novo piipadi se vyskytuje mutace, ktera ma za nasledek inzerci glycinu
nebo serinu mezi aminokyselinami 840 a 841. Dalsi typ mutace byl objeven u pacienti
po relapsu. Dochazi k substituci Tyr na Cys v misté 842 (Y842C) a Asn na lle (N841l)

(Jiang et al., 2004; Choudhary et al., 2005).

2.3.2.3 FLT3/ITD asignalizace

Mutace FLT3/ITD je povazovana za vyznamnou udalost pfispivajici k vyvoji AML.
Jedna se 0 mutaci genu FIt3 s nejcastéjsim vyskytem u AML. Podle statistik je FLT3/ITD
diagnostikovano u 17-26 % ptipadt de novo AML. Soucasné¢ miize mutace vznikat
U pacientli s akutni lymfoblastickou leukémii a myelodysplastickym syndromem
(Gilliland a Griffin, 2002). Poprvé byla mutace identifikovana pfi screeningu primarnich
vzorki leukémie pro expresi FLT3 pouzitim reverzni transkriptasy. Po ukonc¢eni PCR
vykazovaly produkty amplifikace polymorfni délku v juxtamembranové doméng,

nez byla ocekavana. Nasledna sekvenace odhalila, Ze se jedna o inzer¢ni mutaci, ktera je
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s nejveétsi pravdépodobnosti zplisobena poruchami opravnych mechanismit DNA béhem
replikace (Parcells et al., 2006).

Tato mutace se vétSinou vyskytuje V heterozygotni formé. Heterozygotni forma
mutace se vSak béhem vyvoje nemoci a 1écby miize zménit na homozygotni a vznikaji
tak bialelické mutace, navic jsou FLT3/ITD receptory schopné heterodimerizovat
s nemutovanym FLT3 (Gale et al., 2008).

Béhem mutace ITD dochazi k duplikaci variabilniho mnozstvi bazi. Duplikace,
které jsou vzdy v nasobcich 3, zasahuji do ¢teciho ramce v exonech 14 a 15. Tyto exony
koduji prave juxtamembranovou doménu (Sritana a Auewarakul, 2008). Délka duplikace
muze byt 3-400 bp. Nasledkem duplikace je inzerce opakujicich se aminokyselinovych
sekvenci ve variabilni pozici na juxtamembranové doméné (Brown a Small, 2004).
Aby doslo k funk¢ni vnitini tandemové duplikaci, fragment nesouci kodujici oblast
juxtamembranové domény musi byt vlozen do exonu v piimém sméru tak, aby byl
zachovan cCteci ramec transkriptu. V nedavné dob¢ byla objevena nova tiida aktivnich
bodovych mutaci v juxtamembranové doméné, které vedou k poruchdm autoinhibi¢ni
schopnosti a pravdépodobn¢ vznikaji jako rezistence na léky (Stirewalt a Radich, 2003;
Breitenbuecher et al., 2009).

Samotna mutace ve FLT3 neni odpoveédna za leukemogenezi, béhem vyvoje leukémie
dochazi k mnoha dal$im mutacim, které podporuji bunétnou proliferaci a inhibici
apoptozy. Mutace FLT3/ITD napiiklad Casto koexistuje s mutacemi nukleofosminu
(NPM1) a DNA methyltransferasy 3A (Patel et al., 2012). Mutace FLT3/ITD aktivuje
p22phox a NOX4, které jsou odpovédné za tvorbu ROS (Stanicka et al., 2015). ROS
napomahaji vzniku chyb v opravnych mechanismech replikace, coz muze vést
ke genomové nestabilité a tvorbé dvouvlaknovych zlomt DNA (Sallmyr et al., 2008).

V burikach s FLT3/ITD mutaci jsou aktivovany RAS a PI3K, stejné jako ve zdravych
bunikach (Mitin a Rosman, 2005). Narozdil od zdravych bunék dochézi v bunkach
SFLT3/ITD k nadmérné fosforylaci STATS, ktery se poté vaze na DNA (Stirewalt
a Radich, 2003). Fosforylace STATS se spolecné s aktivaci MAPK stava kritickym
bodem pro rast. Dochazi k aktivaci cyklinu D, BCL-XL, PIM kinas a c-MYC,
které v bunikach podporuji proliferaci, nebo zastavaji antiapoptickou funkci (Obr. 3)
(Mizuki et al., 2000; Takahashi et al., 2004).

FLT3/ITD je schopny inhibovat SMRT (silencing mediator of retinoic acid tyroide
hormone receptors), a korepresor, ktery interaguje s PLZF (promyelocitic leukemia zinc

finger) a ETO (eight twenty one). PLZF a ETO se podileji na brzdéni proliferace, umlcuji
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cilové geny a tim reguluji buné¢ny rast (Takahashi, 2011). Dochazi k aktivaci AKT
a fosforylaci FOX3a v Thr32 (Obr. 3) a nasledkem toho je FOX3a translokovan z jadra
do cytoplasmy. Inhibici, nebo potlaéenim funkce jsou buniky FLT3/ITD schopné zabranit
apoptoze (Takahashi, 2011). Dalsi rozdil v signalizaci zdravych bun¢k a bunék
S FLT3/ITD je rozdilna exprese n€kolika transkripénich faktord. V bunkach FLT3/ITD
dochazi k potlaceni exprese PU.1 a CEBP (Obr. 3). Béhem normalniho myeloidniho
vyvoje i vV bunikach s bodovou mutaci ve FLT3 jsou oba transkrip¢ni faktory exprimovany
(Zheng et al., 2004).

K zesileni antiapoptického efektu pfispiva inhibice fosfatasy SHP-1 (Chen et al.,
2005). Mutovany receptor indukuje expresi receptoru FRZ-4 (Frizzled-4) (Obr. 3).
Aktivace FRZ-4 reguluje stabilitu transkripéniho koaktivatoru B-kateninu. Po vazbé
ligandu se nefosforylovany B-katenin akumuluje v cytoplasmé a dochazi k jeho
transportu do jadra, kde koaktivuje transkripéni faktor TCF/LEF (Obr. 3). Jeho cilové
proteiny jsou c-MYC a cyklin D1, které podporuji bunécnou proliferaci (Tickenbrock
et al., 2005).
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Obr. 3 Signalni drahy aktivované receptorem FLT3 s mutaci ITD (upraveno a pievzato
z Grafone et al., 2012).
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2.4 Lécba AML

24.1 Kurativni cytotoxicka chemoterapie

Béhem kurativni 1é¢by se pouzivaji chemoterapeutické latky k likvidaci nebo kontrole

rustu nadorovych bunék. Lécba AML je rozdé€lena do tii fazi:

e Faze induk¢ni = velmi kratka a intenzivni 1é¢ba antracyklinem a cytarabinem, probiha
asi tyden (program 7+3), hlavnim cilem je vycistit krev a kostni dfen od vétsiny
leukemickych blast.

e Konsolida¢ni faze = ucelem je zabit zbyl¢ leukemické bunky, které se stale nachazi
Vv téle pacienta.

e Faze udrzovaci = trva v fddu mésict az let, béhem ni jsou podavany snizené davky
I€ku a trva do navozeni remise.

Mezi kazdou lécebnou fazi je dodrzovana doba odpocinku, kterd slouzi k regeneraci
téla pacienta. K 1é¢bé AML se pouZivaji nejcastéji chemoterapeutika: Kladribin,
fludarabin, mitoxantron, etoposid, 6-thioguanin, hydroxymocovina, kortikosteroidy
(prednison, dexamethason), 6-merkaptopurin, azacitidin, cytarabin, antracykliny
(daunorubicin) a dicitabin. Zejména béhem prvni faze 1é¢by jsou podavany vysoké davky
chemoterapeutik, které intenzivné ptisobi na maligni i zdravé buniky a mohou tak zputsobit
vazné vedlejsi komplikace, proto se latky podavaji vzdy v nemocnicich. Vliv negativnich
vedlejsich ucinkd zalezi na typu, davce a délce uzivani.

Nejcastéjsi vedlejsi ucinky jsou ztrata vlasu, ztrata chuti k jidlu, nevolnost, zvraceni,
prijem, sniZzeni poctu krevnich bun€k, krvaceni, podlitiny, zanéty Zzil, inava, dusnost
krvinek, vlivem cehoz se stava pacient velmi nachylnym na infekce a bakterialni
onemocnéni. Tento problém je feSen poddvanim antibiotik soucasné s cytotoxickymi
léky. Dale se béhem nedostatku bilych krvinek podéavaji Iéky filgastim, pegfilgastim
a sargramastin. Navic Se projevuje u pacienti trombocytopenie, erytrocytopenie,
které jsou kompenzovany podavanim 1€kt nebo transfuzi. Béhem chemoterapie mize
dojit k poskozeni organii, nejCastéji srdce, ledvin, jater, CNS a pohlavnich organd.
Vedlejsim tcinkem prvni faze 1éCby je syndrom nadorové lyze. Béhem intenzivni 1€¢by
dochdzi k rozbiti velkého mnoZzstvi blastil, jejichZz obsah je uvolnén do krve. Ledviny

pod tlakem nestihaji Cistit krev a nasledné hrozi poskozeni CNS a srdce. Jako prevence
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se podavaji hydrogenuhli¢itan, allopurinol a rasburikaza (The American Cancer Society
kolektiv autorti, 2018).

Ackoliv je klasicka chemoterapie ve vétSing piipadil pouzivana jako hlavni 1écba, neni
doporucovana pacientiim, jejichz zdravotni stav nedovoluje podstoupeni kurativni 1€Cby.
Pro tyto ptfipady se pouziva cytoredukcni 1é¢ba hydroxymocovinou a komplexni
podpiirné paliativni 1éba. Dalsi dopliikova 1écba je radioterapie, ktera byva provadéna
v ptipadech, kdy expandujici leukemické buniky ohrozuji funkci CNS. Radioterapie je
také béznym tkonem provadénym pted provedenim transplantace kmenovych bunék.
Jiny 1éCebny postup se vyuziva také pro 1écbu relapsu, kdy je tieba pacientim podavat
vysoké davky chemoterapeutik a jeji soucasti byva autologni nebo allogenni transplantace
bunck. U pacientil po relapsu je zaroveil dilezité vyhodnoceni rizik a zdravotniho stavu
pacienta, zda je vubec schopen tuto 1écbu podstoupit. Proto se 1é¢ebny postup
vyhodnocuje individualng (Ceska et al., 2015; The American Cancer Society kolektiv
autorti, 2018).

2.4.2 Cilena lécba

Cilena terapie je lécba zaméfend na specifické genetické abnormality a specifické
deregulované¢ molekularni drahy, vyskytujici se v ur€itém typu nadorovych bunék,
které jsou klicové pro udrzeni maligniho fenotypu (Perl, 2019).

Z divodu podilu receptoru FLT3 na mechanismu leukemogeneze je v soucasné dobé
FLT3 povazovan za vyznamny terapeuticky cil 1é€by a Vv soucasnosti jsou klinicky
testovany inhibitory FLT3, které by mohly byt vhodné pro 1écbu AML s ptislusnou
mutaci. Z diivodu strukturni podobnosti aktivniho mista ostatnich RTK III. tfidy s FLT3,
nejsou inhibitory vii¢i receptoru vzdy uplné specifické a inhibuji aktivitu i ostatnich RTK.
Proto ¢asto dochazi ke vzniku vedlejsich ucinkt v reakci na inhibitor. Inhibitory se déli
na dvé kategorie dle selektivity a podle toho na jakou konformaci aktiva¢ni smycky
se vazou (Watson et al., 2014).

e Inhibitory I. generace se vazou ke konformaci DFG-in aktivaéni smy¢ky. Uéinek latek
je zalozen na kompetitivni inhibici vzhledem k ATP. Latky z této skupiny jsou méné
specifické a vétsinou inhibuji 1 jiné RTK III. tfidy (Lancet, 2015). Mezi inhibitory
I. generace patii: sorafenib, sunitinib, lestaurtinib (CEP701), midostaurin (PKC412)
a tantudinib (MLN518).

e Inhibitory II. generace se vazou na konformaci DFG-out aktiva¢ni smycky. Latky

ucinkuji na principu vazby do ATP vazebného mista, také se vaZzou do oblasti zadniho
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laloku, které je uvolnéno pohybem fenylalaninového rezidua. Mezi receptory
Il. generace patii: linifanib, ponatinib, pacritinib (SB1518), quizartinib (AC220),
dale vyvojové mladsi vice selektivni inhibitory: crenolanib (CP868-596), AC22014

a gilteritinib (ASP2215) a dalsi (Angiolini, 2011).

Prepokladanym ucinkem latek je zastaveni bunécného cyklu, inhibice proliferace
anavozeni apoptézy. Utinnost inhibitorii je variabilni a soutasné je zavisla
na farmakokinetickych vlastnostech 1éku. Mezi né patii napiiklad gastrointestinalni
absorpce, metabolismus 1€Civa, interakce s jinymi léky. Mikroprostiedi kostni diené
navic poskytuje bunkam ochranu pfed inhibitory, ¢imz je ¢ini mén¢ citlivé (Grunwald
aLevis 2013). Pro zvySeni ucinnosti 1éCby se inhibitory vyuZzivaji v kombinaci
s chemoterapeutiky, hypomethyla¢nimi ¢inidly a transplantaci kmenovych bunék.

Piestoze by v kombinaci s chemoterapeutiky mélo dojit ke zlepSeni stavu pacienta,
stale existuje fada problémut. Napiiklad inhibitory I. generace mohou vykazovat
nedostate¢ny inhibi¢ni ucinek, ktery miize vést az ke ztrat¢ ucinnosti. Navic jsou
inhibitory I. generace nadmérné toxické z diivodu nizké specifity, a proto se nejcastéji
vyuzivaji béhem indukéni faze 1écby. Nasledné, béhem udrzovaci faze, se vyuzivaji
selektivni inhibitory II. generace, které mimo to mohou byt pouzity i samostatné (Levis,
2017). Béhem monoterapie maji inhibitory II. generace celkovou miru odezvy 40-50 %,
zatimco inhibitory 1. generace jen 0-3 %. V kombinaci inhibitori I. generace
s chemoterapeutikem celkova mira odezvy nartsta k hodnotam 20-40 % (Perl et al.,

2017).

20



243 I. generace inhibitori

2.4.3.1 Sorafenib

Sorafenib (Obr. 4A) je multikinasovy inhibitor. Inhibi¢ni aktivitu vykazuje proti RAF,
VEGFR-1, VEGFR-2, PDGFR, FLT3, RET a KIT. Sorafenib ma davkovaci rezim
2x denné, pouziva se Vv 1é¢bé spole¢né s chemoterapeutiky cytarabinem a idarubicinem
(Daver et al., 2019). Béhem lécby starsich pacientd nebylo pozorovano zlepseni, naopak
se statisticky zvySila mortalita. Béhem 1é¢by pacienti mladSich generaci, s dfive
neléCenou AML, vSak doslo ke statisticky vyznamnému zlepSeni. Sorafenib se stale
nachdzi ve fazi klinického testovani, které je zdlouhavé vzhledem ke zvySené toxicité
1éku, kvuli inhibici velkého mnozstvi proteind. Vedlejsimi Gcinky sorafenibu jsou
vyrazky, prujem, krvaceni a horecka. V soucasné dobé je pro 1é¢bu dostupny mimo

oznaceni (Perl, 2019).

2.4.3.2 Midostaurin

Midostaurin (Obr. 4B) byl pivodné vytvofen pro inhibici proteinkinasy C a vykazuje
multikinasovou inhibi¢ni aktivitu. Inhibuje mutace FLT3/ITD i varianty s mutacemi
v TKD, dale pak AKT, SRC, PDGFR, VEGFR a KIT. Dosavadni studie ukazuji velmi
slibné ucinky midoustaurinu Vv kombinaci s chemoterapeutiky béhem indukéni
a konsolidacni faze lécby. Podle statistik dochazi k vyznamnému zlepSeni celkového
preziti pacientll oproti lécbé samotnym chemoterapeutikem. Navic je midostaurin
pacienty velmi dobife snasen. Mezi nejcastéjsi vedlejsi ucinky patii pocit nevolnosti,
prijem, krvaceni, podlitiny a kozni vyrazka. U pacienti muze byt soucasné
diagnostikovana anémie (Stone et al., 2017). V roce 2017 byl midostaurin schvalen
americkym ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro indukéni a konsolidaéni 1é¢bu

AML pozitivni na FLT3/ITD a FLT3/TKD s daunarubicinem a cytarabinem (Perl, 2019).

2.4.3.3 Lestaurtinib

Lestaurtinib (Obr. 4C) je sirokospektralni inhibitor. Svou aktivitu vykazuje proti JAK2,
JAKS3, FLT3 a dalsim proteinim. Studie provadéné béhem klinickych testt ukazaly,
ze ptinos pro celkové preZiti pacienti ma lestaurtinib v piipadé, Ze jiz doSlo alespon
k 85 % inhibici FLT3. Vykazuje tedy potencial pro pouziti béhem udrzovaci faze 1é¢by,

nebo intenzivni 1écby AML u pacientii s Vys§i vékovou hranici spole¢né se sniZzenou
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Obr. 4 Strukturni vzorce inhibitori I. generace: 4A = sorafenib, 4B = midostaurin,
4C = lestaurtinib, 4D = sunitinib.

davkou chemoterapeutik. Vedlejsimi G¢inky inhibitoru je pocit nevolnosti, prujem
azvyseny bilirubin. Béhem 1écby existuje riziko vzniku sepse, infekce a infarktu

myokardu (Daver et al., 2019).

2.4.3.4 Sunitinib

Sunitinib (Obr. 4D) vykazuje inhibi¢ni aktivitu proti FLT3 mutacim v TKD a KIT, RET,
PDGFR2 a VEGFR. Doporucuje se pouziti pro indukéni a konsolida¢ni 1é¢bu
s cytarabinem nebo daunarubicinem nové diagnostikované AML u pacientii s vyssi
vékovou hranici. Momentalné se nachazi ve 2. fazi klinického testovani. Vedlejsi G¢inky
jsou nechut’ k jidlu, bolest hlavy. Muize zpusobit neutropenii a myelosupresi (Daver et al.,
2019).
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2.4.3.5 Ponatinib

Jedna se multikinasovy inhibitor. Latka vykazuje inhibicni aktivitu proti ABL, PDGFR,
VEGFR2, KIT, RET a dalsim RTK. Zaznamenané vedle;j$i ucinky jsou pocit nevolnosti
a pankreatitida (Daver et al., 2019).

24.4 I1. generace selektivnich inhibitori

2.4.4.1 Quizartinib

Quizartinib (Obr. 5A) je silny selektivni inhibitor podavany pii 1é¢bé FLT3/ITD,
neinhibuje vsak FLT3 s mutaci v TKD. Specifickym cilem quizartinibu je neaktivni
konformace receptoru. Dale inhibuje KIT a PDGFR. Vykazuje G¢inky u pacientd
s de novo diagnostikovanou AML. V souc¢asné dobé¢ se nachazi ve 3. fazi klinickych testt
pro 1éébu v kombinaci s daunarubicinem a cytarabinem, 1é¢bu pacienta po relapsu
nebo transplantaci kmenovych bunék (Daver et al., 2019). Vedlejsi ucinky jsou

hypoglykémie, hypotenze, trombocytopenie, neutropenie (Smith et al., 2017).

2.4.4.2 Tandutinib

Inhibitor tandutinib (Obr. 5B) vykazuje aktivitu proti FLT3/ITD, KIT a PDGFR. Béhem
testi doslo k zastaveni ristu FLT3/ITD pozitivnich bunéénych linii. Nezadoucim

vedlej$im ucinkem je svalova slabost (Daver et al., 2019).
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Obr. 5 Strukturni vzorce inhibitort II. generace: 5A = quizartinib, 5B = tandutinib.
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2.4.4.3 Gilteritinib

Gilteritinib (Obr. 6A) je selektivni inhibitor FLT3 a AXL, ktery je nadmérné exprimovan
v AML bunkach. Gilteritinib vykazuje specifitu pro aktivni i neaktivni konformace FLT3
(Daver et al., 2019). Gilteritinib byl v roce 2017 schvalen americkym FDA jako 1€k
pro 1é¢bu pacienti po relapsu s neustupujici FLT3 mutaci, ktefi maji vybudovanou
rezistenci na quizartinib a sorafenib. Léc¢ba gilteritinibem ma vysokou miru odezvy
a navozeni remise. Navic byl gilteritinib prvni inhibitor, u néhoz bylo schvaleno pouziti
jako monoterapeutikum. Vedlej$imi uclinky je unava, prijjem, anémie, zvySena

koncentrace aminotransferazy (Perl, 2019).

2.4.4.4 Pacritinib

Latka pacritinib (Obr. 6B) selektivné inhibuje JAK2 a FLT3. JAK je rodina
cytoplasmatickych proteint, které fidi v bunice proliferaci, diferenciaci a buné¢nou smrt.
Nejvétsi t¢innost ma inhibitor proti mutaci FLT3/ITD, u které¢ je Casto také deregulovana
draha JAK. Inhibici dochazi k zablokovani drah PI3K, MAPK a STAT. Béhem testu
latka prokazala antileukemickou aktivitu u bunéénych linii MV4-11 a MOLM-13,
zaroven indukovala zastaveni proliferace mysich xenograftii jiz po 7 dnech 1écby. Latka
je ve 2. fazi vyvoje a jeji pouziti se predpoklada pro 1é€bu pokrocilych myeloidnich
malignit (Yuan et al., 2019).

2445 Crenolanib

Inhibitor crenolanib (Obr. 6C) vykazuje aktivitu proti FLT3 mutacim ITD i TKD
S cilenim na aktivni 1 neaktivni konformaci. Dal§im bunéénym cilem je PDGFR.
Na liniich MV4-11 vykazoval inhibi¢ni aktivitu na mutace FLT3 ITD, TKD D835H,
D835Y, F691L a mirnou inhibici ITD/ D835Y (Yuan et al., 2019). Crenolanib
ma vysokou ucinnost v de novo diagnostikované AML a podle studii je celkova mira
odezvy na Iék 96 %. Jednim z havnich nedostatkl je kratky polocas v téle pacienta
(6-8 hodin)  bez akumulace po dlouhodobém uzivani. Davkovaci rezim je
proto vyZzadovan 3x denné. V soucasné dobé se nachazi ve 3. fazi klinického testovani
(Daver et al., 2019). Vedlejsimi ucinky jsou pocit nevolnosti, zvraceni, zadrzovani vody

a vyrazka (Smith et al., 2014; Ohanian et al., 2016).
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2446 AMGI25 (FLX925)

Kromé FLT3, latka AMG925 (FLX925) (Obr. 6D) selektivné inhibuje CDK4, ktera je
zavisla na cyklinu D a podporuje piechod buniky z Gl do S faze bunééného cyklu.
Deregulace drahy FLT3 receptoru vede mimo jiné k expresi cyklinu D, vlivem toho
dochazi k potlaceni funkce p15 a nasledné k proliferaci. Selektivni inhibice téchto dvou
kinas ma potencial k pfekonani problému vznikajici rezistence na 1éky. Dualni inhibice
FLT3 a CDK4 v testech indukovala zastaveni bunétného cyklu, apoptozu a silné
potlaceni proliferace u linii bunék AML MV4-11. Latka ma dobré farmakokinetické
vlastnosti. V soucasné dobé byla dokonéena 1. faze preklinického vyzkumu
s ptedpokladem pouziti pro lécbu pacientdi po relapsu a neustupujici AML (Baker
a Reddy, 2012; Yuan et al., 2019).
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Obr. 6 Strukturni vzorce inhibitora II. generace: 6A = gilteritinib, 6B = pacritinib,
6C = crenolanib, 6D = AMG925 (FLX925).
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2.4.5 Rezistence ke specifické 1é¢bé a vyvoj dalSich slouc¢enin

Hlavni vyzvou v sou€asnosti je pfekonani primarni a sekundarni rezistence na cilenou
1é¢bu. Obecné k rezistenci prispiva deregulovand aktivita STATS a MAPK zplsobena
konstitutivni aktivitou FLT3. Primarni rezistence vic¢i TKI neni dosud piesné objasnéna.
U inhibitort prvni generace muze byt zifejmé rezistence zpusobena uzivanim nizkych
davek, které jsou rychle metabolizovany v jatrech cytochromem P450, nebo nizkou
ucinnosti (Daver et al., 2019). Lécivo byva ¢asto podavano V nizkych koncentracich
z diivodu vysoké toxicity latek. Nejcastéji byva rezistence pozorovana po dlouhodobém
uzivani 1éku v dasledku vznikajicich mutaci v kKinasové doméng.

Prvni rezistentni mutace byla detekovéna u pacienta po relapsu s FLT3/ITD, ktery byl
léCen midostaurinem. DoSlo ke vzniku mutace N676K, kterd brani vazbé inhibitoru
(Heidel, 2006). Dalsi mutace (F621L, A627P, F691L) ud¢€luji rezistenci na midostaurin,
sunitinib, sorafenib a lestaurtinib in vitro. Rezistenci na quizartinib udéluje mutace F691L
(Albers et al., 2013). Rizné mutace v D835 TKD vedou ke zvyseni kinasové aktivity
a indukci antiapoptickych signaltt pomoci exprese proteinit BCL-XL a RAD1 (Smith
etal., 2012). Vznik obou mutaci FLT3-ITD-TKD vV jedné alele je pomérné vzacny
a vyskytuje se u 1-2 % piipada AML (Bagrintseva et al., 2005). Druha mutace muze
vzniknout az v prib&hu onemocnéni nebo vlivem dlouhodobé expozice tyrosin-
Kinasovym inhibitorim. Jedna z moznosti do budoucna je strategie kombinovani
1écebnych rezimu (Daver et al., 2019) nebo vyvoj novych dal$ich inhibitord s odliSnymi
farmakologickymi vlastnostmi a inhibi¢ni aktivitou zaméfenou na dva a vice bunéénych
cila, které jsou uvedeny nize (Albers et al., 2013).

Z dtvodu vznikajicich rezistenci na jiz existujici 1é¢iva je stale vénovana pozornost
vyvoji dalSich sloucenin, které vykazuji selektivni inhibi¢ni efekt na FLT3 a dalSich RTK.
Napiiklad inhibitor E6201 zastavuje fosforylaci proteini deregulovanych drah
RAS/RAF/MEK/ERK/MAP a FLT3. U pacientti s FLT3/ITD, ackoliv dojde k inhibici
FLT3, draha ERK zistava ve vétSin€ piipadi stdle aktivovana. Proto ma soucasna
inhibice MEK vysoky potencidl pro t€innou lé€bu AML. Béhem testl latka prokazala
inhibici bunééného ristu a indukci apoptdozy u AML bunéénych linii a in vivo v mySich
xenograftech. Zaroven neprojevila zadny proapopticky u¢inek na normalni myeloidni
bunky (Yuan et al., 2019).

Dalsi testovanou latkou je TAK-659. Jedna se o inhibitor selektivné inhibujici SYK

aFLT3/ITD. SYK se ucastni transformace ITD a jeho konstitutivni aktivita ma vliv
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navznik rezistence bun¢k k selektivnim inhibitorim. Jeho inhibi¢ni aktivita byla
testovana na bunéénych liniich MV4-11, MOLM-13 a OCI-LY10. Dale jsou testovany
ucinky N-fenylpyrimidin-2-aminovych derivata, které vykazuji aktivitu proti FLT3
a MNK2. Inhibice mize potlacit rezistenci zprostfedkovanou aktivaci m-TOR a MAPK
(Yuan et al., 2019).

Latky SGI-1776, SEL24-B489 a EC70124 jsou dualnimi inhibitory FLT3 a PIM kinas
u AML. Aktivace PIM kinas je zptisobena nadmérnou fosforylaci STATS a vede
k inhibici apoptozy. Preklinické testy ukazaly slibnou inhibiéni aktivitu latek. SGI-1776
vSak selhala béhem klinického testovani kvuli zvySené toxicité na srdce zplsobené
afinitou k hERG. Dalsi dvé¢ latky, které jiz maji upravenou strukturu, maji tuto afinitu
snizenou, a navic jsou vice metabolicky stabilni (Yuan et al., 2019).

Derivaty acylureidoindolin-2-onu vykazuji inhibi¢ni aktivitu proti aurora B a FLT3.
Aurora kinasy se podileji naregulaci bunétného cyklu a byvaji ¢asto nadmérné
exprimovany V bunikich AML. Inhibice byla prokazana v testech na liniich MV4-11
a MOLM-13, kdy doslo u bungk k zastaveni cyklu v G2M kontrolnim bod¢. Aktivitu
inhibitor vykazoval i u bunék rezistentnich na sunitinib a bun¢k s FLT3/D835Y mutaci
rezistentni na quizartinib. Na druhou stranu latky vykazuji toxicitu zvySenou afinitou
k hERG, proto se vyvoj zamétuje pfedev§im na optimalizaci jejich vlastnosti (Yuan et al.,
2019).

Dalsi inhibitor, ktery je ve fazi testovani, je latka UNC2025. Inhibuje FLT3 a MER
exprimovany v buinkach AML, ale jen ziidka ve zdravych prekurzorech v kostni dfeni.
Aktivuje signalizaci ERK1/2, AKT a STAT6, které napomahaji malignim bunkam
v pieziti. Vzhledem K cileni pouze na maligni bunky ma inhibitor potencial pro 1écbu
pacientt, ktefi nejsou schopni zvladnout klasickou chemoterapii (Yuan et al., 2019).

Dale latky TAE-684, WZ4-49-1 a HG79201 vykazuji selektivni inhibi¢ni aktivitu
k FLT3 v burikach s konstitutivné aktivni FLT3 ITD i TKD v D835Y. Testovani bylo
provadéno na liniich MV4-11 a MOLM-13 u kterych doslo k inhibici rstu a navozeni
apoptdzy (Yuan et al., 2019).

V Laboratofi ristovych regulatori (Pfirodovédecka fakulta Univerzity Palackého
v Olomouci a Ustav experimentalni botaniky AV CR, Vv.v.i.) byly vyvinuty 2,6,9-
trisubstituované puriny, které vykazovaly silnou a specifickou aktivitu proti bunéénym
liniim MV4-11 a MOLM-13 odvozenym od AML s aktiva¢ni mutaci FLT3/ITD (Gucky
etal., 2018).
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Analyzou vztahi mezi strukturou a aktivitou bylo zjisténo, jak se jednotlivé
substituenty projevuji na biologické aktivité. Radou dal$ich bun&énych a biochemickych
experimentll bylo prokdzano, ze tyto latky silné inhibuji deregulovany receptor FLT3
ajeho podiizené signalni drahy. V piedbéznych pokusech in vivo byla prokazana
schopnost jedné z latek silné potlacovat aktivaci FLT3. Provedenim dalSich modifikaci
V pozicich 6 a 9 byly pfipraveny nové slouceniny s niz§im cytotoxickym efektem
na netransformované bunky a souc¢asn¢ zachovanou uc¢innosti proti leukemickym liniim.
Dale bylo zjisténo, ze latky jsou schopné inhibovat kromé FLT3 také ptibuzny receptor
PDGFR. Uginnost slouéenin byla prokizana také nabunéné linii EOL-1, ktera je
odvozena od eosinofilni leukémie s onkogenni aktivaci PDGFR (Rezni¢kova et al.,
2019).

Paralelné byly vramci spoluprdce Laboratofe rustovych reguldtorii a Katedry
organické chemie (Pfirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci)
identifikovany dalsi strukturné zcela odlisné slouceniny, které byly pfedmétem zkoumani
V ramci této bakalarské prace. Tyto slouc¢eniny soucasné inhibuji receptor FLT3 a kinasy
CDK4, CDK2 (Krystof, nepublikované vysledky). Pro celou sérii latek byl stanoven
také vliv na proliferaci tfi typd bunéénych linii véetné MV4-11 (Krystof, nepublikované
vysledky). Na zaklad¢ predbéznych vysledkd byly pro tuto praci vybrany slouceniny
6942 a 7225, které vykazovaly vyznamnou selektivitu vi€éi MV4-11, zatimco u linii
MCF-7 a K-562 tucinek tak vysoky nebyl. Tato ptedbézna data jsou shrnuta v tabulce 3.
Z diivodu ochrany dusevniho vlastnictvi souvisejiciho s témito slouceninami nejsou

Vv této bakalaiské préci struktury latek zamérné uvedeny.

Tab. 3 Utinnost studovanych latek na bunéénych liniich MV4-11, K-562, MCF-7, enzymech
CDK4/cyklin D1, CDK2/cyklin E a receptoru FLT3/ITD (Krystof, nepublikované vysledky).

Oznaceni  Buné&né linie GI50 (umol-I?) Enzymy IC50 (umol-I?)
inhibitoru
MV4-11 K-562 MCEF-7 CDK2/E CDK4/D1  FLT3/ITD
6942 0,18 2,02 8,07 2,832 0,125 0,22
7225 0,19 4,53 6,55 0,255 0,047 0,03
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3 PRAKTICKA CAST
3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

e 2-merkaptoethanol 97% (Serva, Némecko)

e akrylamid (VWR, USA)

e aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)

e bovinni sérovy albumin: BSA (VWR, USA)

e bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Rakousko)

e Coomasie-brilliant blue (Sigma—Aldrich, USA)

e dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR)

e dimethylsulfoxid: DMSO (PanReach AppliChem, Némecko)

e dithiothreitol: DTT (Roche, Némecko)

e dodecylsiran sodny: SDS (Lach-Ner, CR)

e ECL substrat (Thermo Fisher Scientific, USA)

e ethanol 96% (Lach-Ner, CR)

e fenylmethylsulfonylfluorid: PMSF (Sigma—Aldrich, Cina)

o fetalni bovinni sérum: FS (Biowest, Francie)

e fluorid sodny (Lach-Ner, CR)

e glycerol (Lach-Ner, CR)

e glycin (Sigma—Aldrich, USA)

e hydrogenfosfore¢nan sodny (Penta, CR)

e hydroxid sodny (Penta, CR)

e chlorid draselny (Lachema, CR)

e chlorid sodny (Penta, CR)

e kultiva¢ni médium RPMI 1640 (Biowest, Francie)

e kultiva¢ni médium DMEM (Sigma-Aldrich, USA)

e kyselina ethylendiamintetraoctova: EDTA (Sigma—Aldrich, Cina)

o kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N*-tetraoctova: EGTA
(Sigma-Aldrich, USA)

e kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, CR)

e kyselina trihydrogenfosfore¢na 85% (Penta, CR)
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e kyselina octova 99% (Lach-Ner, CR)

e L-glutamin (Sigma—Aldrich, USA)

e leupeptin (Sigma-Aldrich, USA)

e n-butanol (Lach-Ner, CR)

e NN N N‘-tetramethylethylendiamin: TEMED (BioRad, USA)

o N‘,N‘-methylenbisakrylamid (Sigma—Aldrich, Cina)

e nonidet: P 40 (Fluka, Svycarsko)

e orthovanadi¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

¢ penicilin (Sigma—Aldrich, USA)

e peroxodisiran amonny (BioRad, USA)

e propidium jodid (Sigma—Aldrich, USA)

e proteinovy detekéni marker: Spectra Multicolor Broad PageRuler Prestained Protein
Ladder 10-180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Ponceau S (Serva, Némecko)

e streptomycin (Sigma—Aldrich, USA)

o tris(hydroxymethyl)aminomethan: TRIS (Serva, Némecko)

e tween-20: polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Sigma—Aldrich, USA)

3.1.2 Roztoky

e Dblokovaci pufr: 5% BSA, 0,1% Tween 20 v TBS

e blotovaci pufr: 25 mmol-I* TRIS, 192 mmol-I* glycin v dH.0

e Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% Coomasie-Brilliant blue, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina
fosfore¢na v dH20

e ECL roztok: 1:1 luminol a H.O>

e clektroforeticky roztok: 25 mmol-I* TRIS, 192 mmol-I* glycin, 0,1% SDS v dH.0

e lyzac¢ni pufr W: 20 mmol-I"* TRIS (pH 7,4), 100 mmol-I* NaCl, 5 mmol-I* EDTA, 2
mmol-I" EGTA, 2 mmol-I"t NaF, 0,2% nonidet P 40 (pH 7,4) 1 mmol-I" PMSF, 1
mmol-I? DTT, 10 pg-ml? leupeptin, 10 ug-ml? aprotinin, 1 mmol-I" vanadi¢nan
sodny v dH20

e promyvaci roztok PBS: 137 mmol-I"t NaCl, 2,7 mmol-I"t KCI, 10 mmol-I* Na;HPOsu,
2 mmol-I"t KHPO: (pH 7,4) v dH.0

e Ponceau S: 0,2% Ponceau S, 1% kyselina octova v dH20
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e SDS vzorkovaci pufr: 0,3 mol-I'? TRIS (pH 6,8), 50% glycerol, 10% SDS,
5% 2-metkaptoethanol, 0,05% bromfenolova modi v dH.O

e TBS: 137 mmol-It NaCl, 20 mmol-I* TRIS (pH 6,8) v dH.0

e TBS-T 20: 137 mmol-I"*NaCl, 20 mmol-I"* TRIS, 0,1% Tween 20 v dH20

3.1.3 Kultiva¢ni média a seznam pouzitych protilatek

e DMEM s 10% FS: DMEM, 10% fetalni bovinni sérum, 0,1 mg-ml* penicilin, 0,1
mg-ml?t streptomycin, 0,3 mg-ml! L-glutamin, 3,7 g-I7 NaHCOs, soucast
kultivacniho média byl acidobazicky indikator fenolova Cerven.

e RPMI 1640 s 10% FS: RPMI 1640, 10% fetalni bovinni sérum, 0,1 mg-ml™ penicilin,
0,1 mg-ml? streptomycin, 0,3 mg-ml? L-glutamin, soudast kultivaéniho média byl

acidobazicky indikétor fenolovéa cerven.
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Tab. 4 Ptehled pouzitych primarnich protilatek (R = krali¢i,M = mysi, p = phosphorylated).

Protein Molekulova Protilatka Typ Vyrobce a ptivod
hmotnost (kDa)
FLT3 130, 160 anti-FLT3 R Cell signaling technology,
USA
pFLT3 130, 160 anti- R Cell signaling technology,
Tyr589/591 pFLT3Tyr589/591 USA
pFLT3 Tyr842 130, 160 anti-pFLT3Tyr842 R Cell signaling technology,
USA
pPDGFR 190(110) anti- R Cell signaling technology,
Tyr849/857 pPDGFRTyr849/85 USA
7
pPDGFR 190(110) anti- R Cell signaling technology,
Tyrl018 pPDGFRTyr1018 USA
PDGFRA 190(110) anti-PDGFRA R Cell signaling technology,
USA
p44/42 MAPK 42,44 anti-p44/42 MAPK R Cell signaling technology,
(Erk 1/2) (Erk1/2) USA
fosfo-p44/42 42,44 anti-fosfo p44/42 R Cell signaling technology,
MAPK (Erk MAPK (Erk1/2) USA
1/2) Thr202/Tyr204
Thr202/Tyr204
pSTAT1 79,86 anti-pSTAT1 R Cell signaling technology,
Tyr701 Tyr701 USA
STAT1 79,86 anti-STAT1 R Cell signaling technology,
USA
pSTAT3 79,86 anti-pSTAT3 R Cell signaling technology,
Tyr705 Tyr705 USA
STAT3 79,86 anti-STAT3 R Cell signaling technology,
USA
STATS 90 anti-STAT5 R Cell signaling technology,
USA
pSTATS 90 anti-pSTAT5S R Cell signaling technology,
Tyr694 Tyr694 USA
RB 110 anti-RB M Cell signaling technology,
USA
pRB 110 anti-pRB R Cell signaling technology,
Ser807/811 Ser807/811 USA
a-tubulin 50 anti-tubulin M Sigma—Aldrich, Némecko

32



Tab. 5 Ptehled pouzitych sekundarnich protilatek.

Protilatka Typ Vyrobce a puvod Redici pomér
anti-rabbit SWAR swine anti-rabbit Ig Cell signaling 1:1000
polyklonalni technology, USA
anti-mouse RAM rabbit anti-mouse Ig Cell signaling 1:1000
polyklonalni technology, USA

3.1.4 Testované inhibitory

6942, 7225: latky byly syntetizovany doc. RNDr. Petrem Cankarem, Ph.D. (katedra
organické chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci).
Pied pouzitim byly latky uchovavany v lednici pii 4 °C a rozpustény v DMSO,
zasobni koncentrace 50 mmol-I™2.

Palbociclib: inhibitor CDK4 byl pouzit jako standard (zasobni roztok v DMSO
10 mmol-It) (Axon MedChem, USA).

Quizartinib: selektivni inhibitor FLT3/ITD, pouzity jako standard (zasobni roztok
v DMSO 25 mmol-I"Y) (Hycultec, Némecko).

NU6140: inhibitor CDK2 a aurora kinasy, pouzity jako standard (zasobni roztok
v DMSO 30 mmol-I") (Santa Cruz, USA).

Zasobni roztoky testovanych latek byly uskladnény v lednici. Pred pouzitim byly

nafedény v kultivaénim médiu tak, aby koncentrace v DMSO byla niz§i nez 0,1 %.

3.1.5 Bunécné kultury

Pro experimenty byly pouzity tyto nddorové bunécné linie:

EOL-1 (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Némecko)
nadorova linie odvozena od lidské chronické eosinofilni leukémie pozitivni
na genovou fuzi FIP1L1-PDGFRa (Cools et al., 2004). Linie byla kultivovana
v médiu RPMI 1640 s 10% FS.

K-562 (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie)
nadorova linie odvozend od lidské chronické myeloidni leukémie pozitivni
na genovou fuzi BCR-ABL1 (Naumann et al., 2001). Linie byla kultivovana v médiu
DMEM s 10% FS.

MV4-11 (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Némecko)

nadorova suspenzni linie odvozena od lidské akutni monocytarni leukémie s mutaci
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FLT3/ITD bez bodovych mutaci v TKD (Quentmeier et al., 2003). Linie byla
kultivovana v médiu RPMI 1640 s 10% FS.

o U-2932 (Roswell Park Cancer Institute, USA) nadorova linie odvozena od lidského
diftzniho velkého B-lymfomu. Linie je pozitivni na hypermutovany gen Vh4-39
a bodovou mutaci v tumor-supresorovém genu p53 (Amini et al., 2002). Linie byla
kultivovana v médiu RPMI 1640 s 10% FS.

3.1.6 Pristrojové vybaveni

e CCD chemiluminiscenéni kamera LAS-4000 (FujiFilm, Japonsko)

o centrifuga BR4i (Jouan, USA)

e centrifuga 5702 (Eppendorf, Némecko)

e CO> inkubator (Sanyo, Japonsko)

e laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu (Alpina, Polsko)

e magneticka michacka s ohfevem Arex 6 (Velp Scientifics, Italie)

¢ minicentrifuga 5702R (Eppendorf, Némecko)

e odsavaci pumpa FTA2i (Biosan, LotySsko)

e opticky mikroskop TMS (Nikon, Japonsko)

e pipetor (BrandTech Scientific, USA)

e pH metr se sklenénou elektrodou (XS instruments, Italie)

e pritokovy cytometr BD FACS VERSE ™(Becton-Dickinson Company, USA)
e piedvazky laboratorni (Kern, Némecko)

e souprava pro vertikalni elektroforézu: Mini Protean Tetra Cell (BioRad, USA)
e souprava pro western blotting: Mini Trans-Blot Module (BioRad, USA)
o spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

e termostat blokovy (Kleinfeld labortechnik, Némecko)

e tiepaCka vifiva Vortex mixer (Velp Scientifics, Italie)

e tiepacka s kyvavym pohybem MiniRocker MR-1 (Biosan, Lotyssko)

e ultrazvukova vana (VWR, USA)

e vodni lazen (GFL, Némecko)

e zdroj pro elektroforézu a western blotting (E-C Apparatus Corporation, USA)
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3.1.7 Programy

e BD FACSuite™ Software (Becton-Dickinson Company, USA)
e ModFit LT 5.0 (Verity Software House, USA)
e Multi 2.2 (Image reader Las-4000) (FujiFilm, Japonsko)

3.2 Metody

3.2.1 Prace s bunéénymi kulturami

Bunééné kultury byly rozmrazeny a resuspendovany do piislusného kultivaéniho média.
Nasledné byly vysazeny do vétsiho objemu na Petrino misky (TPP, Svycarsko)
a kultivovany  ve  sterilnim  kultivatnim  médiu.  Kultivace  probihala
v inkubatoru pti 37 °C s atmosférou 5% CO». Relativni vlhkost uvniti inkubatoru byla
udrZzovana v hodnotach okolo 90%. Dale byly kultury pasazovany dle rychlosti rdstu
a potfeby 2-3x tydné. Pasazovani bunck predchézela centrifugace 5 min za laboratorni
teploty pfi 200 ¢g. Po odstranéni supernatantu byl bunécny pelet resuspendovan
Vv Cerstvém médiu piedem ohtatém na 37 °C. Kultivace a veskera prace s bunéénymi
kulturami byla provadéna za sterilnich podminek a pasazovani bylo provadéno
Vv laminarnim boxu. Zaroven vzdy pied pasazovanim a nasazenim na experiment byly
buniky hodnoceny pod mikroskopem (morfologie, hustota kultury, viabilita, piipadna

kontaminace).

3.2.2 Ovlivnéni a sklizeni bunék

Bunééna kultura byla pfed experimentem ziedéna tak, aby se pro western blotting
na Petriho misce (@ 10 cm) nachazelo 5 miliond bunék v 8 ml média a pro analyzu
prutokovou cytometrii se nachazelo na Petriho misce (@ 6 cm) 0,5-1 milion bunék v 5 ml
média. Nafedéna kultura byla hodinu pfed ovlivnénim ponechana k adaptaci
V inkubatoru.

Ze zasobniho roztoku studované latky nebo standardu byla pfipravena koncentra¢ni
fada. Nafedéné latky byly pfimo napipetovany k suspenzni bunécéné kulture a ovlivnéné
bunky byly inkubovany v CO: inkubatoru pozadovanou dobu. Dle pouzité metody
detekce (western blotting, priitokovd cytometrie) se liSil postup sklizeni bunék

pro analyzu.
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Po ukonceni inkubacéni doby byly ovlivnéné buiiky i s médiem pro analyzu prutokovou
cytometrii sklizeny do pifedem vychlazenych zkumavek na ledu. Nasledné byly
zkumavky se vzorky sto¢eny v centrifuze 8 min, 1000 g, pii 4 °C. Po sto¢eni byl odstranén
supernatant a bunéény pelet byl rozsuspendovan v 1 ml PBS. Vzorek byl opét stocen
v centrifuze 8 min, 1000 g, pii 4 °C, supernatant byl odstranén a bunéény pelet byl
rozsuspendovan ve 100 pl PBS. Dal§im krokem bylo zafixovani bun€k ve vychlazeném
70% ethanolu, ktery byl po kapkach pfidavan do zkumavky na vifivé tiepacce. Vzorky
byly uskladnény v mrazaku (-20 °C).

Pro western blotting byl obsah Petriho misek s bunkami sklizen do predem
vychlazenych zkumavek na ledu. Zkumavky se vzorky byly centrifugovany 8 min,
1000 g, pti 4 °C, po sto€eni byl odstranén supernatant, pelet rozsuspendovan ve 2 ml PBS
a opét centrifugovan (prvni oplach). Pelet byl rozsuspendovan v 1,5 ml PBS a opét
centrifugovan (druhy oplach). Poté byl bunéény pelet zbaveny supernatantu ulozen

do hluboko mraziciho boxu (-80 °C).

3.2.3 SDS-PAGE a western blotting s imunodetekci

Zamrazené bunécéné pelety byly nechany volné rozmrznout na ledové tiisti.
Podle mnozstvi peletu byl do mikrozkumavek pfidan lyza¢ni pufr s inhibitory proteas
(leupeptin, aprotinin, PMSF), DTT a inhibitory fosfatas vanadi¢nan trisodny a NaF.
Bunéény pelet byl nasledné po dobu 30 minut inkubovan s lyza¢nim pufrem na ledu
3-4x resuspendovan. Po ukonéeni inkubace byly nasledné vzorky stoceny v cetrifuze
30 min, 14 000 g, pii 4 °C. Po stoceni byl vznikly supernatant (lyzat) pfenesen do nové
mikrozkumavky a soucasné¢ byl zméfen jeho objem. Nasledné bylo provedeno stanoveni
celkovych proteint v lyzatu pomoci Bradfordovy metody (Bradford, 1976). Do 1 ml
Bradfordova cinidla byl napipetovan 1 ul lyzatu, vzorek byl promichan na vortexové
tiepac¢ce. Po 10 minutach inkubace s ¢inidlem byla métena absorbance pii 595 nm.
Mg¢teni bylo provedeno v duplikatech. Dle naméfenych hodnot byly lyzaty naredény
na stejnou koncentraci ptidanim lyza¢niho pufru. Dale byl k lyzatim piidan vzorkovy
roztok SDS. Nakonec byly vzorky 5 minut zahtivany v termobloku pii 95 °C, stoceny
v minicentrifuze a vlozeny do mrazaku (-20 °C).

Separace proteind byla provedena diskontinualni SDS-PAGE elektroforézou.
Elektroforéza byla provadéna v polyakrylamidovém gelu sloZzené¢ho z 5% zaostfovaci
a 10% délici casti o tloustce 1 mm. Vzorky byly roztaveny (2 minuty pii 95 °C

v termobloku), promichany na vortexové tiepacce a nasledné byly nanaseny
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do zaostfovaciho gelu (v mnozstvi 30-50 pg proteinti na jamku). Do krajni jamky byl
nanesen proteinovy marker molekulovych hmotnosti. Separace probihala zpocatku
piinapéti 80 V, po vstupu vzorka do délicitho gelu bylo napéti zvySeno na 120 V.
Po ukonceni elektroforézy byly separované proteiny pieneseny metodou western
blottingu z gelu na nitrocelulosovou membranu s velikosti port 0,45 um. Pienos probihal
3 hodiny za stalého chlazeni a konstantniho proudu 270 mA. Proteiny na membrané byly
nasledné obarveny v roztoku Ponceau S. Po promyti v dH>O byla membrana vysusena
za laboratorni teploty.

Po vysuSeni byly membrany nafezany na vhodnou velikost podle markeru
molekulovych hmotnosti proteini. Nafezané prouzky byly odbarveny v TBS a jednu
hodinu blokovany v 5% roztoku BSA v TBS-T na tfepacce. Po hodiné byly membrany
vloZeny do vlhké komurky, kde na né€ byly naneseny primarni protilatky (piehled Tab.4)
nafedéné v poméru 1:500 v roztoku BSA v TBS-T. Membrany byly s protilatkami
inkubovany ptes noc v lednici pti 4 °C. Nasledujici den se pred nanasenim sekundérni
protilaitky membrany promyvaly v TBS a TBS-T. Nasledovalo naneSeni sekundarni
protilatky (piehled Tab.5) konjugované s kienovou peroxidasou, nafedéné v roztoku BSA
v TBS-T. Po 1 hodin¢ inkubace pfi laboratorni teploté byly membrany opét promyvany
v roztocich TBS a TBS-T.

Na promyté a ususené membrany byl nanesen chemiluminiscen¢ni roztok ECL assay
pro detekci proteind. Po inkubaci, ktera trvala 5 minut, byl chemiluminiscen¢ni signal

detekovan pomoci CCD kamery LAS4000 a zpracovan v programu Multi 2.2.

3.24 Analyza bunécného cyklu pritokovou cytometrii

Zkumavky se zafixovanymi buiikami byly rozmrazeny a jejich obsah byl promichan
na vortexu. Bunky byly pfevedeny do PBS (centrifugace 10 min, 1000 g, pii 4 °C,
odstranéni supernatantu) a buné&ny pelet byl resuspendovan v 1 ml PBS. Po dalsim
oplachu v PBS (centrifugace 10 min, 1000 g, pii 4 °C) byly buinky resuspendovany
ve filtrovaném PBS (PBS filtrovano pies nylonovy filtr s pory 0,45 um, BioRad, USA)
a preneseny do cytometrickych zkumavek a na vifivé ttepacce byl do kazdé zkumavky
napipetovan propidium jodid (PI) tak, aby jeho vysledna koncentrace ve vzorku ¢inila
10 pg'ml?t. Vzorky byly sPI inkuboviny 30 minut ve tmé& za laboratorni teploty.
Po uplynuti inkuba¢ni doby byla provedena analyza bunécného cyklu na pritokovém
cytometru BDFacs Verse. V kazdém vzorku bylo analyzovano minimalné 10 tisic bunék

(excitace laserem o vinové délce excita¢niho maxima PI =535 nm, emise fluorescence
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byla méfena pii 617 nm). Vystupem analyzy pritokovou cytometrii byl histogram
zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunétného cyklu. Detektory cytometru byly
schopné rozlisit a kvantifikovat pocet apoptickych bun¢k na zaklad¢ zvysSenych hodnot
bo¢niho rozptylu. Kvantifikace cytometrickych dat (procentualni zastoupeni bunck

v jednotlivych fazich bunééného cyklu) byla provedena v programu Mod Fit LT 5.0.
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4  VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza bunééného cyklu

Pro zjisténi mechanismu bunétného ucinku sloucenin 6942 a 7225 byla provedena
analyza buné¢ného cyklu bunék MV4-11. Jedna se o linii odvozenou od AML s typickou
onkogenni mutaci FLT3/ITD. Bunky jsou zavislé na aktivit¢ FLT3/ITD a velmi citlivé
k inhibici tohoto receptoru (Gilliland a Griffin, 2002). Bunky MV4-11 byly ovlivnény
slou¢eninami 6942 a 7225 v koncentracich 8, 40, 200 a 1000 nmol-I*%, po 24 hodinach
byly sklizeny a analyzovany prutokovou cytometrii. Ob¢ latky vykazovaly obdobny
koncentracné zavisly efekt (Obr. 7), pti¢emz k vyznamnému nérlstu populace bunék
v G1 fazi doslo po piisobeni latky 6942 jiz pti koncentraci 8 nmol-I?, po ovlivnéni latkou
7225 byl vyrazny G1 blok detekovan az pii koncentraci 40 nmol-I™. P¥i pouziti vyssich
koncentraci latek byl i€inek srovnatelny. Kromé nartstu populace G1 a poklesu populaci
ve fazich S a G2M byl také patrny narist subdiploidni populace, kterd odpovida buitkdm
apoptickym.

Jako standardy pro srovnani G¢inku latek byl pouzit quizartinib (inhibitor FLT3/ITD)
a palbociclib (inhibitor CDK4 a 6) (Fry et al., 2004; Kampa-Schnittenhelm et al., 2013).
Quizartinib byl pouzit v koncentracich 1 a 10 nmol-I?, palbociclib byl pouzit
v koncentracich 100 a 500 nmol-I". Oba standardy zptisobily taktéz zastaveni buné&éného
cyklu v G1 fazi. Podobny efekt standardi byl pozorovan jiz diive u palbociclibu,
ktery zptisobil zastaveni cyklu bunééné linie MV4-11 v Gl pfi 400 nmol-I*t
a quizartinibu, u kterého doslo v bunikich MV4-11 k silnému G1 bloku pfi pouzité
koncentraci 1 a 10 nmol-I* (Peschel et al., 2017; Tadesse et al., 2017).

Ackoliv dle vysledkii vykazoval quizartinib vyS$§i miru inhibice pii niZSich
koncentracich nez slouceniny 6942 a 7225, nedavno bylo V literatufe popsano,
ze soucasna dualni inhibice CDK4 a FLT3 je vice efektivni a ma potencial pro redukci
vzniku rezistentnich mutaci, které mohou vzniknout pravé béhem 1écby quizartinibem.
Tato tvrzeni byla dokazana na zakladé experimentii dualni inhibice proliferace bunék
MV4-11 a MOLM-13 za souc¢asného pouziti quizartinibu a palbociclibu (Li et al., 2014).
Dale byl proveden experiment, béhem né¢hoz byly selektovany buiiky s rezistentni mutaci
kultivované samostatn¢ s quizartinibem as quizartinibem spole¢né s palbociclibem.
Pritomnost urcité koncentrace palbociclibu zpiisobila redukci vzniku resistentnich mutaci

(Lietal., 2014).
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Obr. 7 Analyza bunécného cyklu linie MV4-11 ovlivnéné latkami 6942, 7225 po dobu 24 hodin.
Palbociclib a quizartinib byly pouzity jako standardy. Pouzité koncentrace jsou uvedeny v jednotkach
nmol-I-1. 0 = kontrola s 0,1% DMSO, vodorovna osa x znazotfiuje rozdéleni bunék do fazi bunééného
cyklu podle naméfené hodnoty PI (<50 = subGl, 50 = G1, 50-100 = S, 100 = G2, nasobky
100 = polyploidie), vertikalni osa y udava ¢etnost distribuce bunék mezi jednotlivé populace).
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Obr. 8 Analyza bunééného cyklu linii K-562 (8A, B) a U-2932 (8C, D) ovlivnéné latkou
6942 po dobu 24 hodin (8A,C) a 48 hodin (8B,D). Pouzité koncentrace jsou uvedeny

Vv jednotkach nmol-I*. 0 = kontrola s 0,1% DMSO.
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Vzhledem ke skutecnosti, ze slouCeniny 6942 a 7225 inhibuji kromé FLT3/ITD
také CDK4, nebylo mozné z provedené¢ho experimentu urcit, ktery z molekularnich
mechanismi v bunikach ptfevazuje. Pro nasledujici experimenty s dal§imi nadorovymi
liniemi byla vybrana latka 6942, ktera méla v linii MV4-11 vyssi G¢innost.

Analyza vlivu latky 6942 v koncentracich 200, 1000 a 5000 nmol-I* byla provedena
také na nadorovych liniich K-562 a U-2932 (Obr. 8A-D). Jedna se o linie nezavislé
na signalizaci FLT3. Dle oc¢ekavani nebyl v téchto liniich nartst populace G1 bunék
pozorovan. Pouzité koncentrace 1000 a 5000 nmol -1 zpisobily vyznamny pokles bunék
v S fazi a soucCasné s rostouci koncentraci nariistal pocet apoptickych bunék. Nicméné
prekvapivym zjisténim byl fakt, Ze na rostouci koncentraci latky 6942 buiiky reagovaly
zastavenim buné&cného cyklu v G2/M fazi. To naznaCuje moznost inhibice jiné
proteinkinasy nebo zcela jiného molekularniho cile. Nelze ani vyloucit zasazeni
kontrolnich a opravnych mechanismu pfi replikaci DNA a béhem mitdzy, a to z divodu
vyskytu tetraploidni populace, kterd nardstala v zavislosti na rostouci koncentraci
inhibitoru.

Pozorovany nariist G2/M populace mize byt nasledkem inhibice CDK2 a CDK1.
Na bunkadch K-562 byl podobny efekt pozorovan po 48 hodinach ovlivnéni
methylprotodioscinem (Liu et al., 2005). Methyl prododioscin zptisobil zastaveni bunék
v G2/M a soucasné byla detekovana polyploidni populace. Po provedeni dalich analyz
na buikach K-562 bylo zjisténo, ze dochazi ke snizeni urovné cyklinu BI,
zatimco troven CDKI1 zistala konstantni (Liu et al., 2005). CDK1 aktivovana cyklinem
B1 fosforyluje proteiny, které se ucastni napojovani chromozomu na vieténko. V piipadé
jeji inaktivace €i absence tedy mize dochazet k chybam béhem mitosy, které mohou dat
vzniku polyploidni populaci bun¢k (Berthet et al., 2006). Bylo zjisténo, ze pokles exprese
CDKI1 muzZe byt zptsoben represi transkripéniho faktoru E2F vlivem soucasné inhibice
kinas CDK1 a CDK2 (Liu et al., 2005).

Po 48 hodinach pisobeni latka 6942 meénila jest€ vyznamnéji jednotlivé faze
bunééného cyklu, a to u bunééné linie K-562 (Obr. 8B). U koncentraci
1000 a 5000 nmol-I*! byl detekovan nériist tetraploidni populace v zavislosti na zvysujici
se koncentraci latky. Buiiky ovlivnéné koncentraci 5000 nmol-I" vykazovaly vysokou
miru apoptdzy a zaroven nebyla ve vzorku detekovana zadna populace bunék v S fazi.

Vliv latky 6942 po 24 hodinach inkubace na buné¢nou linii U-2932 je demonstrovan
na obrazku 8C. Pfi pouziti niz8ich koncentraci nebyl detekovan Zadny efekt na bunkach.

Teprve koncentrace 5000 nmol-I? zpisobila zastaveni bunééného cyklu v G2/M,
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stejné jako u linie K-562 (Obr. 8A, 8B). Ackoliv byl na bunééné linii K-562 detekovan
G2/M blok jiz pti 1000 nmol-I"t koncentraci, reakce bunék U-2932 byla v porovnani
s K-562 vice intenzivni. Jiz po 24 hodinach bylo detekovano mnohem vyssi procento
bunck pirechéazejicich do apoptdzy a zaroven byl prokazan u této linie vetsi vyskyt
tetraploidni populace bun¢k.

Inkubace bun¢k U-2932 s latkou 6942 po dobu 48 hodin nezpiisobila zadny efekt
na buiikach az do koncentrace 1000 nmol-I* (Obr. 8D). Nastup G¢inku latky se projevil
az pti koncentraci 5000 nmol-1™, obdobné jako u 24 hodin ovlivnéni. Pi této koncentraci
doslo ke zvySené apoptdze a razantnimu naristu tetraploidni populace bunék.

Vzhledem Kk pozorovanému nartustu G2/M a tetraploidni populace v kulturach
ovlivnénych latkou 6942 byly provedeny dals$i kontrolni experimenty. Jako dalsi
srovnavaci standardni sloucenina byl zvolen NU6140, u néhoz byla zjisténa inhibicni
aktivita CDK2 a aurory B (Jorda et al., 2018). CDK2 aktivovana cyklinem E aktivuje
transkripéni faktor E2F, ¢imz iniciuje replikaci DNA a tim zahajeni S faze (Neganova
et al., 2011). Dulezitou funkci aktivované CDK2 je reakce na posSkozeni DNA. V piipadé
poskozeni kinasa brani vstupu bunky do mitosy a iniciuje aktivaci opravnych
mechanisma (Neganova et al., 2011). V ptipadé¢ inaktivace kinasy dochazi k porucham
opravnych mechanismi a inhibici aurory B, ktera reguluje pfipojeni chromozomu
na délici vieténko, muze dojit ke vzniku tetraploidnich populaci (Terret et al., 2003).

Dle teoretickych poznatkd se tedy ptedpokladalo, ze pokud by méla latka 6942
zvySenou afinitu k CDK2, vyskyt tetraploidni populace by byl detekovan i u linie
MV4-11. Na Obr. 9 je demonstrovana kontrolni analyza buné¢ného cyklu po ovlivnéni
latkou NU6140, uniz bylo jiz diive potvrzeno, ze zpusobuje vznik tetraploidnich
populaci (Jorda et al., 2018). Pozorovano bylo ale pouze navozeni G1 bloku a zvySena

apoptéza bunék pii koncentraci 6,25 nmol-I"t. Tento vysledek naznaduje, e G2/M blok
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Obr. 9 Analyza bunécného cyklu linie MV4-11 ovlivnéné latkou NU6140 po dobu 48 hodin.
Pouzité koncentrace jsou uvedeny v jednotkach nmol-I*. 0 = kontrola s 0,1% DMSO.
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a tetraploidie zptsobena latkou 6942 v liniich K-562 a U-2932 (viz Obr. 8) jsou
B.

Na zaklad¢ vzajemné podobnosti receptortt RTK I1I. t¥idy byla provedena také analyza
vlivu latky 6942 na bunécny cyklus nadorové linie EOL-1 s aktivacni mutaci receptoru
PDGFR (Cools et al., 2004). Podobné se totiz choval naptiklad jiny FLT3/ITD inhibitor,
ktery v bunééné linii zpusobil zastaveni bunééného cyklu v GI1 pfi koncentraci
1 nmol-I* (Gucky et al., 2018), jehoz ucinek byl pozorovan také v linii EOL-1
(Reznitkova et al., 2019). Latka 6942 vykazovala silny efekt na buinkich a jiz
v 200 nmol-I?* koncentraci vyvolala zastaveni bunééného cyklu v Gl a narGst
apoptickych bunék (Obr. 10). Podobné na buriky EOL-1 pusobil také quizartinib. Také
inhibitor palbociclib vyvolal u bunétné linie G1 blok. Navozeni apoptézy bylo u linie

EOL-1 celkové silngjsi nez u linie MV4-11 (viz Obr. 7) pfi pouziti stejnych koncentraci.
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Obr. 10 Analyza bunééného cyklu linie EOL-1 ovlivnéné latkou 6942 po dobu 24 hodin. Jako
standardy byly pouzZity quizartinib a palbociclib. Pouzité koncentrace jsou uvedeny
v jednotkach nmol-I*. 0 = kontrola s 0,1% DMSO.
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Vyznamnym faktorem, ktery urcuje terapeutickou G¢innost inhibitord, je také doba
trvani jeho ucinku po podani. Vzhledem k metabolizaci a vyluc¢ovani neni koncentrace
inhibitoru v téle pacienta konstantni, ale postupné klesa. Tento proces lze jednoduse
modelovat naptiklad kratkodobym ovlivnénim bunécéné kultury, jejim prevedenim
do kultivacniho média bez inhibitoru a sledovanim kinetiky odezvy. Podobny model byl
vyuzit naptiklad u jiného inhibitoru FLT3/ITD, jehoz ucinek pfetrvaval v buiikach
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Obr. 11 Analyza bunééného cyklu linie MV4-11 ovlivnéné latkou 6942 po 24hodinové inkubaci
(A) bylo odstranéno kultivaéni médium s inhibitorem a bylo nahrazeno ¢istym kultivaénim
médiem, butiky byly dale kultivovany po dobu 24 (B) a 48 (C) hodin. Pouzité koncentrace jsou
uvedeny Vv jednotkach nmol-I*. 0 = kontrola s 0,1% DMSO.
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MV4- 11 i v mysim xenograftu az 48 hodin (Gucky et al., 2018). U linie MV4-11 byl
proto také sledovan Casovy efekt latky 6942 po vyméné média (wash-out) (Obr. 11).

Buné¢na linie byla nejprve inkubovana s latkou 6942 po dobu 24 hodin s pouzitim
koncentraci 40, 200 a 1000 nmol-I* (Obr. 11A). Zastaveni bun&ného cyklu v G1 bylo
detekovano pti 200 nmol-I?, coz odpovida piedchozimu pozorovani (viz Obr. 7).
Po inkubaci bun¢k s latkou 6942 bylo po 24 hodinach odstranéno médium a dale byly
ovlivnéné bunky kultivovany nasledujicich 24 a 48 hodin v Cistém médiu. Po 24 hodinach
po vyméné média se inhibi¢ni efekt udrzel na bunkach pouze u koncentrace
1000 nmol-I"* (Obr. 11B). Po 48 hodinach po vyméné doslo k tiplnému potlaceni efektu
inhibitoru a rozloZeni fazi bunééného cyklu odpovidalo kontrolni neovlivnéné populaci
(Obr. 11C). Vysledek znadi, ze latka podléha relativné rychlé metabolizaci v prostiedi
bunck, proto pretrvavaji u€inky latek pouze pfi nejvyssi pouzité koncentraci.

S podobnym problémem se vSak lze setkat i u nékterych komercné dostupnych
inhibitord. Napftiklad inhibitor I. generace sorafenib také nema dlouhou dobu G¢innosti,
a proto musi byt béhem 1é¢by davkovan 2x denné¢ (Daver et al., 2019). Dalsim ptikladem
je FLT3 selektivni inhibitor crenolanib, ktery je na jednu stranu vysoce U¢inny a je
schopen inhibovat vice riznych mutantnich forem FLT3 (v¢etn¢ FLT3/ITD a bodovych
mutaci udilejicich rezistenci), na druhou stranu je jeho polocas v téle pacienta stanoven
na 6-8 hodin, a proto musi byt davkovan dokonce 3x denné béhem 1é¢by (Daver et al.,
2019).
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4.2 Proteinova analyza

Pro ur¢eni molekularniho mechanismu ucinku latek na linii MV4-11 a ovéfeni selektivity
latek 6942 a 7225 k receptoru FLT3 byla provedena analyza proteinti metodou western
blotting. Bunky byly ovlivnény riiznymi koncentracemi latek po dobu 1 hodiny a poté
v nich byla analyzovana fosforylace proteint signalnich drah FLT3 a CDK4. Latka 6942
zpusobila vyznamny pokles fosforylace proteinu FLT3 v pozicich Y589/591
pii 1000 nmol-I, STATS pti koncentraci 40 nmol-I, ERK pii 200 nmol-I! a RB
pfi 5000 nmol-I"t. Dale byl detekovan pokles celkového proteinu RB pii koncentraci
1000 nmol-I"t (Obr. 12A). Latka 7225 zptsobila pokles fosforylace proteinu FLT3
Vv pozicich Y589/591 pti 200 nmol-I, STATS pti koncentraci 200 nmol-I", ERK
pii 200 nmol-It a RB p#i 1000 nmol-It. Dale byl detekovan pokles proteinu RB
pii koncentraci 200 nmol-I" (Obr. 12B). Vysledky naznacuji, ze latky vykazuji podobny
efekt na signalizaci bunék, ale v navozeni inhibice fosforylace se odliSuji ucinnou
koncentraci. Zaroven z vysledkli analyzy vyplyva, ze latka 7225 vykazuje vyssi afinitu
k CDK4, protoze k inhibici proteinu RB jeho fosforylované a celkové formy doslo
pfi nizsich koncentracich (Obr. 12B) v porovnani s u¢inkem latky 6942 (Obr. 12A).

Soucasné byl efekt inhibice FLT3 obou latek srovnatelny s efektem quizartnibu,
ktery taktéz zpusobil pokles fosforylace FLT3, STAT5 a ERK s rozdilem potieby nizsi
koncentrace quizartinibu (10 a 100 nmol-It) pro navozeni inhibi¢niho efektu. Podobny
ucinek quizartinibu v bunécnych liniich AML MV4-11 a MOLM-13 byl popsan také
dtive v publikované praci, v niz byly bunky s mutaci v genu FIt3 podrobeny 2 hodinam
ovlivnéni quizartinibem a nasledné proteinové analyze (Gunawardane et al., 2013). Bylo
zjisténo, ze k poklesu fosforylace proteinti FLT3, STATS a ERK doslo jiz pti 1 nmol-I*
koncentraci (Gunawardane et al., 2013).

Podobné ucinky jako latky 6942 a 7225 ma také dualni inhibitor FLT3/ITD a CDK4
AMGI25 (FLX925), ktery navic inhibuje nékteré rezistentni mutanty (Li et al., 2014).
AMG925 (FLX925) zptsobil vbuinkaich MOLM-13 po 1 hodiné¢ ovlivnéni
pii koncentraci 10 nmol-I? pokles fosforylace proteinti FLT3 a STAT5 (Keegan et al.,
2014). Taktéz dochazelo k poklesu fosforylace RB, ale v porovnani s latkami 6942
a 7225 nedoslo k poklesu celkového RB (Li et al., 2014). Ackoliv je latka AMG925
(FLX925) tedy efektivnéjsi a na bunky pusobi pii nizSich koncentracich, je nutné dodat,
ze pravdépodobné latky 6942 a 7225 atakuji i jiné molekularni cile a mechanismus uc¢inku

se tak muze lisit.
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Dalsi konkurencni latky jsou nové syntetizované derivaty pteridin-7(8H)-onu,
U nichz byl prok4zan inhibi¢ni efekt na FLT3/ITD a omezenym efektem na FLT3 mutace
udilejici rezistenci, jako napiiklad ITD/D835V a EGFR (Sun et al., 2019). Analyza vlivu
latek na buné¢ny cyklus linie MV4-11 ukazala Gplné zastaveni v G1 fazi pii pouzité
koncentraci 100 nmol-I" a proteinovéa analyza ukazovala po dvou hodinach ovlivnéni
bun&k MV4-11 pokles fosforylace FLT3, STATS a ERK p#i 10 nmol-I"t (Sunetal., 2019).
V roce 2019 byl publikovan ¢lanek o novém inhibitoru kinas FLT3, CDK4 a PIM-3,
ktery vykazuje inhibi¢ni aktivitu proti bufikam s FLT3/ITD a ITD/D835Y mutacemi.
IC50 inhibitoru ETH-155008 na bunéénych liniich MV4-11 a MOLM-13 dosahuje
hodnot 4,1 nmol-I"a 12 nmol-I* (Liu et al., 2019), coZ je nizsi koncentrace v porovnani
s inhibitory 6942 a 7225 (viz Tab. 3).
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Obr. 12 Vliv latek 6942 (A) a 7225 (B) na aktivitu proteind souvisejicich s FLT3 a CDK4
po 1 hoding€ ovlivnéni v bunécné linii MV4-11. Latky byly pouzity v koncentracich 8, 40, 200, 1000,

5000 nmol-I%, jako standard byl pouzit quizartinib v koncentracich 10 a 100 nmol-I%, 0 = kontrola
5 0,1% DMSO, detekce tubulinu slouzila jako kontrola nanaseni vzorki.
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Hladiny proteinti v linit MV4-11 byly sledovany také 24 hodin po ovlivnéni latkami
6942 a 7225. Na obrazku 13A je zaznamenan pokles fosforylace FLT3 v pozicich
Y589/591 pii 1000 nmol-1"* 1atky 6942, pokles fosforylace STATS nastal pfi koncentraci
200 nmol-It, ERK pti 200 nmol-I"* a RB pti 200 nmol-It. Déle byl detekovan pokles
celkového RB také pfi koncentraci 200 nmol-I", zde tedy doslo k posunu inhibi¢ni
aktivity pro RB k nizs§im koncentracim (Obr. 13A) oproti ovlivnéni 1 hodinu (Obr. 12A).
Na obrazku 13B lze pozorovat zmény fosforylace po ovlivnéni latkou 7225. U proteinu
FLT3 doslo k poklesu v reziduu Y589/591 pii 1000 nmol-I*. Pokles fosforylace STAT5
byl detekovan pii koncentraci 200 nmol-I"t, ERK pti 200 nmol-1* a RB pti 200 nmol-I™,
Dle teoretickych piedpokladli palbociclib pouzity jako standard zpusobil pokles
fosforylace pouze proteinu RB. Podobny efekt palbociclib vykazoval na buikach
MV4-11 ve starsi studii pii koncentraci 1 pmol-I"t (Tadesse et al., 2017). Déle byl
detekovan pokles hladiny RB pti 40 nmol-I* (Obr. 13B). Jedna se o piekvapivy
a prozatim nevysvétleny ucinek latek na bunécnou linii MV4-11, ktery se projevil

po 1 i 24 hodinach ovlivnéni.
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Obr. 13 Vliv latek 6942 (A) a 7225 (B) na aktivitu proteini signalnich drah FLT3 a CDK4
po 24 hodinach ovlivnéni v bunéc¢né linii MV4-11. Latky byly pouzity v koncentracich 8, 40, 200,
1000, 5000 nmol-I*, jako standard byl pouzit palbociclib v koncentracich 250 a 1000 nmol-I7,
0 = kontrola s 0,1% DMSO, detekce tubulinu slouzila jako kontrola nanaSeni vzorkd.
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Na zéklad¢ vysledkl lze pozorovat urcitou zavislost poklesu hladiny proteinu RB
na rostouci koncentraci latek 6942 a 7225 (viz Obr. 12 a 13). Vysvétleni mtize souviset
s fragmentaci proteinu RB, ktera byla popsana v buitkach HL-60 po ptisobeni etoposidu
a cytosin arabinosidu (Chen et al., 1997; Ramachandran et al., 2014). V buikach bylo
detekovano odstépeni fragmentu o velikosti 5 kDa z C-terminalniho konce proteinu RB
(Chen et al., 1997). Stépeni bylo popsano jako pravddpodobné spojené s aktivaci
cysteinovych proteas v buiice na zacatku apoptozy. Odstépeni fragmentu vedlo ke zméné
struktury a vzniku zkracené formy proteinu RB se zvySenou afinitou k transkripénimu
faktoru E2F (Chen et al., 1997). Pokles celkové hladiny RB s nartstajici koncentraci
inhibitort 6942 a 7225 by tedy mohl souviset u vysSich koncentraci se zvySenou
apoptdzou bunék po ovlivnéni obéma latkami, ktera byla detekovana analyzou prutokové
cytometrie (viz Obr. 7). Pokles proteinu RB nebyl detekovan po ovlivnéni quizartinibem
(viz Obr. 12), ale neméné¢ zajimavy je fakt, ze slaby pokles proteinu nastal po 24 hodinach
ovlivnéni palbociclbem (viz Obr. 13).

U latek 6942 a 7225 bylo nasledné pozorovano udrzeni efektu na inhibici fosforylace
proteinti buné&tné linie MV4-11 po odstranéni média s inhibitorem (wash out).
Po 1 hoding ovlivnéni koncentracemi 200 a 1000 nmol-I* bylo buiikim vyménéno
médium s inhibitorem za ¢erstvé a nasledné byly v Cistém médiu kultivovany po dobu
24 hodin. Po sklizeni byla detekovéana uplna ztrata inhibi¢niho efektu na fosforylaci FLT3
a ERK u obou testovanych latek pti vSech pouzitych koncentracich (Obr. 14). U proteinu
STATS5 byla pozorovéna tplna ztrata inhibi¢niho efektu pii koncentraci 200 nmol-I*
a pti koncentraci 1000 nmol-I" doslo pouze k ¢aste¢nému udrzeni inhibice fosforylace.

Analyza proteini byla provedena na bunécné linii EOL-1 smutaci PDGFR
po ovlivnéni latkou 6942 (Obr. 15). Vzhledem k podobnosti receptord PDGFR a FLT3
a vysledkim analyzy bunécného cyklu u linie EOL-1 (Obr. 10) byl ptedpokladan
inhibi¢ni uc¢inek na PDGFR. Podobn¢ tomu bylo pii analyze FLT3/ITD inhibitoru jiného
inhibitoru FLT3 (Gucky et al., 2018), jehoz uc¢inek byl pozorovan také v linii EOL-1
(Reznickova et al., 2019). EOL-1 je bun&&na linie pozitivni na fizni gen FIP1L1-PDGFR,
ktery je nezbytny pro stimulaci proliferace bunék (Cools et al., 2004). Onkogenni
aktivace PDGFR zahrnuje fosforylaci proteint rodiny STAT pies JAK2, ERK a PI3K.
Zaroven dle dosud dostupnych informaci je STATS prvni asociovany protein této skupiny

s PDGFR a nasledkem aktivace STATS je fosforylovan STAT3 (Ishihara et al., 2008).
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Obr. 14 Vliv latek 6942 a 7225 na aktivitu proteinti signalni drahy FLT3 po 1 hodiné
ovlivnéni bunééné linie MV4-11. Pro sledovani udrzeni efektu bylo po 1 hodiné médium
a inhibitorem odstranéno a buiiky byly pred analyzou kultivovany v ¢istém médiu
nasledujicich 24 hodin. Latky byly pouzity v koncentracich 200, 1000 nmol-I7,
0 = kontrola s 0,1% DMSO, detekce tubulinu slouzila jako kontrola nanaseni vzorkd.

Zatimco viak selektivni inhibitor FLT3 quizartinib zptsobil v 0,1 nmol-I* koncentraci
pokles fosforylace proteini PDGFR, STATI1, STAT3, STATS a ERK, ptedpokladany
inhibi¢ni ucinek latky 6942 nebyl prokéazan. Latka 6942 zpisobila pouze pokles
fosforylace proteinu STAT1 pifi vysoké koncentraci 1000 nmol-I, STAT3
pfi koncentraci 200 nmol-1? a pokles ERK byl detekovén pti 1000 nmol-I™. Dle vysledkii
analyzy vSak nedoslo k inhibici aktivity PDGFR ani proteinu STATS (Obr. 15).
Mechanismus ucinku na bunikach EOL-1 spojeny s G1 blokem a apoptdézu bunék
(viz Obr. 10) tedy prozatim zdstava neznamy.

Podobny ucinek na této bunécné linii byl diive popsan po plisobeni latkou AG490,
ktera byla vyvinuta jako inhibitor JAK2 (Li et al., 2012). Po provedeni proteinové

analyzy bylo zjisténo, ze silna inhibice JAK2 vysokou davkou inhibitoru 0 koncentraci
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100 pmol-I*! indukovala pouze pokles fosforylace STAT3 a PI3K/AKT, ne viak proteinu
STATS (Li etal., 2012).

Tento vysledek naznacuje, ze STATS je vtomto piipadé¢ primarné aktivovan
prostiednictvim jiné, dosud neidentifikované, kinasy nezavisle na JAK2 (Li et al., 2012),
coz koresponduje s vysledkem analyzy bunécného cyklu (viz Obr. 10) a proteinové

analyzy (viz Obr. 15) linie EOL-1 této prace.
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Obr. 15 Vliv latky 6942 na aktivitu proteini signalni drahy PDGFR
po 1 hodiné ovlivnéni bunééné linie EOL-1. Latka byla pouzita v koncentracich
8, 40, 200, 1000, 5000 nmol-I*, jako standard byl pouzit quizartinib
v koncentraci 0,1 nmol-It, 0 = kontrola s0,1% DMSO. Detekce tubulinu
slouzila jako kontrola nanaseni vzorku.
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5 ZAVER

Pomoci metod western blottingu a prutokové cytometrie byly charakterizovany nékteré
biologické ucinky latek 6942 a 7225 vyvinutych jako inhibitory onkogennich kinas
FLT3/ITD a CDK4. Na zaklad¢ vysledkl proteinové analyzy bylo mozné potvrdit,
7e obé latky skute¢né v bunikach vyvolavaji vyraznou odezvu odpovidajici inhibici
FLT3/ITD a CDKA4. Zaroven bylo potvrzeno, ze latka 7225 ma v bunikach vyssi inhibi¢ni
aktivitu vi¢i CDK4 nez latka 6942. Ve srovnani s quizartinibem se latky 6942 a 7225 jevi
jako mén¢ t¢inné. Oproti quizartinibu ale mize byt vyhodou latek 6942 a 7225 schopnost
dudlni inhibice CDK4 a FLT3, ktera ma potencial omezovat vznik rezistentnich mutaci
(Li et al., 2014). Stejnou vyhodu maji konkurenéni inhibitory AMG925 (FLX925)
a ETH-155008 (Keegan et al., 2014; Liu et al., 2019). Vliv na buiiky nesouci rezistentni
mutace vSak doposud u studovanych latek nebyl zjistovan.

Experimenty ukazaly také pozoruhodny vliv latky 6942 na bunécénou linii EOL-1.
Ptestoze cytometricka analyza prokazala vysokou miru apoptdzy a silny G1 blok, nebyla
pozorovana defosforylace receptoru PDGFR a STATS, piestoze jiné podiizené signdlni
molekuly (STAT1, STAT3 a ERK) defosforylovany byly. Nelze proto vyloucit existenci
dalsiho molekularniho cile latek 6942 a 7225, ktery by mohl byt objasnén provedenim
série dal$ich experimentd zaméfenych na zkoumani dal$ich mechanisma téinku obou
latek.

Piekvapivy ucinek méla latka 6942 také na bunécny cyklus jinych nadorovych linii.
Latka prozatim neznamym zptisobem indukovala G2/M blok v liniich K-562 a U-2932.
Soucasné byl po ovlivnéni 24 a 48 hodin u téchto linii detekovan vyskyt polyploidnich
bunécénych populaci. Také toto pozorovani mize svéd¢it o interakei studovanych latek
S prozatim nezjiSténymi proteiny a bunéénymi procesy, které je tfeba v nasledujicich

experimentech detailngji studovat.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABL Abelson tyrosine-protein kinase 1

AKT AKR thymoma protein kinase, Protein kinase B

AML Acute myeloid leukemia

ASXL1 Additional sex combs-like protein 1

AXL Tyrosine-protein kinase receptor UFO

BCL-XL B-cell lymphoma XL

BCR-ABL B-cell receptor-Abelson tyrosine-protein kinase 1

BSA Bovine serum albumin

CBL Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene

CD Cluster of differentiation

CDK Cyclin dependent kinase

CEBP CCAAT/enhancer-binding protein

C-MYC Celular myelocytomatosis protein

CNS Central nervous system

CREB Cyclic AMP-responsive element-binding protein

DMEM Dulbecco‘s modified Eagle‘s medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

ECL Electrochemiluminiscence

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA Kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’, N’-
tetraoctova

ELK ETS Like-1 protein

ERK Extracellular signal regulated kinase

ETO Eight twenty one

FAB Francouzsko-americko-britska klasifikace AML

FDA The Food and Drug Administration

FIP1L1 Pre-mRNA polyadenylation factor-like 1 protein

FL FLT3 ligand

FLT3 FMS-like tyrosine kinase 3

FMS = CSF1IR Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor

FOX3 RNA binding protein FOX-1 homolog 3
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FRZ-4
FS
FYN
GAB2
GI50
GRB2
hERG
IC50
ITD
JAK
JM

Kl
KIT = SCFR
MAP
MEK
MER
MNK2
MmTOR
NOX4
NPM1
PBS
PCR
PDGFR
PDK1
PI3K
PIM
PLZF
PMSF
PTB/PH
PTPN11
PU.1
RAD1
RAF

Frizzled-4

Fetalni sérum

Proto-oncogene c-Fyn

GRB2-associated protein

The half maximal inhibitory concentration of cell growth
Growth factor receptor-bound protein 2
human ether-a-go-go-related gene

The half maximal inhibitory concentration
Internal tandem duplication

Janus kinase

Juxtamembranova doména

Interkinasova doména

Mast/stem cell growth factor receptor Kit
Mitogen-activated protein kinase

MAP/ERK kinase

Proto-oncogene c-Mer

MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 2
Mammalian target of rapamycin

NADPH oxidase 4

Nukleofosmin 1

Phosphate-buffered saline

Polymerase chain reaction

Platelet-derived growth factor receptor
3-phosphoinositide-dependent protein Kinase 1
Fosfatidylinositol-3-kinase

Proviral integration site kinase

Promyelotic leukemia zinc finger
Fenylmethansulfonylfluorid

Phospho tyrosin binding/plecktrin homology
Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11
Purine-rich DNA sequence binding factor 1
RAD1 checkpoint DNA exonuclease

Rapidly accelerated fibrosarcoma protein
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RAM
RAS

RB

RET
ROS
RPMI 1640
RTK
RUNX1
SDS
SH2
SHC
SHIP
SHP2
SMRT
SOS1
SRC
STAT
SWAR
SYK
TBS
TCF-LEF
TEMED
TKD
™
TRIS
VEGFR
WHO
WW

Rat anti mouse

Rat sarcoma GTPase

Retinoblastoma protein

Rearranged during transfection (protein kinase)

Reactive oxygen species

Roswell Park Memorial Institute 1640

Receptorova tyrosin-kinasa

Runt-related transcription factor 1

Dodecylsiran sodny

SRC homology 2

SRC homology 2 domain-containing-transforming protein C1
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase
Protein-tyrosine phosphatase 2

Silencing mediator of retinoic acid tyroide hormone receptors
Son of sevenless homolog 1

Sarcoma protein

Signal transducer and activator of transcription

Swine anti rabbit

Spleen tyrosine kinase

Tris-buffered saline

Transcription factor- Lymphoid enhancer-binding factor 1
N, N, N, N*-tetramethylethylendiamin

Tyrosin-kinasova doména

Transmembranova doména
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Vascular endothelial growth factor receptor

World health organization

Motif repeating sequence WWP
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