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Abstrakt

Fms like tyrosine kinase 3 (FLT3) je membranova receptorova kinaza vyskytujici se
prevazné u hematopoetickych bunék. Hraje klicovou roli v proliferaci a diferenciaci
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forem byla prokazana, nebo vyvracena inhibi¢ni aktivita. Bunécné linie MV-4-11
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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JAK
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MAPK

akrylamid

a disintegrin and metalloproteinase
akutni myeloidni leukemie
activator protein 1

peroxodisiran amonny
N,N'-methylenbisakrylamid

bovinni sérovy albumin
cyklin-dependentni kinaza

colony stimulating factor 1

colony stimulating factor 1 receptor
dimethylsulfoxid

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A
dithiotreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

kyselina ethylenglykol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova

extracellular singnal-regulated kinase
fibroblast growth factor

fibroblast growth factor receptor

fms like tyrosine kinase 3 ligand

fms like tyrosine kinase 3

interni tandemova duplikace fms like tyrozin

kinazy 3

fms like tyrosine kinase 3 wild type
bovinni fetalni sérum
GRB2-associated-bindng protein
GTPase-activating protein

guanine nucleotide exchange factor
growth factor receptor-bound protein 2

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonova

interni tandemova duplikace
Janus kinase
juxtamembranovad doména

mitogen-activated protein kinase
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MLL
NPM1
PARP
PCM1
PDGF
PDGFR
PDGFRa
PDGFRp
PBS
PMSF
Raf
RPMI 1640
RTK
SCF
SCFR
SDS

SH2
SHP2

SOS
STAT

SYK
TBS
TBS-T
TEMED
TOPK

Tris

myeloid/lymphoid leukemia
nucleophosmin 1
poly-(ADP-ribose)-polymerase
pericentriolar material 1

platelet derived growth factor

platelet derived growth factor receptor
platelet derived growth factor receptor-a
platelet derived growth factor receptor-
phosphate buffered saline, fosfatovy pufr
fenylmethylsulfonyl fluorid

rapidly accelerated fibrosarcoma
Roswell Park Memorial Institute 1640
receptorova tyrozinova kinaza

stem cell growth factor

stem cell growth factor receptor
dodecylsiran sodny

Src-homology 2 domain

Src homology region 2 domain-containing
phosphatase-2

son of sevenless

signal transducer and aktivator of
transcription

spleen tyrosine kinase

tris-buffered saline, tris-pufr

tris-buffered saline (tris-pufr) s TWEEN 20
N,N,N’,N’-tetramethylethan-1,2-diamin

Lymphokine-activated killer T-cell-originated
protein kinase

tris(hydroxymethyl)aminomethan



CILE PRACE

Teoreticka ¢ast
Cilem teoretické ¢asti této prace bylo seznamit se s problematikou akutni myeloidni
leukemie v souvislosti s mutacemi receptorovych kinaz a vyuziti jejich inhibitord
Vv 1&Cbe.

Déle sjednotit dosavadni poznatky o problematice 1é¢by akutni myeloidni
leukemie promoci inhibitorti receptorovych kindz nadorovych bunck. Zvlastni diiraz
byl kladen na FLT3 kinézu, jeji inhibitory a mutace, které souvisi s akutni myeloidni

leukemii.

Experimentalni ¢ast
Cilem praktické casti bakalarské prace bylo naucit se pracovat s bunéénymi kulturami
ve sterilnim prostfedi. Dale stanovit koncentraci proteinii, pracovat s elektroforézou
Vv polyakrylamidovém gelu a metodou Western blotting, provést imunodetekci
proteinti S chemiluminiscenéni detekci a analyzovat obsah DNA pomoci prutokové
cytometrie.

Dalsim cilem bylo testovat vybrané inhibitory FLT3, které by mohly pfispét
k 16¢b¢ akutni myeloidni leukemie. Prace se zamétuje také na studium vlivu inhibice
FLT3 na expresi vybranych proteini ovliviiujicich bunéény cyklus a vliv inhibice

FLT3 na stadium bunécného cyklu bunék.
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1 Uvobp

Akutni myeloidni leukemie (AML) patii mezi nejvaznéj$i onemocnéni krve a
dlouhodob¢ patfi mezi nadorovd onemocnéni s vysokym poctem umrti. Rocné je
v Ceské republice diagnostikovano v priméru od 3 do 15 novych piipadi AML na
100 000 obyvatel a incidence prudce stoupa s vékem. S vékem stoupa také pocet osob,
které podlehnou AML. V soucasné dob¢ se, vedle klasické chemoterapie, zapojuji do
1écby AML také inhibitory receptorovych kinaz, pievazné pak FLT3.

Fms like tyrosine kinase 3 (FLT3) je membranova receptorova kindza
vyskytujici se pfevazné u hematopoetickych bunék a majici kli¢ovou roli v jejich
proliferaci a diferenciaci. Je pocatkem mnoha signalnich drah, na jejichz konci se
nachdzeji dilezité transkripéni faktory (napt. STATS) nebo vyznamné intracelularni
signalni molekuly (napt. ERK). Bylo pozorovano nespocet mutaci FLT3 u bunéénych
lini AML, kde nejvyznamnéj$i mutaci je interni tandemova duplikace
V juxtamembranové doméné (FLT3-ITD), ktera vede ke kontinualni aktivaci této
receptorové kinazy. Vedle této mutace hraji vyznamnou roli i bodové mutace
v kindzové doméné, zejména pak na kodénu 835, kde nejcastéji dochdzi k vymeéné
puvodniho aspartatu za tyrozin, odtud jeji oznaceni D835Y. Prokazatelna spojitost
mezi mutacemi FLT3 a AML vedla k intenzivnim vyzkumiim inhibitor této kinazy.

Prvni pokusy o vyvoj inhibitort v§ak nedopadly dle ocekavani. Prvni generace
téchto inhibitord, jako je midostaurin, tandutinib, sunitinib, lestaurtinib nebo napiiklad
sorafenib, se potykala snizkou selektivitou, jelikoz funguje na obecném principu
inhibice receptorovych kinaz. Vétsi uspéch vsak zaznamenal jiz zminény inhibitor
midostaurin, ktery je pouzivan v kombinaci s klasickou chemoterapii. Druha generace
inhibitort pfinesla vyssi specifitu, ovSem celkovy uspéch byl potlacen objevenim
rezistentnich mechanismt nadort. Skrze alternativni signalnich dréhy tak vétSina
nadord dokézala obejit inhibi¢ni aktivitu podanych 1€kii. Mezi nejvyznamnéjsi
inhibitory druhé generace patii gilteritinib, quizartinib a crenolanib. Prvni zminény se
v roce 2018 stal prvnim schvalenym inhibitorem FLT3 pro 1é¢bu akutni myeloidni
leukemie v monoterapii.

V soucasnosti se nejvice pozornosti upird k dudlnim inhibitorim. Ty krom
inhibice FLT3 inhibuji také jiné proteiny, které souvisi s aktivitou FLT3. Tyto

inhibitory jsou z velké ¢asti na zacatku klinickych studii, ale jiz ted” poskytuji pozitivni
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vysledky. V ptipad¢ Gspéchu by mohly tyto dudlni inhibitory pfinést zasadni zlom
v 1écbé AML.

Prakticka cast této prace se veénuje Ctyfem vybranym latkam s potencidlni
inhibi¢ni aktivitou vii¢i FLT3. Krom aktivity FLT3 byly pozorovany také aktivity
transkripéniho faktoru STATS a intracelularni signalni molekuly ERK, jejichz
aktivace je spojena s FLT3. Krom imunodetekce téchto proteind byla bunécna linie,
oSetfena jednou z vybranych latek, podrobena také analyze bunééného cyklu na

pratokovém cytometru.

12



2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1  Akutni myeloidni leukemie

Akutni myeloidni leukemie (AML) patii do skupiny zhoubnych nadord krvetvorby
zalozenych na maligni transformaci kmenové hematopoetické buriky, jenz se nejcastéji
diferencuje na myeloidni blasty, které nasledné nekontrolovatelné proliferuji.

Obecné se leukemie nejjednoduseji rozdéluje na akutni a chronickou. Akutni
forma probiha rychleji a bunky ztraceji schopnost diferenciace. Chronicka forma
naopak probihd pomaleji, buniky mohou diferenciovat, ale je u nich poskozen
mechanismus apoptdzy. Z hlediska typu zérode¢né buiniky délime leukemii na
myeloidni, kterd zasahuje myeloidni progenitory, ze kterych vznikaji naptiklad
erytrocyty, a na lymfoblastickou, ktera zasahuje lymfoidni progenitory, ze kterych
vznikaji naptiklad lymfocyty. Samotnd AML pak, napiiklad v USA, tvoii zhruba dvé
tretiny vSech akutnich leukemii a celosvétove patii k nejcastéjsim formam zhoubnych
nadort krve (Yamamoto, Goodman, 2007).

Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization, WHO) se
pravideln¢ snazi aktualizovat detailnéj$i déleni leukemie na zakladé identifikace
unikatnich biomarkerii, analyzy odchylek genetické exprese, morfologie bunék a
dalsich ukazateli (Arberakol., 2016). Prvni skupinou jsou myeloproliferativni
choroby. Vyznacuji se transformaci kmenové bunky, coz vede k jeji nekontrolovatelné
proliferaci, ktera potla¢i produkci fyziologickych krvetvornych bunék. Do této
skupiny patii naptiklad chronickd myeloidni leukemie, polycytémie vera, esencialni
trombocytémie nebo primarni myelofibréza. Dalsi vyznamnou skupinou jsou, dle
WHO, myeloidni a lymfoidni neoplazie s eozinofilii spojené s poruchami receptorti
PDGFR (platelet derived growth factor receptor) nebo FGFR (fibroblast growth factor
receptor), nebo s fazi genti pro JAK2 (Janus kinase 2) s geny pro PCM1 (pericentriolar
material 1). Dalsi skupinou jsou myelodysplastické syndromy, pro které je typicka
anémie, trombocytopenie a leukopenie. V pozdni fazi mohou piechazet v AML.
Chronickd myelomonocytarni leukemie je poté typickym piiklad kombinace
myelodysplastické  neoplazmy S myeloproliferativni  neoplazmou.  Svétova
zdravotnickd organizace také stanovuje dvé skupiny leukemii, u kterych dochazi
K poruicham na bazi lymfocytl, konkrétné B-lymfoblastické leukemie a T-

lymfoblastické leukemie. Samotné AML jsou pak klasifikovany vramci vlastni
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obsahl¢ skupiny, kde se lisi na zakladé¢ hodnoceni imunofenotypu, cytogenetickych
zmén a molekularng genetickych profilii blastd. Casto se AML déli na zakladé vzniku,
tedy budto jako de novo, nebo jako nasledek chronického onemocnéni kostni diené,
nejcastéji s myelodysplastickym syndromem.

Akutni myeloidni leukemie je heterogenni onemocnéni. Skupina Jay P. Patela
analyzovala mutace 18 gent u 398 pacientii mladSich 60 let (Patel a kol., 2012).
U 97 % pacientti s AML se podafilo identifikovat alespon jednu genetickou mutaci.
Dale bylo zjisténo, Ze s vyssi amrtnosti je, mimo jiné, spojend i interni tandemova
duplikace fms like tyrosine kinase 3 (FLT3-1TD). Mutace genti pro FLT3 byla dle této
studie pozorovana ve 37 % piipadu, z toho 30 % ptipadi mélo FLT3-ITD a zbylych
7 % ptipadl mélo bodové mutace. Podobné vyznamné zastoupené mutace maji geny
NPML1 (29 %) a DNMT3A (23 %). Studie Cancer Genome Atlas Research Network
pak uvadi, ze primérny pocet mutaci u dospélych pacienti s AML je 13 (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2013). Jsou to zejména mutace FLT3 u 28 %,
NPM1 u 27 % a DNMT3A u 26 % z 200 pacient. Z obou studii tedy vyplyva, ze
AML ma podprimérny pocet mutaci u dospélych pacientd oproti jinym rakovindm a

Klinické piiznaky leukemie jsou nespecifické (Salek, 2012). Casto jsou
odvozeny od cytopenie, tedy anémie, leukopenie a trombocytopenie. Jedna se o inavu
a snizeny fyzicky vykon vlivem anémie. Samotna trombocytopenie miZe zpiisobovat
snadnéjsi tvorbu modiin €1 krvaceni déasni. Leukopenie se miiZzu projevit vznikem
infekce, konkrétn¢ vlivem neutropenie. U AML, nebo také u chronické myeloidni
leukemii, miize dojit k syndromu leukostazy, tedy poruchy mikrocirkulace vznikajici
Vv disledku hromadéni leukocytt v periferni krvi. MiiZe se projevit dusnosti, bolestmi
hlavy ¢i zmatenosti.

Incidence AML se riizni s v€kem, je vSak nej€astéjSim typem leukemie
u dospélych pacientd (Salek, 2012). U osob kolem 50. roku Zivota se AML vyskytuje
v priméru u 3,5 jedinct ze 100 000. Okolo 70. roku pak u 15 jedincii ze 100 000 a
okolo 80. roku roste incidence dokonce na 22 ptipadt ze 100 000 jedincti. Median
veéku pii diagndze je 65 let, coz se ukazuje jako prelomovy veék pro uspesnost 1écby.
Az 70 % pacientli nad 65 let zemie béhem prvniho roku od diagnézy (Meyers, Yu,
Kaye, Davis, 2013). Zhruba dv¢ tietiny rizikovych pacienti nad 65 let je z divodu
vyss§iho véku méné tolerantni vici agresivni 1écbé. Lécba je vétSinou paliativni, coZ
vede ke zvySené mortalité. Nové 1éebné moznosti, které maji zvysit kvalitu zivota
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nejen této skupiny pacientll zahrnuji, mimo jiné, také terapii na zéklad¢ inhibice

bunéénych kinaz (Sustkova a kol., 2017).
2.2 Receptorové tyrozinové kinazy

V mnohobunéénych organismech je nezbytné, aby spolu jednotlivé bunky
komunikovaly, a to i na vétsi vzdalenosti. Tato komunikace muze vést k proliferaci,
ale také k diferenciaci, nebo k zaniku bun¢k. O osudu buriky rozhoduji ristové faktory
a dalsi molekuly extracelularni matrix. Pravé receptorové tyrozinové kindzy, které se
vyskytuji ve vSech tkanich v téle, slouzi k pfijmu a ptfenosu signalu na zaklade
kontaktu s riznymi ristovymi faktory, cytokiny nebo nékterymi hormony. Na zakladé
této skuteCnosti, mutace receptorovych tyrozinovych kinaz mohou zpusobit vazna
nadorova onemocnéni. U akutni myeloidni leukemie byla zhruba ve 30 % piipadi
detekovana mutace v genu pro fms like tyrozin kinazu 3. Jedna se o jednu
z nejéastejSich mutaci u pacientd s AML, ne-li nejcastéjsi (Cancer Genome Atlas
Research Network, 2013; Patel a kol., 2012).

Obecnou stavbu tyrozinovych kinaz Ize rozd¢lit na extracelularni ¢ast, kde se
vaze ligand, transmembranovou ¢ast, tzv. Sroubovici, kterd kotvi cely komplex
Vv cytoplazmatické membrané, a intracelularni ¢ast, kterd ma funkci samotné kinazy.
Juxtamembranovy region je pak popisovan mezi cytoplazmatickou membranou a
kindzovou ¢€asti. VétSina tyrozinovych kindz jsou za neptitomnosti ligandu, ktery je
nejcastéji dimer, monomery. V piipad€ navazani ligandu dojde k tvorbé oligomert,
typicky dimerd. N-konec je umistén extracelularné, intracelularné pak C-konec, ktery
tvoii tzv. ocasek.

U cloveéka (Homo sapiens sapiens) bylo na zakladé fylogenetické analyzy
aminokyselinovych sekvenci kindzovych domén identifikovano 58 receptorovych

tyrozinovych kinaz, které byly rozdéleny do 20 tiid/rodin (Robinson, Wu, Lin, 2000).
2.3 Fms like tyrosine kinase 3 (FLT3)

Fms like tyrosine kinase 3 (EC 2.7.10.1) je protein kédovan na 13. chromozomu FIt3
genem. Hraje klicovou roli béhem proliferace a diferenciace a ma kli¢ovy vliv na cely
zivot hematopoetickych bungk. Jedna se o receptorovou kinazu typickou pievazné pro
hematopoetické burniky (jak myeloidni, tak lymfoidni linie) na po¢atku vyvoje a ve
zralych bunkach chybi (Matthews a kol. 1991).
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Jedna se o cytokininovou receptorovou kinazu patfici do tfidy PDGFR (III)
receptorovych tyrozinovych kinaz. Pro tuto skupinu jsou typické Ig-like
(imunoglobulinim podobné) domény v extracelularni ¢asti (Obr. 1). Je jich konkrétné
5 (oznatovany D1-D5) a ligand, dimer, se vaze ke tfeti doméné¢ D3 (Obr. 3).
V kinazové doméné se poté nachazi insert o délce 50 az 100 aminokyselin a
tzv. aktivacni smycka. Do této rodiny patii krom FLT3 také dalsi Ctyfi receptorové

tyrozinové kinazy: CSF1R, SCFR (téZ oznacovan jako c-Kit), PDGFRa a PDGFR}.
2.3.1 Exprese a posttransla¢ni modifikace FLT3

Gen FIt3 je situovan na del$im raménku chromozomu 13. Sklada se z 24 exont o
celkové délce okolo 97 kb, kde 1. a 24. exon nejsou plné piepisovany (Kazi, Ronnstrand,
2019). Celkove gen koduje 993 aminokyselin. Start kodon se nachazi v druhé poloviné
prvniho exonu, ktery spole¢né s druhym exonem koduje signalni peptid. Zbylé ¢asti,
které se nachazeji v extracelularnim prostoru, tedy Ig-like domény, jsou kdédovany
3. az 12. exonem. Transmembranovou ¢ast poté koduje 13. exon a juxtamembranovy
region 14. exon. Exony 15 az 23 koduji kinazovou doménu véetné cca 50-100
aminokyselin dlouhého insertu. C-terminalni konec je kodovan 24. exonem, ktery nese

také stop kodon. Schéma genu FIt3 a rozlozeni domén je znazornéno na Obr. 1.

Exon 1Y 3 6 7 9 11 13 15 17 19 21 23y 24
i A A A A A A R R T Y T
' ) -~ Human FLT3

Kinase Domain ]

Obr. 1 — Schéma genu a rozlozeni domén FLT3. Zelené $ipky ukazuji umisténi start kodoénu
(vlevo) a stop kodonu (vpravo). SP znadi signalni peptid na N-konci, nasleduje pét Ig-like
domén, TM znaci transmembranovou ¢ast, JM znaci juxtamembranovy region. KI pak znaci
insert o délce cca 50-100 aminokyselin v zelené znaGené kinadzové doméné (pievzato a
upraveno z Kazi, Ronnstrand, 2019).

U FLT3 dochazi ke dvou vyznamnym posttransla¢nim modifikacim. Jedna o
glykosylaci a fosforylaci. Prvni glykosylace probiha ihned po translaci
v endoplazmatickém retikulu za vzniku dosud nekompletniho proteinu. Druhym
krokem je glykosylace v Golgiho aparatu, kde je vysledkem kompletni protein, ktery
je translokovan na povrch buiky. Glykosylace probihd vyhradné na extracelularni
casti (N-konec), tedy na Ig-like doménach a tésné za signalnim peptidem. Celkove

obsahuje FLT3 alespon devét N-vazanych glykosylac¢nich mist, podobné jako SCFR
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(Verstraete a kol., 2011). Prvni misto je tésn¢ za signalnim peptidem. Dv¢ glykosyla¢ni
mista jsou na vSech Ig-like doménach s vyjimkou druhé domény, ktera neobsahuje
Zadné takové misto.

K fosforylaci dochézi na serinovych, treoninovych a tyrozinovych zbytcich, a
to po navazani ligandu na receptor. Vice jak deset takto fosforylovanych tyrozinovych
zbytkli je wumisténo vyhradn€ v intracelularni doméné, tedy budto na
juxtamembranové Casti, nebo na kindzové domén¢, popiipadé C-konci (tzv. ocések).
Tyto fosforyla¢ni mista slouzi pro aktivaci kindzy a transdukci signalu na signalni
proteiny, které siii informace déle do buniky. Serinové a treoninové fosforylace nebyly
doposud dikladné prostudovany. Pfedpoklada se, Ze jsou pomérné hojné a maji svij
vliv na regulaci receptorové aktivity, jak bylo popsano u jinych RTK (Kazi,
Ronnstrand, 2019). Fosforylace je nezbytna pro aktivaci receptoru a bude ji vénovéana

pozornost také v kapitole 2.3.3 o aktivaci a regulaci FLTS3.
2.3.2 Ligand FLT3

Ligand FLT3 (FL) je cytokin, pattici do malé skupiny hematopoetickych ristovych
faktort, ktera zahrnuje také colony stimulating factor 1 (CSF-1) a stem cell factor
(SCF), téz znamy jako ligand proteinu c-Kit.

V lidském genomu je gen pro FL umistén na chromozomu 19. Sklada se
z 9 exonu, kde prvni a posledni exon neni pfepisovan. Start kodon je situovan na
2. exonu, ktery s ¢asti 3. exonu koduje signalni peptid. Zbyla ¢ast 3. exonu az 6. exon
pak nese informaci pro cytokininové domény. 7. exon je pak pfepisovan do Stépného
mista, transmembranové domény a okrajové také do intraceluldrni Casti, jejiz zbylou
¢ast koduje 8. exon, ktery nese také stop kodon. Schéma genu pro FL a rozlozeni

domén je znazornéné na Obr. 2.

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Cleavage site

Obr. 2 — Schéma genu a rozlozeni domén FL. Zelené Sipky ukazuji umisténi start kodénu
(vlevo) a stop kodonu (vpravo). SP znaci signalni peptid na N-konci, nasleduje pét
cytokininovych domén, poté §tépné misto (Cervena Sipka), TM znaci transmembranovou ¢ast
a CT intracelularni ¢ast (pfevzato a upraveno z Kazi, Ronnstrand, 2019).
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Nejhojnéji se FL vyskytuje v transmembranové isoformé, kde muze byt
proteolyticky $tépen (viz stépné misto, Obr. 2) a vytvofit tak rozpustnou formu. Dalsi
formy mohou vznikat na zaklad¢ alternativniho splicingu (sestfihu) vV misté 6. exonu,
ktery mize obsahovat stop kodén, coz znemozni vytvofit Stépné misto,
transmembranovou a intercelularni c¢ast (Lyman, Jacobsen, 1998). Takovato
alternativni forma je velice podobnd proteolyticky S$tépené transmembranové
isoformé, ale vyskytuje se pomérné vzacnéji. Rozpustny FL tvoii nekovalentni dimer,
ktery se nasledné vaze na FTL3 v mist¢ tfeti Ig-like domény.

Za uvolnéni cytokininovych domén z transmembranové isoformy jsou
zodpovédné metaloproteinazy patiici do rodiny ADAM (a disintegrin and
metalloproteinase) (Adrain, Freeman, 2014). Tato skupina proteinaz je také
zodpovédna za uvolnéni mnoha ligandl z transmembranové formy u dalSich
receptorovych tyrozinovych kinaz. Jedna se o transmembranové proteinazy
s aktivnimi misty v extracelularnim prostoru. Skladaji se z n¢kolika domén, kde
samotnd metaloproteinazova doména obsahuje vazané zinec¢naté kationty. Za Sté€peni
FL je pak hlavné zodpovédna metaloproteinaza ADAMI17. Skupina K. Horiuchiho
prokazala, Ze inhibice ADAMI17, nebo jeho nedostate¢na exprese, vedla k ochrané
transmembranové isoformy FL, a naopak zvysSend exprese vedla ke zvySené

koncentraci rozpustné (St€pené) formy FL (Horiuchi a kol., 2009).
2.3.3 Aktivace a regulace FLT3

K aktivaci FLT3 dochazi po navazani ligandu, konkrétné jeho dimeru, ktery vyvola
dimerizaci nebo oligomerizaci receptorové kinazy. Nejbézngjsi formou aktivace je
homodimerizace. Na Obr. 3 je znazornéna jednak neaktivni forma FLT3 jako
monomer, tak aktivovana forma jako homodimer.

Neaktivni stav je udrzovan interakci juxtamembranové a kindzové domény.
Tato interakce blokuje vazebné misto pro ATP a zamezuje tak aktivaci kindzové
domény. Mutace, které ovliviiuji juxtamembranovy region (interni tandemové
duplikace), maji zasadni vliv na konstitutivni aktivaci receptorové kinazy (Kiyoi a kol.,
2002). Po navazani ligandu na tieti Ig-like doménu dochazi k naruseni této interakce
fosforylaci, coz vede ke konformacnim zménam uvolnujicich vazebné misto pro ATP.
Dochazi k dimerizaci celého proteinu a aktivaci kinazovych domén. Tento postup
aktivace je odliSny oproti jinym RTK, u niz hraje zasadni roli fosforylace tyrozinu

V tzv. aktivacéni smycce v kindzové doméné. U FLT3 vSak bylo prokazano, ze aktivace
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kindzové domény nezavisi na fosforylaci aktivacni smycky. Jeji fosforylace vSak
zasadn¢ ovliviiuje podfadnou signalizaci a stabilitu receptorové kinazy (Kazi a kol.,
2017).

Dalsim rozdilem u FLT3 oproti jinym RTK, v¢etné nékterych ze stejné rodiny,
je absence homotypické interakce receptord. Pii dimerizaci nedochazi k interakci mezi
Ig-like doménami D4 a D5 dvou monomert. Pro ostatni receptory z tiidy III RTK je
tato interakce nezbytna pro aktivaci, pro FLT3 vSak nikoli. Ukazuje se, ze hlavni
mechanismus dimerizace je zalozen na navazani ligandu na D3, tzv. mechanismus

zadmku a klice, nikoli na interakci samotnych domén (Verstraete a kol., 2011).

Obr. 3 — Schéma aktivace FLT3. Vlevo dva monomery s nenavazanym FL. Vpravo pak
homodimer FLT3 po navazani FL. Ig-like domény jsou zde oznaeny DI az DS5.
Transmembranova ¢ast ma formu Sroubovice, JM znac¢i juxtamembranovou cast, na kterou
jsou navazany zelené kinazové domény s C-terminalni ,,ocaskem®. V aktivni form¢, dimer
napravo, jsou znaceny fosforylace tyrozinu jako pY (pfevzato z Kazi, Ronnstrand, 2019).

Je tedy ziejmé, ze vazba ligandu iniciuje dimerizaci a aktivaci receptorové
kindzy, pfi¢emz se na samotném procesu dimerizace nepodili extraceluldrni ¢ast.
Klicovou roli hraje intraceluldrni ¢ast. Pfi navazani ligandu dojde ke strukturalnim
zménam, coz vede k uvolnéni juxtamembranové ¢asti a zpiistupnéni vazebného mista
pro ATP. To mé za nésledek autofosforylaci tyrozinovych zbytkd, coz je povazovano
za samotnou aktivaci. Kinetika fosforylace tyrozinu nebyla doposud podrobnéji

studovana (Kazi, Ronnstrand, 2019). Nemame dostatek indicii k rozhodnuti, zdali
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dochdzi k fosforylaci ndhodné¢, nebo jsou nékterd fosforylovanad mista klicova pro
fosforylaci ostatnich mist. Zatim bylo zjisténo, ze fosforylace aktiva¢ni smycky neni
pro aktivaci FLT3 potiebna, ovSem je dulezita pro podiadnou signalizaci.

Vétsina fosforylacnich mist tyrozinu na FLT3 je povaZzovana za
tzv. autofosforylaéni mista, tedy ze je fosforylace zprostiedkovand samotnou
receptorovou kinazou. Nedavné studie naznacuji, ze do procesu fosforylace n¢kterych
tyrozinovych mist mohou byt zapojeny 1 dal$i intracelularni tyrozinové kinazy (napf.
spleen tyrosine kinase, SYK). Tato skute¢nost je také zkoumana pro spojitost s AML
(Puissant a kol., 2014). Opa¢né mohou pusobit také rizné fosfatazy, které jsou

zodpovédné za regulaci aktivity FLT3 tim, ze defosforyluji tyroziny.
2.3.4 Ubikvitinace a degradace FLT3

Kromé mechanismu fosforylace a defosforylace je aktivita FLT3 fizena ubikvitinaci.
Jednd se o vicestupiiovy proces, ktery ma zajistit degradaci oznaceného proteinu
v proteazomu nebo lysozomu. Nazev pochazi od malého globularniho proteinu,
ubikvitinu, ktery slouzi pro oznaceni proteinu urceného k degradaci. Dulezité jsou tfi
enzymy: aktivatni E1, konjugacni E2 a ligacni E3. Enzym E3 se oznacuje jako
ubikvitin-ligaza a napojuje se na cileny protein urceny k degradaci. Aktiva¢ni El
enzym aktivuje ubikvitin pomoci ATP a konjugacni E2 enzym vytvoii komplex
tvoteny E3, ubikvitinem a cilovym proteinem. Nasledné dojde k navazani ubikvitinu
na cilovy protein a E2 a E3 se recykluji pro dalsi pouziti. Z vice jak 600 raznych E3
ligaz kodovanych v lidském genomu je zndmo, Ze o ubikvitinaci RTK se stard rodina
CBL (Thien, Langdon, 2001).

Pfed degradaci je potieba receptory transportovat z membrany do buiky.
Nejbéznégjsi zplisob je transport pomoci klathrinu, coz je protein, ktery je schopen
tvoftit plasté na povrchu ¢asti bunéénych membran, ¢imz napomaha k tvorbé vackt pro

endocytozu napiiklad pravé membranovych receptor (Critchley a kol., 2018).
2.3.5 Fyziologicky vyznam FLT3 a FL

Narozdil od samotného FLT3, jehoZ exprese je omezena pouze na kostni dien, exprese
FL byla identifikovana v riznych tkanich véetné sleziny, brzliku, vaje¢niku, tenkého
stieva, prostaty, ledvin, kosterniho svalstva, jater, plic, srdce, varlat, slinivky bfisni a
u leukocyta periferni krve (Lyman a kol. 1994). Vyznamné mnozstvi FL se vSak

nachazi pievazné ve stromalnich buiikach kostni diené a v T-lymfocytech. Hladina
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rozpustného FL vplazmé je za fyziologickych hodnot pomérné nizka, zhruba
14 + 31 pg/ml, ale béhem patologickych stavii (napt. aplastické anémie), nebo po
chemoterapii nebo radioterapii kostni dien¢, mize vzrist az na 7 000 pg/ml (Wodnar-
Filipowicz a kol., 1996). Je tedy pravdépodobné, ze ucinek FL je za fyziologickych
podminek parakrinni, zatimco pii stresu nebo patologickém stavu je jeho koncentrace
na takové urovni, ze mize pusobit endokrinng.

Pii pokusech na mysich (Mus musculus) bylo prokazano, ze vytazeni genu pro
FL mélo za nasledek nedostatecnou hematopoézu (McKenna a kol., 2000). Nedostatek
FL vede také ke snizeni poctu leukocytl v kostni dfeni, slezing, lymfatickych uzlinach
a periferni krvi. Bylo pozorovano snizeni myeloidnich a B-lymfoidnich progenitort
v kostni dieni, pocet NK bunék ve sleziné a pocet dendritickych bun€k v brzliku,
lymfatickych uzlindch a slezing. S nejvétsi pravdépodobnosti ma FL dilezity vliv na
vyvoj hematopoetickych progenitord, ale také na vyvoj zralych perifernich leukocyti.

Krom podpory proliferace bylo zjisténo, ze FL je schopen inhibovat rast
zhoubnych nadorovych bunék (Esche a kol., 1998). Tento u¢inek byl prokazan u
mySich melanomt a lymfomdi. V zavislosti na ddvce mlze FL plsobit jako negativni
regulator ristu U akutni lymfoblastické leukemie s preskupenim genu MML, a to
pravdépodobné indukci siln€j§i imunitni odpovédi (Furuichi a kol., 2007).
Leukemické buitky mohou pfilnout ke stromalnim bunkam kostni dien¢, které expresi
FL mohou chrénit leukemické bunky pfed buné€nou smrti vyvolanou chemoterapii.
Pouziti protilatek anti-FL se mize tato citlivost k chemoterapii obnovit.

Mysi s vyfazenym genem FIt3 se vyvinuly ve zdravé, plodné jedince
s normalni hladinou myeloidnich a lymfoidnich bunék ve slezing, a také s normalni
hladinou monocytt, granulocytil a erytrocytli v kostni dieni (Mackarehtschian a kol.,
1995). Zaroven byl vsak evidentni pokles u B-lymfoidnich progenitori. Ackoli nebyl
alterace FLT3.

Samotny FLT3 primarné ovlivituje hematopoézu. Jeho exprese je nutna pro
vyvoj a proliferaci hematopoetickych kmenovych bunék. Ackoli se exprese FLT3 ve
vétSiné zralych bunck ztraci, tak spolu s FL plsobi jako vyznamny regulator
homeostazy dendritickych bun¢k a jejich vyvoje (Liu a kol., 2009). Krom toho hraje
komplex FLT3 a FL vyznamnou roli v aktivaci NK bun€k zprosttedkovanou
dendritickymi bunikami (Eidenschenk a kol., 2010). Je pravdépodobné, Ze FLT3 ma

vliv na rozhrani vrozené¢ a ziskané imunity.
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Funkce komplexu FLT3 a FL pfi podiadné signalizaci je popsana v samostatné
kapitole 2.4.

2.3.6 Mutace FLT3

Od objevu FLT3 bylo zjisténo vice neZ tisic riznych mutaci, které jsou uvedeny
v databazi COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer). Velka ¢ast téchto
mutaci (cca 25 %) je oznaCovana jako interni tandemové duplikace (ITD), coZ je
inzeréni mutace v oblasti, kterd koduje juxtamembranovou oblast (JM). Cast mutaci
(cca 7 %) ma pak charakter bodovych mutaci. Celkové rozlozeni mutaci a oznaceni
mista s nejb&éznéjsim vyskytem ITD znazoriuje Obr. 4

Interni tandemové duplikace byly identifikovany v SirSich oblastech
intracelularni domény, tedy od samotné JM az po kindzovou doménu. VétsSina z nich
se vSak vyskytuje v oblasti bohaté na tyrozin, tedy od kodonu 589 do kodonu 599, coz
odpovida pravé JM (Obr. 4). Vyzkum skupiny kolem Franka Breitenbuechera
prokazal, ze vyskyt ITD mimo JM se vyskytuje u cca 28 % piipadi, a to pievazné
v Bl-listu kinazové domény (Breitenbuecher a kol., 2009). Dale tento vyzkum
prokazal, ze i tyto ITD mimo JM zplsobuji konstitutivni aktivaci kindzy. Jsou tedy
stejné€ zavazné jako ITD piimo v JM.

Bodové mutace jsou mnohem vziacnéj§i nez ITD. Na zakladé databaze
COSMIC se jich nejvice nachazi v oblasti 14. exonu a v jeho blizkosti, tedy v mistg,
kde je kdédovand JM. Frekvence téchto mutaci je vSak pomérné nizkd. Velka ¢ast
bodovych mutaci, v€etné téch s vyssi frekvenci, se nachdzi v ¢asti genu, kterd koduje
kindzovou doménu. NejbéZznéj$i mutaci je mutace na kodénu 835, ktery koduje
aspartat, respektive kyselinu asparagovou (oznacuje se tedy jako D835). Bodové
mutace Vv ¢asti genu pro extraceluldrni ¢ast jsou vzacngjsi. Graficky je distribuce
bodovych mutaci zobrazena na Obr. 4.

V soucasnosti je stale diskutovéano, zdali délka ITD ma zasadni vliv na
uspésnost 1é¢by a celkovou prognozu (Kazi, Ronnstrand, 2019). Studie Kayser a kol.
se vénovala 241 pacienttim s ITD, kde median délky ITD byl 48 nukleotidt (celkove
se délka pohybovala od 15 do 180 nukleotidd) (Kayser a kol., 2009). Studie také
prokazala, ze ITD v kindzové doméné (B1-list) jsou obvykle delsi nez ty vJIM, a
zaroven jsou spojeny S horsi progndzou a se zvySenou rezistenci k chemoterapii. Tento
poznatek doklada 1 studie Schnittger a kol., ktera sice nedokdzala najit pfimou asociaci

mezi ptesnou lokalizaci ITD a progndzou, ale potvrdila, Ze ITD lokalizované bliZze
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5’ konci (blize JM) jsou spojeny s lepsi prognozou nez ty blize 3’ konci (blize
ke kinazové doméng) (Schnittger a kol., 2012). Tato studie také detekovala délky ITD
od 3 do 153 nukleotidii (medidn: 63), zaroven vsak piimo nepotvrdila, Ze by délka

mutace méla vliv na prognozu.
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Obr. 4 — Piiblizné rozloZeni bodovych mutaci genu FIt3 v¢etné vyznaceni ¢asti s nejcastéjsim
vyskytem ITD dle databaze COSMIC. Cislo jednotlivych bodovych mutaci (0sa X) znadi
pozici na genu. Na ose y je znazornéno kolikrat byly pfiblizné dané mutace nahlaseny do
databaze COSMIC. SP znaéi signalni peptid, TM znadi transmembranovou ¢ast, JM znaci
juxtamembranovou ¢ast, KI znaci insert v zelen¢ zobrazené kindzové doméné (prevzato z
Kazi, Ronnstrand, 2019).

Uroveti ITD se da pouZit jako velmi vyznamny prognosticky faktor pro riziko
relapsu u AML (Gale a kol., 2008). Samotna FLT3-ITD slouZi jako spolehlivy a
nezavisly biomarker AML a kombinace s bodovymi mutacemi pak mize mit vliv na
prognézu (Mead a kol., 2007). Jak bylo feceno diive, nejéastéjsi bodovou mutaci je
D835, lokalizovand v aktivacni smycce kindzové domény. Nejb&znéji dochazi
k substituci D835Y, tedy vymén¢ ptivodniho aspartatu za tyrozin. Vyznamné jsou taky
substituce D835V (aspartat za valin), D835H (aspartat za histidin), D835E (aspartat za
glutamat) a D835N (aspartat za asparagin), které vSechny vedou ke konstitutivni
aktivaci FLT3 (Yamamoto a kol., 2001). Déle jsou vyznamné také N676K, Y842C,
N841l, N841K, K663Q, S451F, Y572C, V592G, R834Q, V592A, V579A, F594L,
F590G a Y591D, kter¢ také vedou ke konstitutivni aktivaci FLT3 (Kazi, Ronnstrand,
2019).
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Je tfeba také poznamenat, Ze u nemalé Casti pacientd byla pozorovéana
nadmérna aktivita FLT3 za nepfitomnosti mutace pro gen Flt3. To lze vysvétlit
nadmérnou expresi FL vedouci k tzv. autokrinni smy¢ce (Zheng a kol., 2004). Existuje
také nékolik ptipada, kdy je FLT3 nadmérné exprimovana, opét bez piitomnosti

mutace, coz vede ke spontanni dimerizaci a aktivaci (Ozeki a kol., 2004).
2.4  Vybrané signalni drahy spojené s FLT3

Fms like tyrosine kinase 3 je transmembranova receptorova kinaza. Vzhledem
ke svému umisténi nemtize pfimo ovliviiovat expresi gent.. Proto byly v bunkach
vyvinuty mechanismy pienosu informace, ktera je pfijata receptorovou kindzou a
pfenesena podiadnou signalizaci az na konec¢ny transkripéni faktor, ktery piimo
ovlivni expresi konkrétnich genti. MoZnosti pfenosu informace je spousta.

Casto dochézi k vyuziti tzv. G-proteinu, ktery je spojen piimo s kinazou, a pii
navazani ligandu na ném dochazi k fosforylaci GDP na GTP, ¢imz dojde k jeho
aktivaci, odtrZzeni domény alfa nesouci GTP a pfeneseni GTP na dalsi slozky signalni
drahy. Typicky to mize byt adenylatcyklaza, ktera na zakladé signalu z G-proteinu
katalyzuje ATP na cyklicky AMP (cAMP). Nasledné cAMP slouzi jako tzv. druhy
posel a aktivuje dalsi prvky signdlni drahy. G-proteiny patii mezi GTPazy, tedy
hydroldzy schopné ménit GTP na GDP. U FLT3 se miizeme setkat s jinym typem
GTPaz, konkrétné s Ras proteiny. Ty jsou schopny na sebe vazat GTP a vyuzit jeden
z jeho fosfatu na aktivaci dalsich prvku signalni drahy. Konkrétnéji je funkce Ras
proteinu popsana dale v ramci MAPK/ERK signalni drahy.

Dalsi typickou moZnosti pfenosu signalu je, vedle vyuziti GTPéaz, piima
fosforylace. Piislusnd receptorova kindza, napi. pravé FLT3, fosforyluje Siroké
spektrum cytoplazmatickych efektord, ¢imz je aktivuje. Spousti se tim kaskada
fosforylaci, na jejimZ konci je aktivovany efektor pfimo ovlivitujici bunéény cyklus.

Pro FLT3 je typicka aktivace efektorti jako SHC (dulezity regulator apoptdzy),
SHP2, GABL1 a 2, GAP (aktivuje G-protein), STATS (vyznamny transkrip¢ni faktor),
ERK a dalSich. Na zdklad¢ buné¢nych funkci téchto molekul mizeme fict, ze hlavni
signalni drahy vedouci od FLT3 jsou MAPK/ERK a STAT5. Témto dvou draham,
respektive detekci ERK a STATS (a jejich fosforylovanym formam), se vénuje také
experimentalni ¢ast této prace. Mimo tyto drahy FLT3 ovliviiuje celou fadu dalSich
drah. Dulezita je i zvySena exprese CDK6 u FLT3-ITD (Lopez a kol., 2016). Tato

cyklin-dependentni kinaza je kli¢ova pro ptechod z G1 faze do S faze bunééného
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cyklu, tedy k ptekroceni G1 kontrolniho bodu. Zaroven bylo zjisténo, ze leukemické
bunky jsou zavislé na CDK6 (nikoli v§ak na CDK4) a CDK6 zpétnovazebné piimo
reguluje transkripci gent FIt3 (Uras a kol., 2016).

2.4.1 MAPK/ERK signalni draha

V této signalni draze hraje klicovou roli rodina proteinovych kinaz MAPK, pod kterou
spada i tfida ERK. Mnohdy se tedy povazuje oznaceni MAPK a ERK za totozné,
oznacujici proteinovou kinazu, ktera je specificka pro aminokyseliny serin a treonin.
Jejich funkce je rozmanita. Podileji se na ptimé bunétné odpovédi na mitogeny,
osmoticky stres, tepelny Sok apod. Reguluji bunécnou proliferaci, apoptodzu, preziti
buriky a pusobi jako transkripéni faktory (Kazi, Ronnstrand, 2019).

Po navazani ligandu na FLT3 dojde k aktivaci malé GTPazy Ras. Tato GTPaza
je aktivovana skrze proteiny z rodiny SOS nebo VAYV. Jedna se o proteiny oznacované
jako GEF (guanine nucleotide exchange factor), tedy proteiny zodpovédné za aktivaci
GTPazy tim, Zze odpoji GDP z GPTéazy a umozni tak pfipojeni GTP, coZ aktivuje
GTPéazu. Oba tyto GEF jsou spojeny s adaptorovym proteinem GRB2, ktery se ptimo
vaze na fosforylovany tyrozin na FLT3 prostiednictvim své domény SH2, ktera je
pritomna U celé fady signalnich drah a jeji hlavni funkce je pravé navazani na
fosforylovany tyrozin. Krom tohoto pifimého navazani GRB2 na FLT3 existuje jesté
nepiimy zplsob skrze SH2 doménu jiného proteinu, napiiklad tyrozinovou fosfatazu
SHP2 (Zhang, Mantel, Broxmeyer, 1999). Aktivace FLT3 tedy vede piimo i nepiimo
k aktivaci Ras prostiednictvim adapta¢nich proteind.

Aktivovany Ras protein interaguje se serin/treoninovou kinazou Raf, coz vede
ke zmén¢ jeji konformace a k aktivaci, ale také k pfesunu Raf blize k bunécné
membrang, bez ¢eho by aktivace nebyla uplna (Chong, Guan, 2003). Kompletni
aktivace se sklada z fosforylace aktivac¢nich mist, defosforylace inhibi¢nich mist a
presunu Raf blize k cytoplazmatické membrang. Po aktivaci Raf fosforyluje MEK1 a
MEK2. Jedna se o dvojici kinaz, které fosforyluji MAPK/ERK. Po aktivaci se ERK
nejbéznéji translokuje do jadra, kde fosforyluje fadu transkripcnich faktorfi. Mezi tyto
faktory patfi naptiklad ETS, které ovliviiuji bunéénou diferenciaci, kontrolu
bunééného cyklu, migraci bunék, bunéénou proliferaci, apoptdzu a angiogenezi (Ciau-
Uitz, Wang, Patient, Liu, 2013). Dalsim transkripénim faktorem, ktery je aktivovan
skrze ERK, je AP-1. Zde dochazi k fosforylaci jeho podjednotek FOS a JUN. Mimo
tyto dva vyznamné faktory ERK fosforyluje i dalsi, které se podileji na regulaci
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bunééného cyklu (Murphy a kol., 2002). Krom aktivity ERK v jadte, dochazi také
k fosforylaci substratli v cytosolu, naptiklad ribozomalni S6 kinazy (Houles, Roux,

2018).

2.4.2 JAK/STAT signalni draha

Rodina STAT hraje dtlezitou roli jako transkrip¢ni faktory. Do rodiny patii proteiny
STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B a STATG6 (Xin a kol., 2020).
Jejich uloha v organismu je rozmanitd. Na rozdil od ostatnich, STAT3 a STATS maji
Sirsi biologickou funkci pii 1é¢be rezistence chorob a vyznamné ovlivituji proliferaci,
rezistenci proti apoptdze a angiogenezi. Déle bylo zjisténo, ze STAT3 a STATS jsou
neustale aktivni u n€kterych nadori krve a jinych nadorovych onemocnéni (Yu, Jove,
2004).

Proteiny rodiny STAT jsou aktivovany skrze JAK/STAT signalni drahu. Tato
signalni draha je zapojena do mnoha déju, jako je bunécna proliferace, diferenciace a
apoptdza a hraje vyznamnou roli v regulaci imunitniho systému. Na jejim konci je
aktivni transkripéni faktor z rodiny STAT. Samotny mechanismus této signalni drahy
je pomérn¢ jednoduchy. OvSem komplikaci muze byt prekryv této drahy s jinymi
signalnimi drahami. V soucasné dob¢ existuje spousta dikazd, ze pretrvavajici
aktivace JAK/STAT signalni drahy Gzce souvisi s mnoha imunitnimi, nddorovymi a
zanétlivymi chorobami (Xin a kol., 2020). Specificky mechanismus vsak stale zistava
nejasny a je v zajmu soucasného vyzkumu.

Tato signalni draha je spojena s cytokinovymi receptory, kterym chybi
kinazova aktivita, a proto maji na své intracelularni ¢asti navazané JAK (O'Shea a kol.,
2015). Po navazani cytokinu (napfi. interleukinu) na receptor dojde k fosforylaci
receptoru pomoci JAK. Fosforylované tyroziny na receptoru slouzi jako misto, kde se
vaze STAT skrze svou doménu SH2. Po navazani dojde k fosforylaci STAT a jeho
dimerizaci, ¢imz se aktivuje. Po aktivaci je STAT dimer odpojen od receptoru a
pfenesen z cytoplazmy do jadra, kde reguluje expresi konkrétnich genii. Schéma této
drahy je znazornéno na Obr. 5.

Janus kinazy patii mezi tyrozinové kinazy. Na rozdil od FLT3 nejsou ukotveny
Vv membrang, ale nachazeji se v cytosolu. Nékdy jsou také nazyvany ,,two-faced god*
kinazy (Xin a kol., 2020). ,,Two-faced* proto, Ze fosforyluji jak cytokininovy receptor,
tak signalni molekuly (napt. STAT), které obsahuji SH2 doménu. Oznaceni ,,god* ma

puvod v jejich nazvu, ktery je odvozen od jména fimského boha pocatku, duality, cest
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a konctl Januse. Rodina JAK zahrnuje ¢tyfi hlavni ¢leny: JAK1, JAK2, JAK3 a Tyk2
(Cai a kol., 2015). Pro hematopoézu je klicCova JAK3, ktera je pfitomna pouze u
hematopoetickych bunék (Wilson, 2010).

0@

Cytokine
Receptor

d;cﬂ";\

SIV1S

Obr. 5 — Schéma JAK/STAT signalni drahy. 1) na receptoru neni navazan ligand. 2) ligand se
navazal na receptor. 3) doslo k fosforylaci receptoru, ¢imz se vytvofilo vazebné misto pro
STAT. 4) STAT se navazal na receptor a aktivoval se, odpojil se jako dimer a putoval do jadra,
kde pisobil jako transkrip¢ni faktor (pievzato z Xin a kol., 2020).

Z vyse uvedeného vyplyva, ze za fyziologickych podminek FLT3 neaktivuje
proteiny rodiny STAT. Bylo vSak zjisténo, Ze v pfipadé mutace FLT3 dochazi
k vyznamné aktivaci STATS, ktery je bézn¢ aktivovan JAK2 (Spiekermann a kol.,
2003). Studie Spiekermann a kol. se vénovala jak rekombinantnim mys$im buinikam,
tak lidskym buitkkdm AML. V obou ptipadech bylo prokazano, ze FLT3-WT (,,wild
type*) po navazani ligandu nehraje Zadnou roli v aktivaci proteind rodiny STAT.
Naopak mutovand forma, a to pfevazné¢ FLT3-ITD, pfimo aktivuje STATS, a to ve
velké mite. Oproti STATS byl STAT3 aktivovan minimaln€. ZvySena aktivace
STATS, oproti jinym proteinim z rodiny STAT, je tedy pfimym ukazatelem mutace
FLT3. U AML vsak muze dojit i k mutaci pfimo v JAK3, coz mutize také vést k aktivaci
proteinlt STAT. Tato mutace ma vSak vliv pfevazné na aktivaci STATI] a méné na

STATS, coz znamend, Zze mutace ve FLT3 je dominantng¢jsi v aktivaci STATS nez
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mutace v JAK3 (Spiekermann a kol., 2001). Z vyse uvedenych divodi byla

identifikace STATS proteinu zahrnuta i v experimentalni ¢asti této prace.
2.5 Inhibitory FLT3

Jak bylo sepsano v ptedeslych kapitolach, mutace FLT3 hraji klicovou roli pii AML.
Jejich mnozstvi a typ pfimo ovliviiuje prognézu. Od objeveni FLT3 na pocatku 90. let
se intenzivn¢ studovala funkce této receptorové kinaz a po objeveni vyznamu mutaci
a jejich spojitosti s AML na pielomu tisicileti se 0sili védci zaméfilo na vyvoj latek,
které dokazou zastavit nepietrzitou aktivitu FLT3 (Kiyoi, Kawashima, Ishikawa,
2020). Béhem vyvoje téchto inhibitort se klade diiraz nejen na jejich specificnost, ale
také na minimalizaci nezadoucich uéinkii. Aktudlnost vyzkumu potvrzuje 1 fakt, ze
pomérné nedavno (2017) byl v USA povolen prvni 1€k, ktery je zaloZeny na inhibicCi
FLT3, midostaurin (Levis, 2017).

Obecné se inhibitory daji rozdélit na prvni generaci, ktera ptisobi méné
specificky k FLT3 a spise inhibuje obecné receptorové kinazy, a na druhou generaci
s mnohem vyssi specifitou vici FLT3 (Zhong a kol., 2020). Dle principu piisobeni 1ze
pak inhibitory rozdé€lit na rizné typy. Bud'to ptsobi na principu kompetice s ATP,
nebo inhibuje vazebné misto pro ATP navazanim na hydrofobni domény Vv blizkosti
vazebného mista pro ATP, nebo se inhibitory vazi na jina mista, nez jsou vazebna
mista (alostericka mista), ¢imZ zméni konformaci proteinu. Blize se mechanismim

ucinku vénuje samostatna kapitola 2.5.3.
2.5.1 Inhibitory prvni generace

Jedné se o generaci prvnich inhibitord, jejiz cilem mél byt FLT3. Z divodu nizké
specifity jsou vSak postavené na obecné inhibici tyrozinovych kindz. Jako nejznamé;jsi
zastupce se uvadi tandutinib, sunitinib, midostaurin, lestaurtinib a sorafenib (Tab. 1)
(Zhong a kol., 2020).

Klinické studie vSak nedopadly dle prvotnich pfedstav a ukéazalo se, Ze
monoterapie témito inhibitory je nevyrazna (Kiyoi, 2015). Problémem byla jednak
nizka specifita, tak i skutecnost, Ze pro dostatecnou uc¢innost inhibitor by musela byt
udrzovana jejich dostate¢na koncentrace v plazmé¢. To ale komplikuje navazovani
inhibitorti na plazmatické proteiny, coz vyrazné snizuje jejich aktivni koncentraci, a
tudiz i GCinnost. Dle studii, ani po zvySeni koncentrace inhibitord v plazmé

nedochazelo k tplnému potlaceni aktivity FLT3 (Levis a kol., 2006). Z tohoto divodu
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byly klinické studie inhibitori prvni generace v monoterapii pozastaveny.
Nasledovaly studie ucinku téchto inhibitori v kombinaci s tradi¢ni chemoterapii u
pacientd s mutaci ve FLT3. Krom terapie v kombinaci s klasickou chemoterapii nasly
mnohé z téchto inhibitorti uplatnéni i pfi 1é€be jinych typi nadora.

Z vySe zminénych inhibitori nejlépe obstdl midostaurin, coz je derivat
benzoylstaurosporinu (Kiyoi, 2015). Jedna se o inhibitor jak pro FLT3-1TD, FLT3-
WT, tak pro FLT3 s bodovymi mutacemi v kinazové domén¢. Ve studii Stone a kol.
byl ¢asti pacientim podavan midostaurin v kombinaci s tradiéni chemoterapii, ktera
spocivala v podavani daunoribicinu (60 mg na ¢tvere¢ni metr povrchu téla po prvni tii
dny, intraven6zné) a v podani Cytarabinu (200 mg na ¢tvere¢ni metr povrchu téla po
dobu prvnich sedmi dni terapie, intraven6zné) (Stone a kol., 2017). Midostaurin byl
podavéan v davce 50 mg peroralné dvakrat denné od 8. do 21. dne terapie. Vysledky
ukazaly, ze pacienti s kombinaci midostaurinu a klasické chemoterapie vykazovali
vyrazng ptiznivéjsi odpoveéd’ na 1écbu.

Tandutinib je derivatem chinazolinu a inhibuje aktivitu jak FLT3-WT, tak
FLT3-ITD, nikoli vSak FLT3 s bodovou mutaci v kindzové doméné (Kiyoi, 2015).
Krom FLT3 pisobi také proti PDGFRP a c-Kit. Vzhledem k pomérné nizkému poctu
cilenych receptori patii mezi inhibitory prvni generace s vysokou selektivitou, ovsem
klinické studie prokazaly, ze stejné¢ jako vétSina inhibitorGi prvni generace nema
presvédcivy inhibicni efekt v monoterapii (DeAngelo a kol., 2006). Béhem studie se u

Sunitinib je derivat indolinonu a v Japonsku byl schvalen pro 1€¢bu karcinomu
ledvin, gastrointestinalniho stromalniho tumoru a neuroendokrinniho tumoru (Kiyoi,
2015). Klinické studie pro lécbu AML byly pozastaveny, jelikoZ prokazuje vyssi
specificnost k jinym RTK.

Lestaurtinib je derivat indolokarbazolu a strukturou je velmi podobny
midostaurinu (Kiyoi, 2015). Oproti midostaurinu je specifictéjsi k FLT3, ovSem
klinické studie prokézaly, Ze Uc¢innost pii monoterapii je nedostacujici a vysSsiho
vyznamu nenabyva ani pii kombinaci s klasickou chemoterapii (Levis a kol., 2011).
Z téchto duivodi byly dalsi klinické testy pozastaveny.

Sorafenib je multikindzovy inhibitor, ktery byl schvalen pro 1é¢bu napf.
hepatocelularniho karcinomu (Liu a kol., 2006). Obdobné¢ jako jiné inhibitory prvni
generace, ani sorafenib nevykazuje presvédcivé vysledky v monoterapie. Navic u

starSich pacientll nevykazuje u¢innost ani v kombinaci s klasickou chemoterapii a
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doporucuje se dalsi studie tohoto inhibitoru pro pouziti pii 1écbé AML (Serve a kol.,
2013). Naopak jina studie, ktera testovala sorafenib v kombinaci s klasickou
chemoterapii u pacientit mladsich 60 let prokazala, ze sorafenib prodluzuje pacientiim
s AML zivot, ale jeho pouziti je spojeno i s vysSim vyskytem vaznéjSich vedlejsich

ucinki, jako je horecka, krvaceni, prijmy a srde¢ni problémy (Ro6llig a kol., 2015).
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Tab. 1 — Vybrané inhibitory prvni generace v¢etné chemické struktury, ptikladi cile uc¢inku a
typu mechanismu t¢inku (Zhong a kol., 2020).

Nazev Chemicka struktura Cile Mechanismus
H
O N
O FLTS3,
O O PDGFRB,
Midostaurin N o VEGFR1/2, Typ |
”’tj,,—/ Syk, Flk-1,
@fN ° c-Kit, c-Src
o)
Q\/\/OKINKW
~o N
N
) LTS,
Tandutinib A PDGFR, c- neuré¢eno
il Kit
g
2 NNNJ FLT3,
- — PDGFRB,
Sunitinib N\ VEGFR2. c- Typl
& Kit
N
H
H
o N
N O O O FLT3,
Lestaurtinib N N JAK2, TrkA Typ |
L
OH
o 5 i FLT3, c-Kit,
. o N PDGFRp
| H ’
Sorafenib FSCD\NXNQ _N VEGFR2/3, Typ Il
Hon Raf-1




2.5.2 Inhibitory druhé generace

Pro inhibitory druhé generace je typicka vySsi citlivost a selektivita K FLT3. Mezi
trojici nejvyznamnéjsich inhibitort druhé generace patii gilteritinib, quizartinib a
crenolanib (Tab. 2) (Kiyoi a kol., 2020). Gilteritinib byl povolen jak v Japonsku, tak
v USA (2018) jako Iék proti AML s vyskytem mutaci v genu pro FLT3. Jedna se tak
o prvni inhibitor FLT3 schvaleny pro monoterapii na svété. Quizartinib je zatim

povolen pouze v Japonsku (2019) a na ovéfeni v USA stale ¢eka.

Tab. 2 — Vybrané inhibitory druhé generace véetné chemické struktury, pfikladi cile ucinku a
typu mechanismu G¢inku (Zhong a kol., 2020).

Nazev Chemicka struktura Cile Mechanismus

Y o)
g 3
N A FLTS,
Gilteritinib Q N7 AXL Typ |
N N
H
On o NH,

O
@ 4
Quizartinib N\/\O NW ng T\ FLT3 Typ Il

S E N‘O
N
0 0 |
/!N . FLT3
- — N y
Crenolanib N PDGFR/B Typ |
NH,

Gilteritinib je vysoce selektivni a silny inhibitor FLT3 (Mori a kol., 2017).
Krom toho také piisobi proti dal$i tyrozinové kinaze AXL. Proto je nékterymi autory
fazen také mezi dudlni inhibitory, jelikoz AXL je receptorova tyrozinova kinaza
souvisejici s aktivaci JAK/STAT signalni drahy a jeji fosforylace vede k tvorbé
rezistenci vici inhibitorim, jako je napiiklad midostaurin nebo quizartinib (Wang a
kol., 2021). Pouziti gilteritinibu in vitro prokazatelné vedlo k potlaceni ristu bunééné
linie AML. Pusobi inhibi¢né viac¢i FLT3-ITD i proti bodovym mutacim v kinazové

doméné, coz vedlo také ke sniZeni celkové fosforylace ERK a STATS. Stejné pozitivni
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vysledky prokazaly i testy in vivo na mysich. Klinicka studie Perl a kol. testovala
gilteritinib na 252 pacientech s AML v pribéhu dvou let (Perl a kol., 2017).
Gilteritinib byl podavan jednou denn¢ a maximalni tolerovana davka byla stanovena
na 300 mg na den. Pfi vyS$Sich davkach se objevovaly vaznéjsi nezadouci téinky, jako
silné prijmy a zvySeni aspartataminotransferazy. ldealni davka, kterd byla také pouzita
v dalsich klinickych studiich, byla stanovena na 120 mg na den. Gilteritinib je obecné
dobie sndsen pacienty. Jeho inhibi¢ni u¢inky byly touto studii prokézany a byl oznacen
jako vhodny 1€k pro monoterapii AML. Pacienti 1éCeni gilteritinibem zili v priméru
déle nez ti 1éCeni klasickou chemoterapii. Na zaklad¢ klinickych studii se gilteritinib
stal v roce 2018 prvnim povolenym lékem na bazi inhibice FLT3 pro monoterapii
AML, a to jak v Japonsku (Kiyoi a kol., 2020), tak v USA (Zhong a kol., 2020).

Quizartinib ma velmi silnou selektivitu a afinitu kK FLT3, a to konkrétné pouze
Kk FLT3 s interni tandemovou duplikaci, tedy neinhibuje FLT3 s bodovou mutaci
v kinazové doméné (Zarrinkar a kol., 2009). Na rozdil od gilteritinibu byla pozorovana
nizkd mira zotaveni krvinek po 1écbé (Galanis, Levis, 2015). Pii vysSich
koncentracich, nad 28 nM v médiu in vitro, se stava potencialnim inhibitorem c-Kit,
coz muze byt pfic¢inou nizké miry zotaveni krvinek (myelosuprese). Studie in vitro
pozorovaly antiprolifera¢ni ucinky quizartinibu u bunééné linie MV-4-11, a to jiz pti
koncentracich mensich nez 1 nM (Kampa-Schittenhelm a kol., 2013). Dalsi studie,
zabyvajici se inhibi¢ni aktivitou quizartinibu viaci FLT3-ITD u bunécné linie MV-4-
11 in vitro, pozorovala inhibi¢ni u¢inek této latky pii koncentraci 2 nM (Zarrinkar a
kol., 2009). Vyssi koncentrace sebou nesly pfi klinickych studiich také vyssi frekvenci
a zavaznost vedlejsich u¢inkd, coz vedlo ke snizeni davky v dalsich studiich (Cortes a
kol., 2018). Obecné vsak quizartinib vykazoval velmi dobré vysledky pfi monoterapii
AML, coz také vedlo k jeho schvaleni v Japonsku roku 2019.

Crenolanib inhibuje jak FLT3-WT a FLT3-ITD, tak bodové mutace v kinazové
doméné (Wu, Li, Zhu, 2018). Krom toho ptisobi i proti PDGFRa a B. Oproti
quizartinibu méné naruSuje rist erytroidnich kolonii. Studie prokazaly, Ze crenolanib
je velmi G¢inny i proti mnohdy rezistentni bodové mutaci D835Y (Zimmerman a kol.,
2013). Tato studie také poukazuje na skutecnost, ze kombinace crenolanibu, jakoZto
inhibitoru typu I, se sorafenibem, jakoZzto inhibitorem typu II, vykazuje siln&jsi
inhibici, nez kdyby byly ob¢ latky pouzity zvlast. Vedlejsi i€inky nejsou vaznéjsi nez
nevolnost, Unava, bolest bficha apod. Lze jej tedy povazovat za bezpecnou latku, u

které nebyl pozorovany zZadné limitni hodnoty davky.
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2.5.3 Mechanismy uc¢inkii inhibitori FLT3

D¢leni mechanismi a¢inku je ruzné. Lze jej rozdélit na dva zakladni typy (Kiyoi a
kol., 2020). Pro typ I je typické, ze se vaze jak na aktivni, tak na neaktivni FLT3, a to
ve vazebném misté pro ATP, v misté aktiva¢ni smycky, tedy na kindzovou doménu.
Typ II se naopak miize vazat pouze k neaktivnim receptoriim pobliZ mista pro ATP.
Inhibitory typu Il jsou ucinné proti ITD, ale neucinné proti bodovym mutacim
v kinazové domén¢ (Daver a kol. 2019). Zde plati, Ze inhibitory typu II maji zpravidla
vy$$i inhibi¢ni aktivitu a selektivitu, protoze plisobi na inaktivnich receptorovych
kindzach, kde vazebné misto pro ATP je ukryto uvniti proteinu, coz pii navazani
inhibitoru vede k interakci okolnich aminokyselin, které jsou typické pro danou
receptorovou kinazu, s inhibitorem.

Jiné déleni definuje tfi typy inhibitort (Zhong a kol., 2020). Inhibitory typu |
jsou kompetitivni inhibitory s ATP a dokdzou rozpoznat tzv. DFG-in misto (velmi
konzervativni ¢ast v aktivacni smycce skladajici se z aspartatu, fenylalaninu a glycinu)
v aktivnim FLT3, ¢imz tedy cili na vazebné misto pro ATP. Naopak inhibitory typu Il
rozpoznéavaji DFG-out misto na neaktivnim FLT3 a blokuji aktivaci kindzy skrze
navazani na hydrofobni doménu, tedy na misto v blizkosti vazebného mista pro ATP.
Konec¢né¢ inhibitory typu III se vazi na jind mista, nez je misto pro ATP, a tim zplsobuji
alosterickou inhibici. Obecné maji inhibitory typu II vyssi selektivitu nez inhibitory
typu I, protoze hydrofobni region je vice specificky pro rizné druhy receptorovych

kinaz.
2.5.4 Mechanismy rezistence vuci inhibitoram FLT3

V priibéhu poslednich dvaceti let bylo testovano nespocet inhibitor FLT3 a n¢kolik
Z nich bylo také schvaleno k pouziti v praxi. Klinické studie v§ak odpozorovaly rizné
mechanismy rezistence vici t€émto inhibitorim. Obecné je miiZeme rozdélit na
primarni a sekundarni rezistence (Kiyoi a kol., 2020).

Primarni rezistence zahrnuji rlznou inhibi¢ni aktivitu proti riznym typiim
mutaci. Nekteré inhibitory plsobi pouze proti FLT3-ITD, nikoli proti bodovym
mutacim v kindzové doméné, coz pii potlaceni FLT3-ITD muze vést k rezistenci ve
formé tvorby bodovych mutaci.

Dal$im moznosti primarni rezistence je spojena s koncentraci FL. Studie

ukazaly ptipady, kdy zvySend koncentrace FL v plazmé po chemoterapii znemoznila
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ucinnost inhibitorti (Sato a kol., 2011). Vysledky ukazuji, Ze pfidani exogenniho FL
k bunkam, které obsahuji FLT3-WT i FLT3-ITD, mélo za nasledek aktivaci FLT3-
WT, ale ne FLT3-ITD (v piitomnosti inhibitord) (Chen a kol., 2016). Soub&zné
s aktivaci FLT3-WT doslo také k aktivaci ERK, ale nikoli STATS, coz potvrzuje, Ze
FL neaktivuje FLT3-ITD a potlacuje ucinky inhibitorti. Studie Chen a kol. prokazala,
Ze inhibitory byly mnohem vice u¢inné u bunécnych linii, které obsahovaly pouze
FLT3-ITD, neZ u linii obsahujici FLT3-1TD spolu s FLT3-WT. Tento mechanismus
rezistence je zavisly na typu pouzitého inhibitoru. Pfidani FL pisobilo silnéjsi
rezistenci pii pouziti napt. gilteritinibu, quizartinibu a sorafenibu nez pfi pouziti napf.
midostaurinu a lestaurtinibu. Je to dano mechanismem jejich ucinku. Gilteritinib,
quizartinib a sorafenib vykazuji niz§i G¢innost vici FLT3-WT, coz vede k posileni
vlivu FLT3-WT na rezistenci. Naopak midostaurin a lestaurtinib maji srovnatelné
inhibi¢ni G¢inky proti FLT3-WT a proti FLT3-ITD.

Mezi dal$i primarni rezistence patii aktivace MAPK/ERK signdlni drahy skrze
jiné receptory a ligandy, jako naptiklad skrze fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF2),
respektive aktivace jeho receptoru FGFR1. Zvysena hodnota aktivity FGFR1 byla
pozorovana u stromalnich bun¢k kostni dfen€¢ po pouziti quizartinibu u pacientd
SFLT3-ITD (Traer a kol., 2016). Dalsim mechanismem primarni rezistence je skrze
protein CYP3A4, coZ je protein v téle zodpovédny za oxidaci xenobiotik a jejich
nasledné odstranéni z téla. V kostni dfeni byla pozorovana exprese CYP3A4 pii
podani sorafenibu, quizartinibu a gilteritinibu, coz vedlo k rezistenci proti t€émto
inhibitorim (Chang a kol., 2019). Obecné je prokazano, Ze napft. jaterni CYP3A4
inhibuje takika veSkeré inhibitory tyrozinovych kinaz, vcetné téch proti FLT3.
VSechny tyto poznatky primérni rezistence proti inhibitorim naznacuji, Ze builky
AML vkostni dfeni mohou uniknout u¢€inklim inhibitori prostfednictvim
mikroprostfedi kostni dfené, coZ vede k pfetrvavani onemocnéni.

Sekundarni rezistence byly objeveny béhem klinickych studiich, kdy se
hromadily pfipady rezistence vici inhibitorim FLT3. Byly rozdéleny na takové
rezistence, u kterych dochdzi ke vzniku sekundarni mutace v samotném genu pro
FLT3 (tzv. ,on-target” rezistence), pii kterych si bunky zachovavaji zavislost na
signalech skrze FLT3, a na takové, pti kterych bunky ziskavaji nezavislost na FLT3
(tzv. ,,off-target” rezistence) a stavaji se zavislé na jinych signalnich drahach (Kiyoi a
kol., 2020).
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Prvni typ rezistenci (,,on-target) jsou zalozeny na ziskani sekundarnich mutaci
v genu Flt3 (odtud ,,on-target™). Konkrétné v misté aktivaéni smycky v kinazové
doméng¢. Jsou pozorovany u inhibitort typu II, napf. quizartinib nebo sorafenib, které
jsou schopny inhibovat pouze FLT3-ITD, nikoli v8ak bodové mutace v kinazové
doméné. Nov¢ ziskané mutace se tedy nachdzeji pravé v kindzové doméné a zptisobuji
aktivaci FLT3 i pfes inhibici ITD (Smith a kol., 2012). Ve studii Smith a kol.
identifikovali bodové mutace napt. na D835 nebo Y842 (obé mista v aktivacni
smycce), coz vedlo k rezistenci vii€i podanému inhibitoru u pozorovanych pacienti.

Naopak ,,off-target™ rezistence jsou zalozeny na ziskani nezavislosti na FLT3,
tedy na vzniku mutace mimo FLT3, kterd umozni aktivaci podfizenych signalnich
drah, zejména pak MAPK/ERK signalni drahy (McMahon a kol., 2019). Tato
rezistence se vyviji pii pouziti inhibitort typu I, typicky pii pouziti gilteritinibu, ktery
je schopen inhibovat i bodové mutace v kinazové doméné FLT3, coz vede k vytvoreni
mutaci mimo gen FIt3 (odtud ,,off-target”). Studie McMahon a kol. prokazala vyskyt
mutaci v draze Ras/MAPK po podani gilteritinibu u 12,2 % pacientd. U zbylych
pacientli byly identifikovany bodové mutace ve FLT3, ovSem ty se ukdzaly jako
umlcené skrze inaktivaci FLT3 inhibitorem. Toto zjisténi je dilezité a poukazuje na
fakt, Ze 1 pfi pouziti inhibitort typu I se projevuje ,,0n-target” rezistence, ktera ovsem

nema transformacni diisledky.
2.5.5 Dualni inhibitory FLT3

Po odhaleni mechanismii rezistence vuci inhibitoriim FLT3 se védecké studie zamétily
na vyvoj dudlnich inhibitord, které cili krom FLT3 také na jiné proteiny, které jsou
spojeny s FLT3 podiizenou signalizaci, coz by mohlo vést k zastaveni nadorového
bujeni i pfi vyskytu primarni ¢i sekundarni rezistence (Yuan a kol., 2019). Takto
vyvinuté inhibitory vykazuji mnohem vyssi uc€innost pii lécbé AML a zaroven sebou
nesou mensi miru nezadoucich vedlej$ich G¢inkt. Mnoho z téchto inhibitor je na
pocatku testovani. V této kapitole jsou uvedeny vybrané dudlni inhibitory.

Prvnim vyznamnym dualnim inhibitorem je AMG 925 (FLX 925) (Obr. 6),
ktery se v soucasnosti nachazi v prvni fazi klinického testovani (Yuan a kol., 2019).
Tento inhibitor krom FLT3 inhibuje také cyklin-dependentni kinazu 4/6 (CDK4/6),
ktera hraje zasadni roli v G1 fazi buné¢ného cyklu a jeji aktivita napomaha prechodu
skrze G1/S kontrolni bod. V preklinickych studiich bylo prokazano, ze aktivita FLT3
souvisi s aktivitou CDK4/6 a stava se tedy vhodnym cilem pii 1écbé AML (Wang a
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kol., 2007). Samotny AMG 925 byl po preklinickych studiich shledan jako vhodny pro
klinicky vyvoj, pfevazné pro svou vyvazenou inhibici FLT3 a CDK4/6, silné
antiproliferacni Gcinky, vyborné farmakokinetické vlastnosti a dobry bezpecnostni
profil (Li a kol., 2014).

Dalsim dualnim inhibitorem je pacritinib (SB1518) (Obr. 6), ktery se
V soucasnosti nachazi ve treti fazi klinického testovani (Yuan a kol., 2019). Jeho cilem
je krom FLT3 také JAK2. Jak jiz bylo zminéno v piedeslé kapitole, rodina proteint
JAK hraje vyznamnou roli pii aktivaci proteint rodiny STAT, které maji vyznamny
vliv na proliferaci bun¢k. Jejich aktivace mize byt projevem rezistence nadorovych
bun¢k na lécbu inhibitory, kde dudlni inhibitor FLT3 a JAK2 mize byt vhodnym
feSenim. V klinickych studiich se pacritinib ukazal jako vhodny 1ék AML (Verstosek
a kol., 2016). Byl ocenén pro svou bezpe¢nost a farmakologickou aktivitu. Inhibi¢ni
koncentrace (ICs0) JAK2 byla stanovena na 22 nM, zatimco pro dalsi kinazy rodiny
JAK byla nasobné vyssi (1280 nM pro JAK1 a 520 nM pro JAK3) (Wang a kol., 2021).
V roce 2019 byla publikovéna studie, kterd piinasi dalsi potencidlni inhibitor zalozeny
na bazi inhibice FLT3 a JAK2 (Li a kol., 2019). Jedna se o slouceninu, jenz je
derivatem 4-piperazinyl-2-aminopyrimidinu a byla pracovné nazvana 14j (Obr. 7). Dle
této studie je jeji inhibicni aktivita ICso 27 nM pro JAK2 a 30 nM pro FLT3.

Mezi vyznamné dudlni inhibitory patii také E6201 (Obr. 6), ktery je zaméten
na inhibici FLT3 a MEK (Yuan a kol., 2019). Proteiny MEK jsou soucasti kli¢ové
signalni drahy MAPK/ERK, na jejimZ konci je aktivovany ERK, ktery zasadné
ovlivituje bunécnou proliferaci, apoptéozu a dalsi faktory dualezité¢ pii nadorovém
bujeni. VyuZiti alternativni aktivace MAPK/ERK signalni drahy je typicky zpisobeno
primarni rezistenci na zakladé¢ mikroprostfedi kostni dfené. Studie prokazaly, ze
synergické potlaceni FLT3 a MEK piisobi antileukemicky (Zhang a kol., 2014). Pti
testech E6201 byly ocenény pfedevsim jeho ucinky podporujici apoptozu, a to jak
Vv bunikach s mutaci FLT3-1TD, tak v burnikach rezistentnich proti inhibitorim (Zhang
a kol., 2016). Pozoruhodné je, ze E6201 nepodporoval apoptézu u normalnich
myeloidnich bunék. Studie Zhang a kol. (2016) poukézala na dal$i vyhodu E6201, a
to sice na jeho ucinnost proti D835Y a D835G bodovym mutacim, proti kterym bézné

inhibitory neplisobi.
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Obr. 6 — Chemické struktury vybranych dualnich inhibitord FLT3 (pfevzato a upraveno z
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Obr. 7 — Chemicka struktura inhibitoru 14j (pfevzato a upraveno z Li a kol., 2019).

Duélnim inhibitorem, ktery se krom FLT3 zaméfuje také na Aurora kindzy,
pattici do rodiny serin-threoninovych proteinovych kinaz, je CCT241736 (Obr. 8).
Aurora kinazy hraji diilezitou roli v mitdze a zvySena aktivita Aurory A a Aurory B je
spojena se Spatnou prognozou ruznych nadort, véetné AML (Wang a kol. 2021). Byla
pozorovana jeho schopnost potlacit nadorové bujeni, a to i1 ptes tvorbu sekundarnich

mutaci v kinazové doméné FLT3 nebo pii zvySené expresi FL. Studie také prokazaly,
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ze aktivita CCT241736 vedla k poklesu hladiny fosforylované formy STATS (Moore
a kol., 2020).

Obr. 8 — Chemicka struktura inhibitoru CCT241736 (pievzato a upraveno z Wang a
kol., 2021).

Obr. 9 — Chemicka struktura latky HSD1169 (dle Dayal a kol., 2018).

V kontextu této prace je dilezité zminit latku HSD1169 (Obr. 9), od které jsou
odvozeny latky pouzité v experimentalni ¢asti této prace. Tato latka inhibuje krom

FLT3 také TOPK (Dayal a kol., 2018). Protein TOPK je serin/threoninova kinéaza jejiz

vvvvvv

vyfazeni genu kodujiciho TOPK vedlo u bunék MV-4-11 akutni myeloidni leukemie

ke sniZzeni zivotaschopnosti a podpote apoptozy (Alachkar a kol., 2015). Pozdé&;si
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studie vSak neprokdzaly, Zze gen kodujici TOPK patfi mezi esencialni geny
rakovinného bujeni (Lin a kol., 2019). Nicméné latka HSD1169 v experimentech in
vitro na bunéénych liniich MV-4-11 a Molm-14 vykazovala velmi dobrou inhibi¢ni
schopnost vuci FLT3 (Dayal a kol., 2018). Po dvouhodinové inkubaci bunééné linie
MV-4-11 s latkou HSD1169 o koncentraci 12,5 nM doslo k prokazatelnému snizeni
aktivity FLT3, a to skrze detekci snizeni koncentrace fosforylované formy STATS.
Obdobn¢ pozitivni vysledky byly v této studii pozorovany pii analyze bunécného
cyklu buné¢né linie MV-4-11 pritokovym cytometrem po ovlivnéni latkou HSD1169
o koncentraci 62,5 nM, kde byl jiz po 24 hodindch pozorovan tzv. G1 blok, tedy

vyznamny narust podilu bun¢k v G1 fazi.
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3.1

3.1.1

EXPERIMENTALNI CAST

Material
Chemikalie

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

akrylamid (VWR, USA)

aprotinin, lyofilizovany (Sigma-Aldrich, USA)

bovinni sérovy albumin (VWR, USA)

bromfenolova modt (Sigma-Aldrich, Rakousko)

buthanol (> 99%, Lach-Ner, CR)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, USA)
dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody (Lachema, CR)

dimethylsulfoxid, pro buné¢né kultury (PanReac AppliChem, Némecko)
dithiotreitol (Roche, Némecko)

dodecylsiran sodny (> 98%, Lach-ner, CR)

ethanol 96% (Lach-ner, CR)

fenylmethansulfonylfluorid (Sigma-Aldrich, Cina)

fetalni bovinni sérum (Biowest, Francie)

fluorid sodny (> 98%, Lach-ner, CR)

glycin (> 99%, Sigma-Aldrich, USA)

hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (PENTA, CR)

chemiluminiscenéni kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate a West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate (Thermo Fisher
Scientific, USA)

chlorid draselny (> 99%, Lachema, CR)

chlorid hofe¢naty (hexahydrat, > 98%, Lach-Ner, CR)

chlorid sodny (PENTA, Ceska republika)

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (> 98%, Sigma-
Aldrich, USA)

kyselina ethylendiamintetraoctova (> 98,5% Sigma-Aldrich, Cina)

kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova (> 97%,
Sigma-Aldrich, USA)
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3.1.2

kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner,CR)

kyselina octova 99% (Lach-Ner, CR)

kyselina trihydrogenfosfore¢na 85% (Lach-ner, CR)

leupeptin, lyofilizovany (Sigma-Aldrich, USA)

L-glutamin, pro bunééné kultury (Sigma-Aldrich, USA)

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

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

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (> 99%, Sigma-Aldrich, Cina)
N,N'-methylenbisakrylamid (> 98%, Sigma-Aldrich, Cina)

Nonidet P 40 (Fluka, Svycarsko)

orthovanadi¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

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

peroxodisiran amonny (> 98%, Sigma-Aldrich, Japonsko)

Ponceau S (SERVA, Némecko)

propidium jodid (> 98%, Sigma-Aldrich, USA)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (> 99% Serva, Némecko)

TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, USA)

Roztoky

Kultivaéni médium RPMI 1640 s 10% FS: 10 g praSkového média v 1 1 sterilni
dH20; doplnéno: 10% (v/v) fetalni bovinni sérum; penicilin 100 U-ml™;
streptomycin 100 pg-ml*; 2 mmol 1 L-glutamin

Fosfatovy pufr: 137 mmol-1! NaCl; 2,7 mmol-1"t KCI; 1,5 mmol-1™t KH2POy4;
6,4 mmol 1" Na;HPOq; v dH20, pH =7,4

Lyzac¢ni pufr W: 10 mmol-1"* HEPES; 5 mmol-1"* KCI; 1,5 mmol-1"* MgCly;
1 mmol-1" EDTA; 1 mmol- It EGTA; 0,5% (v/v) Nonidet NP40; v dH,0,
pH =7,4. Pfed pouzitim piidano: 2 mmol-1* NaF; 1 mmol-1? PMSF;
1 mmol- 1Y Na;VOs; 1 mmol- I DTT; 2 pg-ml™? aprotinin; 0,5 pg-ml?
leupeptin; v dH20
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Vzorkovaci puft (5x): 0,3 mol-1! Tris pH = 6,8; 10% (w/v) SDS; 50% (v/v)
glycerol; 0,05% (w/v) bromfenolova modf; 5% (v/v) 2-merkaptoethanol
Tris-HCI pH 6,8: 1 mol-I"* Tris v dH,0; koncentrované HCI upraveno pH na
hodnotu 6,8

Tris-HCI pH 8,8: 1 mol-I"! Tris v dH,0; koncentrované HCI upraveno pH na
hodnotu 8,8

Tris-pufr: 20 mmol-1"? Tris; 137 mmol-1t NaCl; v dH20; pH upraveno pomoci
koncentrované HCI na hodnotu 7,6

Tris-pufr s Tweenem: k TBS piidavek 0,05% (v/v) TWEEN 20
Tris-glycinovy elektrodovy pufr: 25 mmol-1? Tris; 192 mmol-1? glycin; 0,1%
SDS (w/v); v dH20; pH = 8,3

Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% (v/v)
EtOH; 8,5% (v/v) H3POs; v dH20

Blotovaci puft: 25 mmol-1? Tris; 192 mmol-1* glycin; v dH.0

Roztok Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 1% (v/v) kyseliné octové v dH20

3.1.3 Biologicky material

Bunééna linie MV-4-11, odvozena od akutni myeloidni leukemie (ATCC CRL-9591),

pochazejici z The American Type Culture Collection (ATCC, USA). Jedna se o

bunéénou linii s interni tandemovou duplikaci, ktera je zavisla na FLT3.
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3.1.4 Protilatky

Tab. 3 — Seznam pouzitych primarnich protilatek S popisem cile, zdrojem, vyrobcem a

fedénim.
Molekularni e
Nazev cile hmotnost Protllatka.. Vyrobce Redéni
kolon/zdroj
(kDa)
8F2/ kralic¢i Cell Signalling ]
FLTS 130, 160 monoklonalni (USA) 1:500
pFLT3 30D4/ kralici Cell Signalling )
(vs8orysor) 120100 onoklonalni (USA) 1:500
kralici Cell Signalling .
ERK 1/2 42,44 polyklonalni (USA) 1:500
PERK 1/2 kralici Cell Signalling .
(T202/v204) 4244 polyklonalni (USA) 1:500
D206Y/ kralici Cell Signalling .
STATS %0 monoklonalni (USA) 1:500
pSTATS 90 CT71E5/ kralici Cell Signalling 1500
(Y694) monoklonalni (USA) '
a-tubulin 50 DM1A/mysi Merck (Némecko) 1:500

monoklonalni

Tab. 4 — Seznam pouzitych sekundarnich protilatek s popisem, vyrobcem a fedénim

Zkraceny

nézev Cely nazev Popis Vyrobce Redéni
HRP-konjugovana . .
SWAR  swine anti-rabbit Ig praseci lg proti Cell Signalling 1:1000
i (USA)
kralici Ig
. . HRP-konjugovana . .
RAM  raobit arl‘;"mouse kralici Ig proti mysi  C°H (%'g”Aa)”'”g 1:1000

lg

3.1.5 Inhibitory

Studovanymi slouceninami (oznacené LGR kdédem jako 6888, 7052, 7378 a 7385)
byly derivaty 3H-pyrazolo[4,3-f]chinolinu, které byly poskytnuty prof. Hermanem
Sintimem z Purdue University, USA. Podobné slou¢eniny byly pro svou schopnost

inhibovat FLT3 kinazu studovany jiz diive (Dayal a kol., 2018).
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3.1.6 Pristrojové vybaveni

Pouzité ptistroje:

analytickd vaha KERN ABT 120-5DM (KERN, Némecko)

aparatura pro western blot Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad, USA)
automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

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

centrifuga ROTINA 420/420 R (HETTICH, Némecko)

CO2 inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

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

inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

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

laboratorni vahy KERN PCB 200-2 (KERN, Némecko)

laminarni box OS-N (Merci, Ceska republika)

lamindrni box VBH Compact, VBH36 C2 (Steril, Italie)

lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr, Némecko)

magnetickd michacka Arex-6 (VELP Scientifica, Italie)

michacka zkumavek s bezdotykovym spina¢em (VELP Scientifica, Italie)
minicentrifuga D1008 (DLAB, Cina)

pipetor accu-jet-pro (BrandTech Scientific, USA)

pipetor Swiftpet Pro (HTL, Polsko)

souprava pro SDS-PAGE Mini-Protean Tetra Systém (Bio-Rad, USA)
spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

termoblok Compact Digital Dry Bath/Block Heater (Thermo Fisher Scientific,
USA)

zdroj pro SDS-PAGE PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

Dale bylo pouZito spotiebni laboratorni zbozi:

sterilni zkumavky o objemu 10 ml a 15 ml (GAMA GROUP, Ceska republika)
sterilni Petriho misky priméru 10 cm a 5 cm (TPP, Svycarsko)

mikrozkumavky 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml (Eppendorf, Némecko)
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e nitrocelulosova membrana pro western blot (Bio-Rad, USA)

e Biirkerova komiirka (Meopta, Ceska republika)

Dale bylo pouzito bézné laboratorni vybaveni: kadinky, sklenéné ty¢inky, odmérné
valce, l1zicky, vazenky, Spicky, zkumavky, stficky, stojany na zkumavky a

mikrozkumavky, skalpely, pinzety apod.

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bunék

Bunky byly kultivovany ve sterilnich Petriho miskdch o praméru 100 mm,
v inkubatorech pfi teploté 37 °C, 100% vlhkosti vzduchu a v atmosféte s 5% oxidem
uhli¢itym. Pro bunécnou linii MV-4-11 bylo pouzito ke kultivaci médium RPMI 1640
s 10% FS.

Bunécéné linie byly pravideln€ pasdzovany, a to minimalné jednou za tfi dny.
Pouzita bunééna linie pattily mezi hematologické nadorové buiiky, jednalo se tedy o
buiky suspenzni. PasdZovani probihalo v laminarnim boxu ve sterilnim prostiedi.
Suspenze bunék byla pienesena do sterilni centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovana
5 minut pti 1000 rpm za laboratorni teploty. Supernatant byl odstranén a pelet bunék
byl v centrifugaéni zkumavce rozsuspendovan v Cerstvém médiu o pozadovaném
objemu, ktery byl uren na zakladé poctu bunék, respektive velikosti peletu. Z této
suspenze byl pfenesen urcity objem do nové sterilni Petriho misky a v ptipad¢ potieby
doplnén erstvym médiem na objem 10 ml. Objem suspenze zdleZel na potiebném

mnozstvi bun€k pro experimenty.
3.2.2 Priprava a ovlivnéni bunék pro imunodetekci

Po inkubaci byla kazda Petriho miska vzdy zkontrolovana pod mikroskopem, kde se
sledoval pocet a morfologie bunék. V laminarnim boxu byly bunééné linie pfeneseny
do sterilni centrifugacni zkumavky, ktera byla centrifugovana 5 minut pii laboratorni
teploté pti 1000 rpm. Supernatant byl poté odsan a odstranén. Do zkumavky s peletem
bylo pfidano pfesné mnozstvi cerstvého média. Objem média byl urcen na zaklade
pozadavki experimentu a poctu bunc¢k v pivodnich koloniich v Petriho miskach.
Buiiky byly v Cerstvém médiu rozsuspendovany. Ze vzniklé suspenze bunék bylo

steriln¢ odebrano 15 pl a napipetovano do Biirkerovy komtrky. Byl uren pocet bun¢k
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vl ml a vcelé suspenzi. Suspenze byla poté nafedéna Cerstvym médiem do
pozadovaného objemu o pozadované koncentraci bun¢k. Do Sterilnich Petriho misek
o pruméru 100 mm bylo napipetovano 10 ml suspenze. Pro experiment byla pouzita
koncentrace 3 500 000 bun¢k na 10 ml. Takto pfipravené bunééné linie byly
pfemistény do inkubatoru.

Inhibi¢ni latky byly nafedény v DMSO na pozadované koncentrace. Jednalo se
konkrétné o 4nM, 20nM, 100nM a 500nM roztoky inhibitorat v DMSO. Bunécné linie
Vv Petriho miskach byly nasledné ovlivnény 10 pul roztoku inhibitoru o dané koncentraci
ve sterilnim prostfedi. Pii ovlivnéni bylo dbano na rovnomérné rozlozeni latky
v suspenzi bunc¢k. Takto ovlivnéné bunécné linie byly nasledné premistény do

inkubétoru, kde se kultivovaly po pfesné urcenou dobu.
3.2.3 Sklizeni a lyze bunék

Po uplynuti pozadované doby ovlivnéni byly suspenze bun¢k pteneseny do zkumavek
a centrifugovany 8 minut pii 4 °C a 1000 g. K dikladnému pieneseni bunck byly
Petriho misky promyty 2 ml PBS. Supernatant byl odstranén, pelety byly promyty a
rozsuspendovany ve 2 ml PBS a opét centrifugovano za stejnych podminek. Po odsani
PBS byl pelet rozsuspendovan ve 2 ml PBS a suspenze byla pfenesena do
mikrozkumavek, které byly opét centrifugovany za stejnych podminek. Poté bylo PBS
odstranéno a mikrozkumavky s peletem bun¢k uskladnény pti -80 °C.

Lyze bun¢k byla provadéna na ledu. Byl pfipraven chlazeny lyza¢ni pufr W o
objemu 100-200 pl pro jeden vzorek, kdy objem zavisel na mnozstvi peletu bunék.
Pufr o daném objemu byl pfiddn do mikrozkumavek a pelet rozsuspendovan.
Nasledujicich 30 minut byl kazdy vzorek pravidelné rozsuspendovan, minimalné
ttikrat. Po dikladném rozsuspendovani byly mikrozkumavky centrifugovany 30 minut
pii 4 °C a 14000 g. Po centrifugaci byl supernatant ptfenesen do novych
mikrozkumavek, pfesny objem supernatantu byl zaznamenan.

K wurceni koncentrace proteinli v odebraném supernatantu byla pouZita
Bradfordova metoda (Bradford, 1976). Do zkumavek s 1 ml Bradfordova ¢inidla byl
napipetovan 1 pl vzorku. Roztok byl promichan na vortexu a nechal se inkubovat
10 minut pfi laboratorni teploté. Pomoci spektrofotometru byla zméfena absorbance
pfi 595 nm. Kazdy vzorek byl méfen dvakrat a hodnota koncentrace zprimérovana.
Nasledné¢ byly vzorky nafedény lyza¢nim pufrem W k dosazeni nejnizsi urcéené

koncentrace u vSech lyzatl. Poté byl ke vzorklim ptidan denatura¢ni vzorkovaci pufr
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(5x). Objem denatura¢niho pufru odpovidal %4 objemu vzorku. Mikrozkumavky byly
promichany na vortexu a 5 minut zahtivany v termobloku na 95 °C. Vzorky byly

uloZeny ve -20 °C.
3.2.4 Polyakrylamidova elektroforéza a Western blot

Separace proteini ve vzorcich probéhla pomoci SDS-PAGE polyakrylamidové
diskontinualni elektroforézy dle Laemmliho (1970). Pouzité gely byly o tloust’ce
1 mm. Byla pouzita kombinace separaniho gelu (10%) a zaostfovaciho gelu (5%).

Gely byly pfipraveny z roztokt dle tab. 5.

Tab. 5 — Slozeni roztokt na piipravu dvou 1 mm silnych gelt

Slozka Separacni gel (10%) Zaostiovaci gel (5%)
AA/BIS 3,13 ml 0,84 ml
Destilovana voda 2,67 ml 3,51 mi
Tris pH 8,8 3,50 ml -
Tris pH 6,8 - 0,63 ml
SDS (10%) 94,00 pl 50,00 pl
TEMED 6,25 pl 5,00 pl
APS (10%) 37,50 ul 30,00 pl

Do zkumavek byly pfidany vSechny sloZky roztoku na pfipravu separacniho
gelu krom APS, ktery byl pfidan jako posledni k zahdjeni polymerace. Po ptidani
posledni sloZzky byla smés okamZit¢ napipetovana mezi sklenéné desky urceny
k elektroforéze. Roztok byl napipetovan cca 4 cm pod okraj sklenéné desky. Nasledné
doslo k prevrstveni roztoku mezi skly par kapkami buthanolu k zarovnéni gelu a
vypuzeni vzduchovych bublin. Takto pfipravend smés se nechala cca 30 minut
inkubovat pfi laboratorni teploté. Po ztuhnuti gelu byl odstranén buthanol a gel byl
proplachnut destilovanou vodou. Ve zkumavce byl poté piipraven roztok pro
zaostrovaci gel, opét 1 zde byl APS piidan jako posledni a ihned po jeho ptidani doslo
Kk napipetovani roztoku na ztuhly separacni gel az po okraj skelnénych desek. Nakonec
byl mezi skla zasunut plastovy hieben, ktery vytvofil jednotlivé komory pro vzorky.

Takto pfeneseny roztok zaostfovaciho gelu byl inkubovan po dobu cca 30 minut za

48



laboratorni teploty. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byly sklenéné desky s gelem
vlozeny do elektroforetické komory.

Elektroforetické komory byly vlozeny do elektroforetické vany a z gela byl
odstranén plastovy hieben. Do komor i vany byl nalit Tris-glycinovy elektrodovy puft.
Mezitim byly vzorky proteind vyjmuty z mrazu a ponechdny v laboratorni teploté
Kk rozmrazeni. Poté byly vzorky zahtaty na 95 °C po dobu cca 2 minut. Do vzniklych
jamek v zaostfovacim gelu byl nanesen objem vzorku, ktery odpovidal 50 pg
celkovych proteinii. Do jedné z jamek byl nanesen marker molekulovych hmotnosti
0objemu 3 pl. Vana byla ptfikryta vikem a pfipojena ke zdroji napéti. Nejprve
elektroforéza probihala pti napéti 80 V, po piechodu vzorkl ze zaostfovaciho gelu do
gelu separacniho bylo napéti navySeno na 120 V. Po dostateném separovani
jednotlivych proteinli byla elektroforeticka sestava odpojena od napéti a sklenéné
desky s gely vyjmuty.

Sklenéné desky byly rozpojeny a byl odstranén zaostfovaci gel. Do pfipravené
vany sblotovacim pufrem byly umisténa blotovaci souprava. Gel byl spolu
S nitrocelulosovou membréanou vloZen mezi dvé dvojice filtraénim papiru v blotovaci
souprave. Blotovaci souprava s gelem a membranou byla pfenesena do blotovaci
komory v blotovaci vané. Do vany byl nalit blotovaci pufr po rysku. Do vany byla také
umisténa naddoba s ledem a elektromagnetické michatko. Nadoba byla uzaviena vikem,
pfemisténa na elektromagnetickou michacku a zapojena do zdroje napéti, ¢imz
probihal pfenos proteinli metodou Western blot. Hodnota proudu byla nastavena na
270 mA. Celkovy proces trval 3 hodiny, béhem této doby byl pufr stale chlazen ledem.

Poté byla souprava odpojena od zdroje napéti a nitrocelulosovd membrana byla
prenesena do roztoku Ponceau S na dobu 5 minut, coz zajistilo vizualizaci proteind.
Membrana byla poté promyta v destilované vod¢ a vysuSena na cCistém filtraénim

papiru za laboratorni teploty.
3.2.5 Imunodetekce proteini

Z nitrocelulosové membrany byly, na zékladé makru molekulové hmotnosti a pomoci
skalpelu, vyfezany cCasti, které¢ odpovidaly hmotnostem pozadovanych proteind, které
bylo vamyslu detekovat. Vytezané c¢asti byly pro vlastni potiebu oznaceny a
preneseny do 2-5% roztoku BSA nebo susené¢ho mléka v TBS-T. Takto byly
membrany tzv. blokovany vici nespecifické vazbe protilatek po dobu 1 hodiny na

kyvacce.
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Membrany byly postupné vysuSeny na filtracnim papife a pieneseny na
plastovou podlozku potazenou parafilmem, ktera byla umisténa do vany s malou
vrstvou destilované vody. Na membrany byl nanesen roztok primarni protilatky
natedény ve 2-5% roztoku BSA nebo suseného mléka v TBS-T. Typ primarni
protilatky zévisel na detekovaném proteinu. Vana s membranami byla pfikryta vikem
a umisténa do 4 °C k inkubaci pfes noc. Po inkubaci byly membrany promyvany na
kyvacce. Nejprve 5 minut v TBS, poté 5 minut v TBS-T, poté 5 minut v TBS a
nakonec 10 minut v TBS. Béhem kazdého kroku byl roztok vyménén za novy.
Membrany byly poté opét pfeneseny na plastovou podlozku s parafilmem ve vané
s trochou destilované vody. Poté byl na n¢ nanesen roztok sekundarni protilatky
natfedény ve 2-5% roztoku BSA nebo susené¢ho mléka v TBS-T. Sekundarni protilatka
byla vybrana na zdkladé specificnosti k protildtce primarni. Nasledné byla vana
uzaviena vikem a membrany se inkubovaly po dobu 1 hodiny za laboratorni teploty.
Po inkubaci byly membrany promyvany na kyvacce K odstranéni nespecificky
navazanych protilatek. Nejprve 10 minut v TBS, poté 5 minut v TBS-T, nasledné 5
minut v TBS a nakonec 10 minut v TBS. Béhem kazdého kroku byl roztok vyménén
Za novy.

Membrany byly poté vysuSeny na filtracnim papiru a pfeneseny na suchou
plastovou podloZzku s parafilmem a ptrevrstveny chemiluminiscenénim roztokem West
Pico, jenz ma detek¢ni limit okolo 1 pg. Takto byly membrany inkubovany 5 minut a
nasledné byla podlozka s membranami piesunuta do detekéniho systému, kde byl
zaznamenan chemiluminiscencni signal v podobé fotografie. V ptipad€, ze signal
nebyl dostate¢né silny, byly membrany promyty 5 minut v TBS a nésledné byl na né
nanesen chemiluminiscencni roztok West Femto, ktery ma detekéni limit v rdmci
desitek fg. Ziskany zaznam byl zpracovan v programu Multi Gauge 2.2

(Fujifilm, Japonsko).
3.2.6 Analyza bunééného cyklus pritokovym cytometrem

Bunécné linie byly pro cytometrickou analyzu ptipraveny obdobnym zpusobem jako
pro imunodetekci. Pro cytometrickou analyzu byly pouzivany Petriho misky o
priméru 50 mm s objemem 5 ml. Pro tento experiment byla pouZita koncentrace
1 500 000 buné€k na 5 ml. Takto ptipravené buiiky byly umistény do inkubétoru.
Buiky byly nasledné ovlivnény 10 pl roztoku inhibitoru v DMSO. Pouzité

koncentrace byly stejné, jako v ptipad¢ imunodetekce. Jednalo se tedy o 4nM, 20nM,
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100nM a 500nM roztoky. Po ovlivnéni byly buniky pfemistény na ptesné ur¢enou dobu
do inkubatoru.

Poté byly bunky sklizeny do centrifugacnich zkumavek na ledu. K oplachnuti
misky byl pouzit 1 ml PBS, ktery byl rovnéz pfidan do zkumavky. Zkumavky byly
centrifugovany po dobu 8 minut pii 1000 g a 4 °C. Poté bylo PBS odsano a pelet
rozsuspendovan v Cerstvém 1 ml PBS. Postup centrifugace a promyvani PBS byl
zopakovan. Nakonec byl pelet rozsuspendovan ve 100 ul PBS a fixovan 1 ml 70%
ethanolu. Fixace byla provedena prostupny piikapavanim ethanolu za soustavného
jemného michéani na vortexu. Vzorky byly takto uchovany pfi -20 °C nejméné 1 den.

Po uplynuti nejméné 24 hodiny byly vzorky na ledu dikladné promichany a
centrifugovany 8 minut pii 1000 g a 4 °C. Supernatant byl po centrifugaci odsan a byl
pfidan 1 ml PBS k rozsuspendovani bunék. Suspenze byla ponechdna na ledu ke kréatké
inkubaci (cca 5 minut). Po inkubaci byla suspenze opét centrifugovana za stejnych
podminek, supernatant byl poté odsan a pelet rozsuspendovan ve 600 ul PBS. Poté byl
pfidan roztok propidium jodidu v PBS do dosaZeni koncentrace 0,1 mg/ml. Vzorky
byly poté inkubovany ve tmé po dobu 30 minut za pokojové teploty a za pravidelného
promichavani.

Samotna analyza byla provedena na prutokovém cytometru. Pro dosazeni
analyzy obsahu jaderné DNA, a stim spojené rozdéleni bunék dle zastoupeni v
ruznych fazich bunééného cyklu, byl vyuZit excitacni laser o vinové délce 488 nm.
Me¢teni bylo provadéno dvakrat pro kazdy vzorek. Vysledky, histogramy, byly
analyzovany softwarem ModFit LT 5.0 (Verity Software house, USA). Primérné
hodnoty byly poté zpracovany ve formé grafu, ktery znacil procentudlni zastoupeni
buné¢k vriznych fazich bunééného cyklu. Zvlast byl v grafu zaznamenan podil

fragmentl bun¢k oznaceny jako ,,debris®.
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4  \/YSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni Cast prace byla provadéna v Laboratofi rustovych regulatori na
Univerzité Palackého v Olomouci v ramci dlouhodobého zkouméani potencialnich
inhibitorti kindz. Laboratof se vénuje studii selektivity a celkové u€innosti inhibitorti
FLT3, ale i jinych kinaz, jako napiiklad CDK (Jorda a kol., 2020). Krom studiu
selektivity se laboratoi vénuje také vyvoji novych latek (Gucky a kol., 2018). Diky
této skutecnosti disponuje laboratot Sirokou knihovnou inhibitort.

Tato bakalarska prace se zamétuje na studium inhibicni aktivity Ctyt latek proti
FLT3 v bunécné linii MV-4-11 akutni myeloidni leukemie. Na zaklad¢ imunodetekce
FLT3 a vybranych proteint (a jejich fosforylovanych forem), jejichz signalni drdha
souvisi s FLT3 (viz kapitola 2.4), se urCovala selektivita a u¢innost vybranych latek
(viz kapitola 3.1.5, Tab. 4). K podrobngjsi analyze na prutokovém cytometru byla
vybrana bunécna linie MV-4-11 akutni myeloidni leukemie, kterd byla ovlivnéna
jednou z inhibi¢nich latek. Tato linie je zavisla na FLT3 a vyskytuje se u ni interni

tandemova duplikace tohoto receptoru.

4.1 Imunodetekce vybranych proteini po oSetfeni bunécné linie

latkou 7052

V tomto experimentu byly detekovany FLT3, pFLT3, STATS, pSTATS, ERK, pERK
a alfa-tubulin, ktery byl detekovan pro kontrolu rovnomérného naneseni vzorki.
Seznam pouzitych protilatek je uveden v kapitole 3.1.4 v Tab. 3 a 4.

Vysledky imunodetekce proteinti po ovlivnéni bunécné linie MV-4-11 latkou
7052 jsou znazornény na Obr. 10. Sytost a rovnomé&rnost signalu alfa-tubulinu znaci
rovnomérné naneseni vzorkt. U latky 7052 byla prokazana jeji inhibicni aktivita proti
FLT3 a zaroven bylo prokézano, Ze nepotlacuje expresi této kindzy. Signal aktivované,
koncentrace 4 nmol/l. U proteinti, jejichz aktivace souvisi s aktivaci FLT3, byla
pozorovana snizujici se koncentrace aktivnich fosforylovanych forem se zvysujici se
koncentraci testované latky. Signal pERK se zacal rapidné sniZovat pifi koncentraci
inhibitoru 100 nmol/l, a pti 500 nmol/l byl signal takika nedetekovatelny. Z vysledkii
je patrné, ze po ovlivnéni testovanou latkou doslo ke snizeni koncentrace pSTATS.

Koncentrace nefosforylovanych forem obou proteina zlistaly neménné.
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Na zékladé vysledkd imunodetekce byla zhodnocena inhibicni aktivita latky
7052. Vzhledem k poklesu koncentrace fosforylovanych forem FLT3, ale i proteint,
které jsou soucasti signalnich drah sprazenych s FLT3, miize byt latka 7052

povazovana za inhibitor FLT3.

MV-4-11 s 7052

1 h ovlivnéni, nM koncentrace

k°\® N
N Q Q S
‘&90 <’)Q '\‘0 ’\9 ™ *_0(\
pFLT3 a -
e =y ¥-¥ 1
pSTATS
(Tyr694)
STATS
pERK -—
(Thr202/Tyr204) — D S -
Alfa-tubulin -- ----

Obr. 10 — Imunodetekce vybranych proteinti bunééné linie MV-4-11 ovlivnéné latkou 7052.
Alfa-tubulin je kontrolou stejnomérného naneseni vzorkd.

Védecka skupina prof. Sintima (Dayal a kol., 2018) studovala latku HSD1169,
ktera je podobna latkam studovanych v experimentalni ¢asti této prace. Pro analyzu
inhibi¢ni aktivity vici FLT3 si tato studie vybrala pSTATS a celkovy STATS. Po
dvouhodinovém inkubaci bunééné linie MV-4-11 slatkou HSDI1169 doslo
k prokazatelnému snizeni koncentrace pSTATS, a to jiz pfi koncentraci 12,5 nM.
Koncentrace STATS zlistala neménna. U latky 7052, testované v ramci této bakalarskeé

prace, byla inhibi¢ni aktivita, prokdzana poklesem koncentrace pSTATS,

53



pozorovatelnd od 20 nM. Lze tedy konstatovat, ze ob¢ latky maji velmi podobné
inhibi¢ni vlastnosti vici FLT3, a to skrze pokles koncentrace fosforylované formy
STATS.

Latka 7052 vykazovala obdobné vlastnosti, jako jiz diive studovany
quizartinib, inhibitor druhé generace. Skupina Patricka P. Zarrinkara studovala vliv
quizartinibu na bunécnou linii MV-4-11 a zaméfila se, mimo jiné, také na
imunodetekci fosforylované formy FLT3 (Zarrinkar a kol., 2009). Z vysledki jejich
studie je patrné, Ze po hodinové inkubaci bunék V prostfedi s quizartinibem bylo
mozné pozorovat citelny pokles koncentrace fosforylované formy FLT3, a to jiz pii
koncentraci 2 nM. V experimentalni ¢asti této prace byl také prokazan pokles
koncentrace fosforylované formy FLT3 u bunécné linie MV-4-11 pfi oSetfeni latkou
7052 a po hodinové inkubaci, a to jiz od koncentrace 4 nM. Skrze fosforylované formy
proteinu, jejichz aktivace je spjata s FLT3 (napf. ERK), bylo patrné, Ze inhibi¢ni
aktivita latky 7052 je v rozmezi 20 a 100 nM. V porovnani s quizartinibem byla tedy
u latky 7052 také pozorovana inhibi¢ni aktivita viici FLT3, ovSem az pti vySSich
koncentracich, tedy mezi 20 a 100 nM.

Z divodu velkého inhibi¢niho potencialu latky 7052 vici FLT3 se doporucuje
provést dalsi analyzy. Obdobné jako ve studii prof. Sintima je mozné provést
kvantifikaci mMRNA vybranych proteinii pomoci metody PCR (Dayal a kol., 2018).
Také je mozné studovat aktivitu vaci FLT3, FLT3-1TD a FLT3 s bodovou mutaci
D835Y na zékladé rostouci koncentrace inhibitoru pomoci kindzové inhibi¢ni reakce
s rekombinantnimi proteiny. Déle je mozZzné rozsifit vybér detekovanych proteinl,
naptiklad o retinoblastomovy protein, jehoz gen patii mezi tumor supresorové geny a
samotny protein se vaze na klicovy transkripéni faktor E2F, ¢imZ zadrzuje buiku
v GO bod¢ bunécéného cyklu. Jednd se tak o kli€ovy antiproliferaéni faktor, jehoz
funkce byva u vétSiny nadort, véetné AML, narusena. Také je mozné sledovat vliv
studované latky na apoptozu prostiednictvim detekce zndmych proteinti zahrnutych
V tomto procesu, jako je napiiklad protein PARP. Latka HSD1169 je oznacovéna jako
dudlni inhibitor FLT3/TOPK, ovSem detekce proteinu TOPK se nedoporucuje, jelikoz
studie neprokazaly, ze gen kodujici TOPK patifi mezi esencialni geny rakovinného

bujeni (Lin a kol., 2019).
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4.2 Imunodetekce vybranych proteinii po oSetfeni bunécné linie

latkami 6888, 7378, 7385

Cilem imunodetekce byly proteiny FLT3, pFLT3, ERK, pERK, STAT5 a pSTATS.
Seznam pouzitych protilatek je uveden v kapitole 3.1.4 v Tab. 3 a 4.

Vysledky imunodetekce proteinii po ovlivnéni bunécné linie MV-4-11 latkami
6888, 7378 a 7385 jsou znazornény na Obr. 11. U latky 6888 byla pozorovatelny
ubytek koncentrace fosforylované formy ERK, a to pti 100 nmol/l. U pSTATS5 byla
také pozorovatelna nizsi koncentrace u nejvyssi pouzité koncentrace inhibitoru. Tento
fakt odpovidd predpokladim, jelikoz se jedna o latku strukturné podobnou latce
HSD1169, kterd vykazovala inhibi¢ni aktivitu viici FLT3 skrze pokles koncentrace
pSTATS (Dayal a kol., 2018). Nefosforylované formy ERK a STATS, stejné jako
FLT3, byly dle pfedpokladu koncentracn¢ stale. U koncentrace pFLT3 nebyla
pozorovana zadna prokazatelnd zména. Tyto vysledky prokazuji inhibicni aktivitu
latky 6888 na aktivaci ERK a STATS5, ovSem neprokazuji inhibi¢ni aktivitu vaci FLT3.
Budto doslo k nespravné detekci fosforylované formy proteinu FLT3, nebo tento
inhibitor pracuje na jiném mechanismus inhibice pERK a pSTATS nez skrze FLT3.
Tuto skutecnost je mozné provétit dalSim vyzkumem.

Latka 7378 méla dle imunodetekce podobny charakter u¢inku jako latka 6888.
Dle Obr. 11 je mozné usoudit, ze ma prokazatelnou inhibi¢ni aktivitu vici fosforylaci
ERK, jelikoZ koncentrace pERK klesala jiz pfi pouziti 20 nmol/l latky 7378. Z divodu
nutnosti pouziti citlivéj§iho chemiluminiscencéniho roztoku je méné patrné, zdali doslo
ke zméné koncentrace také u pSTATS. Pokles koncentrace pSTATS je vSak
predpokladan, jelikoz je latka strukturné podobna latce HSD1169, ktera dle studii
vykazuje inhibi¢ni aktivitu vi¢i FLT3 a s ni pokles koncentrace pSTAT5 (Dayal a
kol., 2018). OvSem pro jasné ureni je doporueno provést experiment znovu.
Obdobné jako v piipad¢ latky 6888 nebyl pozorovan pokles koncentrace ERK,
STATS, FLT3 ani pFLT3, coz opét poukazuje na chybu pii detekci, nebo odlisny
mechanismus Uc¢inku latky, tedy inhibici pSTATS a pERK piimo, nebo skrze jinou
signalni drahu nez skrze FLT3.

Konec¢né u latky 7385 nebyla pozorovan Zadnd inhibi¢ni aktivita. Koncentrace
nefosforylovanych forem byly nezdvislé na koncentraci latky a byly neménné. Stejné
tak koncentrace pFLT3, pSTATS5 a pERK. Latka je tedy nevhodna k pouziti jakozto

inhibitor FLT3 pti danych koncentracich a dobé ovlivnéni.
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Obr. 11 — Imunodetekce vybranych protein bunééné linie MV-4-11 ovlivnéné latkami 6888,
7378 a 7385. Alfa-tubulin je kontrolou stejnomérného naneseni vzork.

Na zaklad¢ vysledkl tohoto experimentu lze usoudit, ze latka 7385 nema
dostatecnou inhibicni aktivitu pfi zkoumanych koncentracich a dobé ovlivnénti, jelikoz
nedoslo ke zméné koncentrace fosforylovanych forem zkoumanych proteini. Naopak
latky 6888 a 7378 vykazovaly velmi podobné vysledky, kdy pii koncentraci
100 nmol/l prokazatelné snizovali koncentrace pSTATS a pERK. Bohuzel se
nepodafilo prokazat jejich inhibi¢ni aktivitu vi¢i samotnému receptoru FLT3.
Nicméné se predpoklada jejich obdobna inhibicni aktivita jako u latky 7052, respektive
HSD1169.
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Stejné jako u latky 7052, se u latek 6888 a 7378 doporucuje dalsi analyzy.
Jedna se zopakovani experimentu pro priukaznéjsi vysledky, kvantifikace mRNA
vybranych proteinti pomoci PCR, rozsifeni vybéru detekovanych proteinti, studium
aktivity FLT3, FLT3-ITD a FLT3 sbodovou mutaci D835Y v zavislosti na
koncentraci inhibitorti, popiipadé¢ sledovani Zzivotaschopnosti bunék v prostiedi

inhibitort po delsi ¢asovy usek.
4.3 Analyza bunééného cyklu priutokovym cytometrem po oSetieni

bunééné linie latkou 7052

Z diivodu pozitivnich vysledkil inhibi¢ni aktivity latky 7052 ziskanych imunodetekci,
byla tato latka aplikovana také na bunécnou linii MV-4-11 urcenou K analyze
bunééného cyklu pratokovym cytometrem. Z divodu kli¢ové role FLT3 b&hem
bunééného cyklu je zjisténi pomérného zastoupeni bunék v jednotlivych fazich
cennym ukazatelem miry U¢inku latky 7052 na inhibici FLT3.

Vysledné histogramy jsou zobrazeny na Obr. 12. Souhrnny graf, zobrazujici
podil fazi bunééného cyklu u jednotlivych bunéénych linii je zobrazen na Obr. 13.
Z grafil je patrné, ze latka 7052 zasadné ovlivituje podil fazi bunécného cyklu. Latka
pfi koncentraci 4 nmol/l nijak zdsadné¢ pomér nemeéni a zastoupeni bunék
Vv jednotlivych fazich bunééného cyklu je obdobné jako u vzorku kontroly. Od
koncentrace 20 nmol/l je patrny pokles poctu bunék v S a G2/M fazi a rist poctu bunék
v Gl fazi. Pfi koncentraci 100 nmol/l a 500 nmol/l vzrista i podil bunénych
fragmentl, coZ znaci umrti bunék, apoptozu.

Vysledky pritokové cytometrie jsou v souladu s vysledky imunodetekce
kli¢ovych proteinti u bunéénych linii oSetfenymi latkou 7052. V kapitole 4.1 byla
prokazana inhibi¢ni aktivita latky 7052 vi¢i FLT3. Tato receptorova kinaza je spojena
s klicovymi signalnimi drahami, které ovlivituji buné¢ny cyklus a pfechod bunky skrze
G1/S kontrolni bod (viz kapitola 2.4). Mimo tyto signalni drahy je mutace FLT3,
konkrétné¢ FLT3-ITD, spojena se zvySenou expresi CDK6, na které jsou leukemické
buiiky zavislé, a coZ je kinaza spoluzodpovédna za piechod bunky skrze kontrolni bod
G1/8S, tedy spoluzodpoveédna za ptrechod bunky z G1 faze. Inhibice FLT3-1TD, tedy
snizeni exprese CDK6 a zastaveni kliCovych signalnich drah, zptsobi tzv. G1 blok.
Z tohoto divodu je velmi patrny pokles poctu bunék v S, respektive G2/M fazi

bunécného cyklu.
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Obr. 12 — Histogramy bunécné linie MV-4-11, osetiené latkou 7052 o danych koncentracich
(v¢etné kontroly) a analyzované pritokovym cytometrem dle softwaru ModFit LT 5.0 (Verity
Software house, USA). Grafy znazortiuji poéet bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu.
Prvni ¢erveny peak zleva znazoriiuje pocet bunék v G1 fazi, druhy ¢erveny peak znaci pocet
bunék v G2/M fizi, §rafovana ¢ast mezi peaky znazoriuje buiiky v S fazi. Seda &ast, pred G1
peakem, oznacuje fragmenty bunék, tzv. debris.
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Obr. 13 — Graf znazornujici jednotlivé bunééné linie MV-4-11 oSetiené latkou 7052 po dobu
20 hodin. Jednotlivé linie jsou rozdéleny dle koncentraci véetné kontroly, ktera je v grafu
oznacend jako koncentrace ,,0“. Jednotlivé faze bunétného cyklu jsou znazornény barevné
v ramci sloupce, bunécné fragmenty jsou znazornény zvlast’ formou spojnicového grafu.

vvvvvv

prof. Sintima prokazala, Ze latka HSD1169 (oznacovana jako dualni inhibitor
FLT3/TOPK), ze které latka 7052 vychazi, zptisobuje tzv. G1 blok, tedy vyznamny
narust podilu bun¢k v G1 fazi (Dayal a kol., 2018). Pouzita koncentrace pro latku
HSD1169 v této studii byla 62,5 nM a bunécna linie MV-4-11 byla této latce vystavena
po dobu 24, 48 a 72 hodin. Jasné vysledky bylo mozné pozorovat jiz po 24 hodinéch.
V ptipadé latky 7052 bylo mozné pozorovat tuto skute¢nost po 20 hodinach oSetieni a
koncentraci 100 nM, respektive koncentraci mezi 20 a 100 nM. Na zaklad€ obdobné
koncentrace a inkubacni doby nutné k pozorovani zvySeného podilu bunék v G1 fazi
(tzv. GI1 blok) lze usoudit, Ze latka 7052 vykazuje obdobnou Ucinnost jako latka
HSD1169 i pies skutecnost, ze latka 7052 neinhibuje protein TOPK.
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5 ZAVER

V poslednich desetiletich se v 1écb¢ akutni myeloidni leukemie ud¢€lal velky pokrok, a
to piredevsim diky objevu inhibitorti receptorovych kinédz, prevazné pak FLT3. I pfes
prvotni skeptické vysledky se dnes miizeme setkat naptiklad s 1écbou inhibitorem
prvni generace midostaurinem, a to v kombinaci s béznou chemoterapii. V soucasnosti
se intenzivné pracuje na klinickych studiich novych, piipadné dudlnich inhibitort,
které by mély vyfesit problémy ptedeslych inhibitort, a to jak s nizsi selektivitou vaci
FLT3, tak s mechanismem rezistence nadoru vuci inhibitoram.

V praktické Casti byly studovany ctyfii latky s potencialni inhibi¢ni aktivitou
vuci FLT3 na bunécné linii MV-4-11 akutni myeloidni leukemie. Latky byly testovany
ve tfech, respektive Ctyfech riznych koncentracich a cilem byla nésledna
imunodetekce nejen samotného proteinu FLT3, potazmo jeho fosforylované formy,
ale také proteind, jejichz aktivace izce souvisi se signalni drahou vedouci od FLT3,
tedy ERK a STATS. Bunéény cyklus linie, oSetfené latkou 7052, byl nasledné
analyzovan na pratokovém cytometru.

Latka 7052 projevila vysoky potencidl jakozto inhibitor FLT3. Na zdkladé
imunodetekce vybranych proteini byla prokdzana snizujici se koncentrace
fosforylovanych forem FLT3, ERK i1 STATS vlivem zvySujici se koncentrace
inhibitoru. Zaroven nebyla pozorovédna sniZujici se koncentrace nefosforylovanych
forem. Touto latkou byly oSetfeny také bunécné linie, u nichz byla provedena analyza
bunééného cyklu priutokovym cytometrem. Vysledky této analyzy byly v souladu
s vysledky imunodetekce. U bunéénych linii s vyssi koncentraci inhibitoru byl
pozorovan vys$i podil bunék v G1 fazi na ukor podilu bunék v S a G2/M fazi. Tato
skute¢nost potvrzuje inhibici receptorové kinazy FLT3, ktera je spojena s faktory
umoznujici prichod bunék skrze G1/S kontrolni bod. Vysledky latky 7052 byly
srovnatelné s vysledky z odbornych studii, ve kterych byla pouzita latka HSD1169, ze
které jsou odvozeny latky pouzité v experimentalni ¢asti této prace.

Latky 6888, 7378 a 7385 prokéazaly mén¢ presvédcive vysledky. Latky 6888 a
7378 vykazovaly podobny charakter inhibice. Bylo prokazano snizeni koncentrace
fosforylovanych forem ERK a STATS5 pii pouziti vyssich koncentraci téchto dvou
latek. SniZeni koncentrace fosforylované formy FLT3 se vSak prokazat nepodafilo.

Latka 7385 pak nevykazovala Zadnou inhibi¢ni aktivitu. Koncentrace vSech proteind,
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véetné jejich fosforylovanych forem byly konstantni i pii zvySenych koncentraci této
latky.

Vysledky této prace jasné prokazuji inhibi¢ni potencial latky 7052. Latky 6888
a 7378 je vhodné opakovan¢ a podrobnéji studovat, nebot’ jejich vysledky jsou
pozitivni, nikoli v8ak prikazné. Doporucuje se naptiklad kvantifikace mRNA
vybranych proteinii pomoci PCR, rozsiteni vybéru detekovanych proteind, dalsi
studium aktivity FLT3, FLT3-ITD a FLT3 s bodovou mutaci D835Y v zavislosti na
koncentraci inhibitor, popiipadé sledovani zivotaschopnosti bunék v prostiedi
inhibitorti po delsi casovy usek. U latky 7385 nebyla pozorovéna zadné inhibicni
aktivita a pro dalsi studium neni vhodnd. Prace vSak jasn¢ poukazuje na fakt, ze

inhibice FLT3 ma4 klicovou roli pfi 1écb€ akutni myeloidni leukemie.
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