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1 UVOD A CiLE PRACE

Maligni lymfomy jsou heterogenni skupina malignit, u nichz se odhaduje,
zZe predstavuji ptiblizné 3-6% onemocnéni na celém svété. Soucasnd 1écba zahrnuje zejména
nespecifickou 1é¢bu, jako je chemoterapie, chirurgie a radioterapie. Takovato 1écba vsak
postihuje nejenom neoplastické bunky, ale i zdravé tkané. Pozornost védct je proto
zamé&fena v poslednich letech na cilenou terapii, ktera by zlikvidovala specificky pouze
transformované buiiky. V soucasné dobé¢ jsou 1é€ebné postupy vylepsSovany, nicméné 1écba
lymfomd je nedostate¢na. Rada modernich postupti vyuziva kombinaci dvou a vice 1éGiv,
piisobicich &asto odlignymi mechanismy. Cetné studie prokazaly, Ze kombinace dvou latek
muze mit vétsi ucinek, nez jaky by odpovidal u¢inku souctu samotnych slozek, a zaroven
se tim mohou omezovat negativni vedlejsi G¢inky 1écby. Jednim z novych vysoce ucinnych
protinddorovych chemoterapeutik je venetoclax (ABT-199), ktery blokuje protein-
proteinové interakce mezi doménami BH3 nékterych proteinia rodiny BCL-2, ¢imZ narusuje
integritu mitochondrii a aktivuje apoptosu. Nedavné studie naznacily moznost synergického
ucinku s fadou klasickych 1 modernich protinadorovych cytostatik. Velmi zajimavé jsou
vysledky experimenti kombinujici venetoclax s inhibitory cyklin-dependentnich
proteinkinas, které reguluji bunécny cyklus a transkripci mRNA. Vyvojem a charakterizaci
inhibitorti téchto kinas se dlouhodob¢ zabyva také Laboratot ristovych regulatori. Nedavno
pfipraveny purinovy inhibitor BP-14 mé velmi silné protinddorové ucinky V riznych
modelech in vitro i in vivo, kombinace s jinymi 1é¢ivy zatim studovany nebyly. Cilem této
prace proto bylo ovéfit kombinovaného puisobeni dinaciclibu s venetoclaxem v buné¢nych
liniich non-Hodgkinovych lymfom in vitro, popsané nedavno v literatute, dale pak zejména
zjistit, zda i BP-14 zvySuje protinadorovou ucinnost venetoclaxu a piipadné popsat

mechanismus bunééného plsobeni.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Maligni lymfomy

Lymfom je obecny nazev pro celou fadu nadorti, které vznikaji v lymfatickém systému.
Vyznacuji se abnormalni reprodukci bunck v lymfatickém systému (lymfatické uzliny,
slezina, kostni dfen), v dasledku toho neni schopen organismus ucinné bojovat s infekei.
Mohou se také vyskytovat extranodalné, nejcastéji ve Stitné zlaze, gastrointestinalnim traktu
jako je zaludek, stievo, slinné zlazy a v dychacim traktu.

Odhaduje se, zZe ptiblizné 3-6% onkologickych onemocnéni jsou pravé zhoubné
novotvary lymfatickych tkani. Skupinu lymfomu tvofi ptiblizné¢ z 90% non-Hodgkinovy
(NHL) lymfomy az 10% Hodgkinovy lymfomy (HL) (Ferlay J et al. 2010). Mnoho
hematopoetickych malignit uzce souvisi s genetickymi zménami a maji vliv na patogenezi

onemocnéni a jejich klinické chovani.

2.1.1 Pfiznaky onemocnéni

NejcastéjSim prvnim piiznakem je nebolestivé zvétSeni lymfatické uzliny na krku, v podpazi
¢i tfisle. Uzliny mohou riist 1 na jinych mistech napt. uvniti hrudniku, v bfiSe, v panvi nebo
mohou lymfomy postihovat vnitini organy a tkané. Konkrétni ptiznaky zavisi na misté
postizeni a velikosti nadoru. Casto byva rozpoznani nemoci obtizné a nemocny piichazi
obvykle k 1ékafi az v pokro¢ilejsim stadiu choroby nebo jsou-li pfitomny dalsi projevy jako
jsou napiiklad horecka nad 38 °C, no¢ni poceni, vétsi ubytek hmotnosti, kasel ¢i dusnost,

svédéni kuze, otoky a bolest riznych ¢asti téla.

2.1.2 Diagnostika malignich lymfomu

Lymfomy jsou diagnostikovany pomoci biopsie lymfatickych uzlin. VySetfeni odhali
histopatologické rysy lymfomu. Nasleduji specifické charakterizace imunofenotypizaci
a fluorescencni in situ hybridizaci. Jestlize se skute¢né jedna o lymfom, jsou nutnd dalsi
vySetieni, pomoci kterych se zjisti rozsah onemocnéni, tzv. staging. Stadia malignich
lymfomu rozliSujeme dle riznych klasifikaci, jako je naptiklad Ann-Arbor klasifikace
nebo revidovana Blackledge klasifikace (Belada et al. 2009). Klinické stadium onemocnéni
ur¢ime na zakladé vySetteni pomoci CT a PET/CT (Koten J et Trnény M 2015).



2.1.3 Historie a klasifikace lymfomu

Nadory lymfatické tkan¢ jsou rozsahla a riznoroda skupina. Jednotlivé podskupiny se mezi
sebou velmi lisi a to jak klinickymi projevy, tak i lécbou a prognézou.

Prvni zminka o lymfomech se datuje k roku 1832. Thomas Hodgkin popsal lymfomy
ve svém ¢lanku, ktery bohuzel vysel bez povsimnuti (Hodgkin T 1832). Na Hodgkintiv objev
0 30 let pozd¢ji navazal Sir Samuel Wilks a na jeho pocest pojmenoval tento patologicky
material jeho jménem. Jako prvni tuto skupinu onemocnéni nazval malignim lymfomem
némecky chirurg T. Billroth roku 1871.

Prvni jednoduché pokusy o klasifikaci lymfomu byly realizovany zejména na zakladé
bunééné a tkanové morfologie (Papajik T et al. 2005, Lu P 2005). Postupem casu
se zavedenim riznych sofistikovangjsich metod a technik bylo ¢lenéni lymfomu slozité;si.
Roku 1948 americky profesor R. A. Willis napsal ve své knize Tumours of lymfoid tissue
,Nikde v patologii neni takovy chaos v nazvech, jako je tomu v ptipadé lymfoidnich nadort*
(Willis RA 1948). Tato skutecnost ¢inila zna¢né problémy nejen patologtim, ale i 1ékafum
nukledrni mediciny, klinickym Iékaiim a radiologiim, protoze bylo obtizné srovnavat
a chapat publikované udaje o vyzkumu. AZroku 1991 zalozilo 19 patologti skupinu
»International lymphoma study group* (ILSG), kterd méla za kol zkonstruovat jednotnou
nomenklaturu lymfomu a polozila tak zaklad WHO Klasifikace. Ta je dnes piijimana jako
celosvétovy standard. Zakladni historie a chronologicky vyvoj v Klasifikaci lymfomu jsou
uvedeny v tabulce 1.

WHO Kklasifikace je zalozena na zakladech Revidované evropsko-americké
klasifikace lymfomt (REAL, Revised European-American Lymphoma) a na zakladnich
principech Kielské klasifikace. Déli malignity podle ptivodu na B-bunétné neoplazie
aneoplazie T a NK-bunék, dale dle zralosti na prekurzorové a lymfomy zralych bunék
(Tabulka 2) (Foldi M et al. 2010).
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Tabulka 1: Chronologicky vyvoj v klasifikaci lymfomti. Pfevzato a upraveno z Aisenberg AC 2000.

Rok  Jméno Historicky vyvoj
1832  Hodgkin T Prvni popis lymfomu
1845  Virchow R Popis ptipadu leukemie
Bennet JH
1865 Wilks S Skupina lymfomii pojmenovana na pocest jejich objevitele, tj.
Hodgkinovy choroby
1864  Virchow R Lymfomy definované jako aleukemické leukemie
1865 CohnheimJ Zavedeni pojmu pseudoleukemie namisto aleukemie
1892  Dreschfeld J Lymfosarkom odd¢len od skupiny pseudoleukemie a
1893 KundratH Hodgkinovy choroby
1898  Sternberg C Histologicky popis Hodgkinova lymfomu
1902 Reed DM
1925  Brill NF et al. Popsan folikularni (nodularni) lymfom
1927  Symmers D
1930 Roulet F Retikularni sarkom oddélen od skupiny lymfosarkoma
1947  Jackson et Parker HJ Subklasifikace Hodgkinovych lymfomu: paragranulom,
granulom a sarkom
1956  Rappaport H et al. Prvni moderni klasifikace non-Hodgkinovych lymfomu
na zaklad¢ cytologie a infiltrace lymfomt do tkéni
1958  Burkitt DP Popsan Burkittiv lymfom
1966  Lukes RJ et Butler JJ Popsana nodularni skleroza (Hodgkintiv lymfom)
1966  Lukes RJ et al. Moderni ¢tytdilna klasifikace Hodgkinovych lymfomi
1972 Aisenberg AC et Bloch KJ  Objeveni povrchovych marker( — rozliSeni B a T-lymfocytt
1973  Barcos MP et Lukes RJ Definovan lymfoblasticky lymfom
1974  Lukes RJ et Collins RD NHL Kklasifikace zalozena na rozliSeni B a T-bunék, pfevazné
pouzivana v USA
1974  Lennert K et al. Kielska klasifikace — zalozena na rozliSeni B a T-bungk,
prevazné pouzivana v Evropé
1981  Korsmeyer SJ et al. Klonarita B-lymfomu definovana jako pteskupeni genti
imunoglobulind
1982 TaubRetal. Klonovani C-myc onkogenu z t (8; 14) Burkittova lymfomu
Dalla-Favera R et al.
1984  Tsujimoto Y et al. Klonovani BCL-2 onkogenu z t (14; 18) folikularniho lymfomu
1985  Aisenberg AC et al. Klonarita T-bunéénych lymfoma definovana jako preskupeni
Minder MD et al. gent kodujici receptory
Waldman TA et al.
1991  Rosenberg CL et al. Klonovani BCL-1 onkogenu z t (11; 14) lymfomu plastovych
buné¢k
1993 YeBHetal. Klonovéani BCL-6 onkogenu z difuzniho velkobunéného
lymfomu
1994  Harris NL et al. REAL Kklasifikace
2008  Jaffe ES et al. WHO Kklasifikace
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Tabulka 2: Lymfatické neoplazie dle klasifikace WHO 2008, 4. edice (F6ldi M et al. 2010).

Non-Hodgkinovy lymfomy

Neoplazie B-bunék

I. Neoplazie prekurzoru B-bunék

- prekurzor B-lymfoblastické leukemie/lymfomy
(celkem s 9 rozdilnymi entitami)

1I. Neoplazie ze zralych B-bun¢k

- chronicka lymfaticka leukemie/malobun&¢ny B-
lymfocytarni lymfom

- B prolymfocytarni leukemie

- splenicky lymfom z plastovych bunck

- vlasatobuné&¢na leukemie
- lymfoplazmocytarni lymfom

- Waldenstérmova makroglobulinemie

- heavy chain disease (onemocnéni tézkych
fetézcll) se tiemi riznymi entitami

- myelom z plazmatickych bunék

- solitarni plazmocytom kosti

- ectraosedlni plazmocytom

- extranodalni lymfom z plastovych bunék
(MALT-lymfom)

- nodélni lymfom z plastovych bunék

- folikularni lymfom

- velkobunéény B-bunéény lymfom u
multicentrického morbus Castlemanasociovaného
s HHV8

- lymfom z plastovych bunek

- diftizni velkobuné&ény B-lymfom NOS stejné
jako 4 podtypy

- diftizni velkobunéény B-lymfom asociovany

S chronickym zanétem

-lymfomatoidni granulomat6za

- primarni mediastinarni (thymicky)
velkobunéény lymfom z B-bun¢k

- intravaskularni velkobunéény lymfom z B-
bun¢k

- ALK-pozitivni diftizni velkobunéény B-lymfom
- plazmoblasticky lymfom

- primarni kutanni lymfom ze zarode¢nych center
- primérn¢ efuzni lymfom

- Burkitttiv lymfom

- B-buné¢né lymfomy, neklasifikovatelné

(s dvéma podtypy)

Neoplazie T-bunék
I. Neoplazie prekurzoru T-bunék
- T-lymfoblastické leukemie

II. Neoplazie ze zralych T-buné¢k
- T-prolymfocytarni leukemie

- lymfocytarni leukemie o velkych granulich

- chronické lymfoprolifera¢ni onemocnéni NK-
bunék

- agresivni leukemie NK-bung&k

- systémové EBV-pozitivni T-lymfoproliferativni
onemocnéni détského véku

- lymfom podobny hydroma vacciniforme

- extranodalni NK/T-bunéény lymfom, nazalni
typ

- T-buné&¢na leukemie/lymfom dospélého véku
- S enteropatii asociovany T-bunéény lymfom

- hepatosplenicky T-bunéény lymfom

- subkutanni pannikulitida podobny T-bunéény
lymfom

- mycosis fungoides

- Sézaryho syndrom

- primarni kutanni CD30-pozitivni
lymfoproliferativni onemocnéni (T) — dva
podtypy

- primarni kutdnni gama-delta-T-bunéény
lymfom

- primarni kutanni CD8 a CD4-pozitivni
lymfomy

- periferni T-buné¢ény lymfom

- angioimunoblasticky T-bunéény lymfom
- aplasticky velkobunéény ALK-pozitivni
a ALK-negativni lymfomy

Hodgkinovy lymfomy

I. Nodularni lymfocentricky Hodgkintv lymfom (paragranulom)

II. Klasické Hodgkinovy lymfomy

- nodularni skler6za

- smiSeny typ

- na lymfocyty bohaty Hodgkintiv lymfom
- typ chudy na lymfocyly

Lymfoproliferacni posttransplanta¢ni onemocnéni (PTLD)

- Casté zmeény (plazmocytarni hyperplazie a mononukleéze podobné obrazy)

- polymorfni PTLD
- monomorfni PTLD (B a T/NK-buné¢né typy)
- PTLD typu klasického Hodgkinova lymfomu
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2.2 Nespecificka (cytotoxicka) Iécba lymfomi

V soucasné dobé je 1éCba malignich lymfomt zalozena na kombinaci cytotoxickych
chemoterapeutickych latek, chirurgii a radioterapii. VSechny tyto metody jsou nespecifické
a postihuji nejen nadorové bunky, ale i bunky zdravych tkani organismu, s ¢imz souvisi

¢etné nezadouci ucinky.

2.2.1 Protinadorova chemoterapie

Chemoterapie je zalozena na pouziti latek zastavujicich rast bun€k neboli cytostatik. V 1é¢bé
lymfomt se podavaji témér vzdy v kombinaci, ¢imz dochazi k nasobeni u¢inku 1écby. Velmi
ziidka je zvolena monoterapie, naptiklad pti 1é¢bé nekterych indolentnich NHL. Podani
zavisi na zvoleném cytostatiku, nejcastéji vSak intravendzné. Doba piisobeni 1éCiva v téle
se pohybuje od nékolika hodin az po nékolik dnu.

Cytostatika jsou zaméfend na rychle mnozici bunky V téle, zejména na nadory,
ale také pusobi nepfiznivé i na krvinky v kostni dfeni, buiiky vlasovych kofinkd, sliznice
zazivaciho traktu a pohlavni buiiky. Z tohoto divodu dochézi k ¢etnym nezadoucim
ucinkiim, jako je snizeni krvetvorby, zejména bilych krvinek (néchylnost k infekcim),
vypadavani vlasi a ochlupeni, déle poSkozeni sliznic, nevolnost, zvraceni, ovlivnéni
plodnosti u obou pohlavi a u Zen doCasna ztrata menstruace. Reakce na chemoterapii
je individualni.

Volba lécebnych schémat zaleZi na typu lymfomu, jeho stadiu, stupni poskozeni,
veku a stavu pacienta, popi. reakci na piedchozi 1é¢bu (Koten J et Trnény M 2015, Belada
et al. 2009). Pokud se jedna o CD20-pozitivni pacienty, voli se chemoterapie v kombinaci
s rituximabem. Mezi standardni chemoterapie patii COP (cyklofosfamid, vinkristin,
prednison), COPP (cyklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, prednison),
CHOP (cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison), CHOEP (CHOP + etoposid),
FCR i. v. nebo p. o. (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab), FCM (fludarabin,
cyklofosfamid, mitoxantron), FND (fludarabin, mitoxantron, dexamethason), ABVD
(adriamycin, bleomycin, vinblastin, dakarbazin), BEACOPP (bleomycin, etoposid,

adriamycin, cyklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, prednison).
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2.2.2 Radioterapie

Principem radioterapie je pouziti vysokoenergetického ionizujiciho zafeni (pfevazné svazek
elektronti, fotonti a hadronll). Dochézi k pfenosu energie ionizujici Castice na atomy
a molekuly prostfedi, které mohou zplsobit excitaci atoml a vnitromolekularni pienos
energie. Vzniklé volné radikaly zptsobuji intenzivni oxidativni poSkozeni DNA, coz dale
vede k zastaveni rustu, az k indukci bunécné smrti. Cilem je znicit neoplastické bunky
pfi CO nejmensim zasazeni okolni tkan¢.

Nejcastéjsim vedlejSim projevem radioterapie je Unava, déle ztrata chuti k jidlu,
nevolnost, poradiacni ozehnuti kaze, podrazdéni sliznic dutiny ustni a jicnu (obtize

pfi polykani). Ztrata vlast a ochlupeni miize byt pti pouziti vysokych davek zéfeni trvala.

2.2.3 Vysokodavkova chemoterapie a transplantace krvetvornych

bunék

Transplantace kmenovych buné¢k periferni krve nebo kostni dfen¢ byva provadéna v pripade
lééby vysokodavkovou chemoterapii. Vyssi davky chemoterapie maji obvykle vyssi
1écebny postup se provadi v ptipad€, Ze se jedna o relaps, popi. kdyZ nemoc dostateéné

neodpovida na 1é¢ebné postupy a v ptipadé velmi agresivnich lymfomf.
2.3 Cilena (specificka) Iécba lymfomu

Omezena ucinnost pouzivanych lécebnych postupli stimuluje vyvoj novych terapeutik.
Velmi pokrokovou lécebnou metodou je cilend terapie, jejiz podstatou je zasazeni pouze
transformovanych bunék s minimalnim dopadem na normalni bunky. Tato terapie
je zalozena na modulaci unikatnich molekul a signalnich drah typickych pro nadorové
bunky. Cilena terapie mize byt zalozena na biologickych molekulach nebo systémech, jako
jsou napt. protilatky (imunoterapie), cytokiny, interleukiny ¢i viry, nebo se k cilené terapii
vyuzivaji nizkomolekularni latky, jako jsou inhibitory kinas (napi. BTK, ALK, CDK), BCL-
2 antagonisté, modulatory NOTCH signalizace, proteasomu a dalsi.

Nédorové bunky disponuji celou fadou mechanismi, kterymi jsou schopné unikat
imunitnimu systému. Jedna se pfedevSim o niZe uvedené alterace (Igney FH et Kramer PH
2002):

1. sniZena exprese nadorového antigenu, popiipadé jeho mutace ¢i Uplna ztrata

2. snizena exprese HLA (human leukocyte antigen) 1. tiidy
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3. produkce cytokini potlacujici protinadorovou imunitni reakci jako jsou TGF-B
(transforming growth factor beta) a IL-10 (interleukine-10)

4. exprese apoptotického receptoru Fas na povrchu neoplastickych bun¢k

5. zvySena exprese inhibi¢nich molekul CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4) nebo PD-1 (programmed cell death-1), ¢imz nadorové bunky zabramuji

cytotoxickému poskozeni zprostifedkované T-lymfocyty

2.3.1 Imunoterapie

Imunoterapie vyuziva protilatky namifené pfimo proti nadorovym lymfomovym buikam.
Po vazbé¢ protilatek na povrch neoplastickych bunék jsou tyto buiiky zni¢eny v soucinnosti
s imunitnim systémem pacienta. Uspéch a specifiénost imunoterapie je zcela zavisla
na volbé cilového antigenu. Uéelem je zvolit antigen, ktery bude unikatni pro nadorové
buriky, ¢imz se snizi pravdépodobnost rozvoje autoimunitni reakce (Igney FH et Kramer PH
2002).

Ipilimumab je pIné¢ humanizovana monoklonalni IgG1 protilatka cilena proti CTLA-
4. CTLA-4 je exprimovan na povrchu regula¢nich T-lymfocyti, které za fyziologickych
podminek brani v autoimunitnich reakcich. V mikroprostfedi nadort se regulaéni T-
lymfocyty shlukuji a brani tak cytotoxickym T-lymfocytim v likvidaci neoplastickych
bunék. Blokace CTLA-4 monoklonalnimi protilatkami ipilimumabu navraci zpét spravnou
funkci cytotoxickym T-lymfocytim (O’Day SJ et al. 2007). Ipilimumab je povazovan
Vv soucasné dobé za standardni imunoterapii melanomu (Attia P et al. 2005, Lipson EJ et al.
2011). V klinickych studiich je aplikovan pfti 1é¢bé hematologickych malignit. U této 1é¢by
sice byly prokazany imunitni neZzadouci G¢inky, ale byly snadno zvladnutelné (Davids MS
et al. 2014). Lécebny protokol byl rovnéz rozsifen o kombinaci ipilimumabu s protilatkou
namifenou proti PD-1. Vysledky studii prokazaly lepsi odpovéd pacienti na 1écbu
Vv porovnani Se samotnym ipilimumabem. V kombinaci dokonce nedochazelo k eskalaci
toxickych u¢inkt (Wolchok JD et al. 2013).

Nivolumab je plné¢ humanizovana 1gG4 protilatka namifend proti PD-1 receptoru
aktivnich T-lymfocytd. Blokuje tak vazbu s ligandy PD-L1 aPD-L2 exprimovanymi
na povrchu nadorovych bun¢k, atak odhaluje nadorové buiky imunitnimu systému
(Brahmer JR et al. 2010). Lécba touto protilatkou je zatizena vyskytem castych
imunologickych nezadoucich uc¢inkl 3 a 4. stupné. Nicméné studie prokédzala vyznamné
preziti pacientt ve Il. fazi klinického testovani (Fulchiero E et Jimeno A 2014).

Pembrolizumab (diive MK-3475 ¢i lambrolizumab) je humanizovana 19G4

protilatka proti PD-1. Stejn¢ jako nivolumab blokuje vazbu PD-1 s PD-L1 a PD-L2 (Scapin
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G et al. 2015). Casto se uplatiiuje v 16¢bé HL ale i jinych lymfomt. Ve srovnani
s nivolumabem vykazuje vys$i afinitu k PD-1, zda se tato skute¢nost promitd do lepsi
odpovédi na 1é¢bu, je nutné jesté ovetit (Hamid O et al. 2013, Mahoney KM et al. 2015,
Maly J et Alinari L 2016). Terapie pembrolizumabem je dobfe tolerovana a ve vSech
ptipadech podani dochéazelo ke snizeni celkového objemu nadoru (Moskowitz CH et al.
2014).

Rituximab (obchodni nazev Rituxan, Mabthera) byla prvni monoklonalni protilatka
cilend proti antigenu CDZ20, ktery je prezentovan na membranach vétSiny B-bunéénych
lymfomi. Molekula CD20 je idealnim cilem pro terapii protilatkami, protoze
je exprimovana pouze na membranach zralych B-lymfocytech, nikoliv na B-bunécnych
prekurzorech v kostni dfeni a plazmatickych bunkach. Po vazbé na bunky B-lymfomu
je aktivovan komplement, coz vede ke smrti B-lymfocyti a od nich odvozenych
lymfomovych bunék. Rituximab vycerpava vsechny cirkulujici CD20 pozitivni bunky
béhem 48 hodin (Bonavida B 2006, Kobos R et Terry W 2015). Od roku 1998 je schvalen
FDA (the Food and Drug Administration) pro 1é¢bu DLBCL (Diffuse large B-cell
lymphoma). Velka evropska studie testovala pouziti rituximabu u 400 pacienta s DLBCL.
Mira odpovédi na 1é¢bu byla vyznamné vyssi ve skuping, ktera uzivala CHOP v kombinaci
s rituximabem, nez ve skupiné pacientt, které byl podan pouze CHOP (Coiffier B et al.
2002). Dodnes je rituximab hojné€ uzivan v terapii lymfomt u CD20-pozitivnich pacientd.
Volba lécebnych schémat zalezi na typu lymfomu, jeho stddiu, v€ku pacienta popft. reakci
na predeslou 1écbu. Lécbu 1ékai voli bud’ v monoterapii, Casto ale v kombinaci
s chemoterapii, jako je naptiklad CHOP, COP, COPP, FCR, FCM, FND a dalsi (Belada D
et al. 2009).

Jedna z moznosti jak zvySit uCinnost monoklonalnich protilatek je vazba
radionuklidu Kk protilatce. Jedno z téchto 1é¢iv je pravé ibritumomab tiuxetan (obchodni
nazev Zevalin), coz je mysi 1gGl monoklonalni protilatka (anti-CD20), ktera
je konjugovana s raioaktivnim %Y (yttrium). Vyuziva se pro 1é¢bu pacientd s B-buné&nym
NHL, ktefi nereaguji na 1é¢bu rituximabem (Marcus R 2005).

Studie ukézaly, ze na nékterych lymfomech jsou produkovany ve velké mife
receptory CD30, coz je atraktivni cil pfedev§im pro imunoterapii. Byly vytvofeny
monoklonalni protilatky anti CD30 (brentuximab), které vykazovaly dobrou toleranci,
ale disponovaly pouze 17% odezvu u pacienti s relapsem (Forero-Torres A et al. 2009).
Proto byl brentuximab modifikovan do podoby chimérni protilatky brentuximab vedotin
(BV, obchodni nazev Adcetris). Obsahuje brentuximab a 3-5 jednotek mikrotubularniho

toxinu monometyl auristatinu E, ktery je pfipojen ptes linker (Obrazek 1) (Senter PD
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et Sievers EL 2012). V roce 2011 byl BV schvalen FDA pro 1é¢bu ALCL (Anaplastic large-
cell lymphoma) a DLBCL (de Claro RA et al. 2012). | kdyz je BV celkové dobfe snasen,
mnozi pacienti pocituji sekundarni neuropatii. Navic byla potvrzena mezilékova interakce
v soucasném uzivani BV a bleomycinu, kterd vede az Kk patému stupni plicni toxicity

(Younes A et al. 2013).

IENNIIVL S I SR DO e S 3 P
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Obrazek 1: Struktura systému brentuximab vedotin. Modfe: MMAE (monometyl aurystatin E), Cervené:
linker pro $tépeni proteasou PABC (p-aminobenzyloxy-carbonyl), Val: valin, Cit: citrulin, mAb:

monoklonalni protilatka (brentuximab). Pfevzato z Francisco JA et al. 2003.

2.3.2 Cytokiny

Cytokiny jsou jedine¢nou tfidou mezibunéénych regulaénich proteinii produkovanych
bunikami vrozené a adaptivni imunity. Jsou vylucovany do mezibunééného prostoru
nebo jsou vazané na membrany, kde ptsobi jako mediatory intercelularni signalizace
pro regulaci homeostazy imunitniho systému a zanétlivych procest (Cutler A et Brombacher
F 2005, Lee S et Margolin K 2011).

Méfeni cytokinovych profili u pacienti poskytuje podstatnou informaci o stavu
onemocnéni. Diky svym modula¢nim schopnostem je terapeutické podavani cytokint
vyhodné pro genovou terapii, lécbu infekénich a autoimunitnich chorob a pro lécbu
neoplastickych onemocnéni. Cytokiny pfimo stimuluji imunitni efektorové bunky
a stromalni bunky v misté¢ naddoru a zlepSuji tak rozpoznavani nadorovych buné€k pomoci
cytotoxickych efektorovych bunék (Cutler A et Brombacher F 2005, Lee S et Margolin
K 2011).

Cytokiny se vyznacuji vyznamnym stupném pleiotropismu, tzn. jeden urcity cytokin
ma schopnost ptisobit na mnoho riiznych typt bunck a zprostiedkovat riznorodé aZ nékdy
protichtidné ucinky, coz je hlavnim omezenim terapie nadord. Dalsi dalezitad schopnost
cytokinové signalizace je stupen redundance, v niz dochazi k tomu, Ze cytokiny maji stejné
funkéni ucinky, tzn. cytokin, ktery bude pomérné naro¢né modifikovan, mize byt nahrazen

jinymi cytokiny (Lee S et Margolin K 2011).
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K 1é¢bé pacientl s rakovinou se vyuzivaji interferony (INF) a interleukiny (IL).
Ke zmirnéni vedlejsich 0¢inkdi chemoterapie jsou aplikovany cytokiny, které fadime
mezi hematopoetické rustové faktory.

Spolecnym znakem interferoni jsou piedevSim antivirové, imunomodulacni
a antiproliferacni ucinky. V klinické praxi jsou aplikovany zejména INF-a a INF-B,
stimulujici aktivitu JAK1 (Janus kinase 1) a TYK2 (Tyrosine kinase 2) proteint, coz vede
k fosforylaci tyrosint STAT1 (Signal transducers and activators of transcription 1)
a STAT2. V koneéném dusledku je sekretovan IL-4, ktery nasledné aktivuje B-lymfocyty
(Dunn GP et al. 2005a, Dunn GP et al. 2005b).

INF-a je schvalen pro lécbu nékterych hematologickych malignich onemocnéni
a Casto je podavan jako adjuvantni (podpurna) terapie (Lee S et Margolin K 2011). Vétsinu
neuropsychiatrické problémy (Jonasch E et al. 2000, Jonasch E et al. 2001, Greenberg DB
et al. 2000, Musselman DL et al. 2001). INF-a ma ptfimy vliv na apoptosu bunck
prostfednictvim caspasového systému a podavani V nizkych davkach pusobi jako anti-
angiogenni ¢inidlo (Chawla-Sarkar M et al. 2003, Kerbel RS et al. 2004).

INF-B je terapeuticky vyznamny V potlaceni autoimunitnich reakci jako je napf.
roztrousend skleréza, dale se vyuziva pro imunostimulaci 1é¢by zhoubného nadoru.
Ve srovnavacich analyzach protinadorového ucinku INF typu I. je INF-B lepsi induktor
antiproliferativniho ¢inku nez INF-a (Borden EC et al. 1982, Chawla-Sarkar M et al. 2001,
Johns TG et al. 1992). Klinické pouziti INF-B je omezené z divodu jeho nizké biologické
dostupnosti a kvuli trvalym vedlej$im uc¢inkim (Lee S et Margolin K 2011).

INF-y se uplatituje v boji proti virovym a nékterym bakteridlnim infekcim. Podporuje
bunééné zprostiedkovanou imunitu primarné prostfednictvim svych G¢inkt na populaci
monocytli a makrofagl, zvySuje tak jejich schopnost fagocytovat. Jsou vybornymi induktory
molekul MHC Il (major histocompatibility complex Il) a podporuji také produkci nékolika
rustovych faktort, zejména TGF, ktery stimuluje proliferaci fibroblastti a syntézu kolagenu.
(Farrar MA et Schreiber RD 1993, Schoenborn JR et Wilson CB 2007). Jeho ucinky jsou
vyznamné pro endogenni ochranu organismu pfed spontannim vznikem nadorii (Dighe AS

et al. 1994).

2.3.3 Inhibice BTK

BCR (B-cell receptor) je kriticky pro normalni vyvoj B-bunék a slouzi jako antigenovy
receptor regulujici n€kolik bunéénych procest, véetné proliferace, diferenciace, apoptosy

a migrace bun¢k (Mohamed AJ et al. 2009, Chavez JC et al. 2013). BTK (Bruton tyrosine
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kinase) je zapotiebi pro aktivaci BCR, coz vede ke spousténi kaskady déju ovliviiujicich
drahu nuklearniho faktoru NF-xB (nuclear factor kappa B). Nadmérna exprese BTK
je spojovana s vyvojem nékterych B-bunécnych malignit véetné CLL (chronic lymphocytic
leukemia), MCL (mantle cell lymphoma), FL (follicular lymphoma), DLBCL (diffuse large
B-cell lymphoma) a ALL (acute lymphoblastic leukemia). Proto jednim z ustfednich
terapeutickych cilti je pravé inhibice BTK (Pan Z et al. 2007, Young RM et Staudt LM
2013). Bylo provedeno nékolik preklinickych studii zaméfenych na inhibici BTK
a jako slibny inhibitor, vyvolavajici impozantni odpovédi, byl identifikovan ibrutinib.

Ibrutinib (PCI-32765) se kovalentné vaze v aktivnim mist¢ BTK a inhibuje
tak fosforylaci na Tyr??® (Novero A et al. 2014, Honigberg LA et al. 2010). Inhiboval in vitro
rast bunéénych linii DLBCL, které nadmérné exprimuji BTK (Davis RE et al. 2001), a také
byla prokazana jeho aktivita na zvifecich modelech (Honigberg LA et al. 2010). V 1. fazi
klinického testovani byla prokazéna uplna nebo témét Gplna obsazenost BTK ibrutinibem
s klinicky aktivni davkou u pacientl s relapsem/refrakterni NHL a CLL (Advani RH et al.
2013). Nasledujici klinické studie (faze 2 a 3) také prokazaly vyznam ibrutinibu u nékolika
typtt malignit B-bunék vcetné kombinaci s ofatumumabem, bendamustinem, rituximabem,
temsirolimusem ¢i RCHOP (Byrd JC et al. 2013, Byrd JC et al. 2014, Chanan-Khan A et al.
2016, Dreyling M et al. 2016, Wang ML et al. 2013, Wilson WH et al. 2015, Younes A
et al. 2014).

2.3.4 Inhibitory NOTCH

NOTCH je wvysoce konzervovany signalizatni systém, ktery umoznuje interakci
mezi sousednimi buiikami a jejich komunikaci. Buiiky tak kontroluji svou diferenciaci,
proliferaci a apoptosu pomoci transmembranovych receptorti a ligandi (Morgan TH 1917).
NOTCH signalizace hraje dulezitou roli v procesu krvetvorby a v angiogenezi
a jeho aktivace je vysoce zavisla na sile signalu a typu buniky, proto zména ve fyziologické
signalizaci muze pfispivat k rozvoji a ristu rakoviny prostfednictvim riznych mechanismu
(Gu Y et al. 2016). Nejvétsi podil na deregulaci NOTCH signalizace ma pravé onkogenni
mutace receptoru NOTCHI1, ktery reprezentuje ptes vice nez 50% T-bunécnych akutnich
lymfoblastickych leukemii (Weng AP et al. 2004), nicméné u ostatnich akutnich leukemii
muze pusobit jako nadorovy supresor (Lobry C et al. 2013, Kannan S et al. 2013). Mutace
receptoru NOTCHI1 predstavuje nepfiznivy prognosticky marker u CLL (Willander K et al.
2013), ale i konstitutivni aktivace NOTCHZ2 je z 8% evidovana v piipadech DLBCL (Lee S-
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Y et al. 2009). V soucasné dobé neni mnoho inhibitort NOTCH. V preklinickych studiich
jsou testovany piedevsim inhibitory y-sekretasy (GSI) (Purow B 2012).

V  normalnich hematopoetickych buinikach je receptor St€pen Vv misté
S2 a S3 metaloproteasou TNF-a. konvertasou a komplexem y-sekretasy, nasledkem toho
se uvolni intracelularni fragment NOTCHI1 (ICN). ICN se dale piemisti do jadra,
kde je zahajena signalni transdukce. Mutace NOTCH1 v buiikach ALL usnadiuje $tépeni
ICN a prodluzuje se tak polocas rozpadu, coz zpusobuje abnormalni rist bun¢k leukemie.
Inhibitory y-sekretasy (GSI) zabranuji $t€peni v misté S3 a timto blokuji aktivitu NOTCHI.
U bunéénych linii ALL, AML a B-buné&nych lymfomi s mutovanym NOTCHI1 bylo
prokazané, ze GSI indukuji apoptosu (Weng AP et al. 2004, Malecki MJ et al. 2006, Kogoshi
H et al. 2007).

Dalsi experimentalni 1é¢iva zahrnuji inhibitory a-sekretasy, ¢i vyuzivaji dalSich

ptistupti, jako jsou protilatky nebo interferujici RNA (Purow B 2012).

2.3.5 Cyklin-dependentni kinasy a jejich inhibitory

Aktivita cyklin-dependentnich proteinkinas (CDK) je regulovana fosforylaci (pomoci
enzymi proteinkinas) a defosforylaci (pomoci enzymi proteinfosfatas). CDK jsou
proteinové kinasy serinu/threoninu, jejichz aktivita zavisi na vazbé a aktivaci cyklinovymi
partnery (cykliny). Tyto heterodimerni komplexy mohou fosforylovat rizné substraty, které
se podileji na kontrole transkripce a progrese buné¢ného cyklu (BC) v reakci na rtizné
podnéty (Malumbres M et Barbacid M 2005). CDK jsou regulovany akumulaci a degradaci
cyklinu. Cykliny samy o sob¢ nedisponuji enzymovou aktivitou, ale jejich navazani na CDK
je nezbytné k jejich enzymové aktivaci. Rizné komplexy cyklin-CDK spoustéji rizné kroky
bunééného cyklu (Tabulka 3).

Jednotlivé udalosti BC se objevuji v pfesné daném potadi, proto musi systém
regulace BC ve spravném case aktivovat enzymy a jiné proteiny nezbytné pro provedeni
kazdého procesu a po dokonceni daného procesu je musi deaktivovat. Musi také zajistit,
aby byl kazdy krok cyklu dokonéen diive, nez za¢ne krok nasledujici. Systém musi reagovat
na signaly z okolnich bunék, nebot’ hraje kli¢ovou roli v regulaci poctu bun¢k. Deregulace
muze totiz podporovat nebo ptimo zptisobovat vznik rakoviny.

Smyslem regulac¢niho systému je zastavit bunécny cyklus v kontrolnich bodech
(v G1 a G2 fazi BC). V kontrolnich bodech miize byt systém regulovan signaly od ostatnich
bungk, jako jsou rustové faktory a jiné extracelularni molekuly, které mohou bunécné déleni

inhibovat nebo naopak podporovat. Specifické CDK-inhibi¢ni molekuly mohou zastavit
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BC v kontrolnich bodech a to vazbou, ktera blokuje aktivitu nebo sestaveni jednoho

nebo vice cyklin-CDK komplexd.

Tabulka 3: Funkce vybranych CDK a jejich cyklinovych partnerd. Pfevzato a upraveno z Roskoski R Jr.
2016.

Enzym Cyklin  Funkce

CDK1 A/B Spousti prechody S-G2 a G2-M

CDK2 E Spousti prechod z G1 do S-faze, indukuje biosyntézu histonu a duplikaci
centrozomu

CDK2 A Reguluje prechod pies S fazi

CDK3 C Spousti navrat z GO faze do G1 faze fosforylaci retinoblastomu; oprava
DNA

CDKA4/6 D1/2/3  Zprosttedkovava fosforylaci retinoblastomu v G1-fazi; Stimuluje
syntézu cyklind E; Syntéza cyklind typu D je fizena extracelularnimi
mitogeny

CDK5 P35, G Neuronalni funkce; epigeneticka regulace; syntéza glykogenu; sekrece
inzulinu

CDKZ7 (CAK) H Zprosttedkuje aktivaci CDK katalyzou fosforylace zbytku threoninu v T-

smycce nebo aktivaénim segmentu; tvori soucast komplexu TFIIH, ktery
je dulezity pro regulaci transkripce RNA polymerasy Il a opravy DNA
CDK8 C Reguluje transkripci fizenou RNA polymerasou Il; inhibuje lipogenezi
CDK9 T Reguluje transkripci fizenou RNA polymerasou Il
CDKO9 K Reguluje transkripci fizenou RNA polymerasou I, DNA opravy
CDK10 M Reguluje ptechod z G2 do M-faze

Aktivita CDK se zvySuje u proliferativnich onemocnéni, jako je rakovina, kvuli Casté
nadmérné expresi pozitivnich regulatori (cyklinll) a casté inaktivaci inhibitori CDK
(Malumbres M et Barbacid M 2001). Hledani inhibitort bunééného cyklu se stalo
pfedmétem intenzivniho zajmu, ktery vedl k identifikaci Siroké skaly slou¢enin inhibujicich
CDK (Grant S et Roberts JD 2003). Preklinické studie ukazaly, ze inhibitory CDK maji
schopnost nejen zablokovat proliferaci neoplastickych bunék, ale také indukovat bunécnou
smrt riznymi mechanismy.

Prvni CDK inhibitory byly vyvinuty pfevazné proti CDK2 a byly relativné
neselektivni. Tyto inhibitory zahrnuji flavonoidy, puriny, indenopyrazoly, aminopyrimidiny,
aminothiazoly, indirubiny, hymenialdisiny a derivaty paullonu (Asghar U et al. 2015,
Sanchez-Martinez C et al. 2015). Prvni generace CDK-inhibitorti zahrnuje i flavopiridol
a R-roscovitin. Tyto slouceniny vykazuji malou specificitu vici jednotlivym CDK
a proto jsou bézné oznacovany jako pan-CDK inhibitory. Obecné plati, ze inhibitory prvni
generace trpi nizkym terapeutickym indexem, coz vede k toxicit¢ pii koncentracich
nezbytnych pro u¢innou inhibici. Z téchto divoda byly vyvinuty inhibitory pan-CDK druhé
generace jako jsou dinaciclib, AT7519, milciclib (také znamy jako PHA-848125AC), TG02,
CYCO065 a RGB-286638 (Otto T et Sicinski P 2017). Chemickeé struktury dale zminénych

CDK inhibitorti jsou uvedeny na obrazku 2.
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Flavopiridol (alvocidib) je semisynteticky alkaloid rohitukinu a jako naprosta vétSina
ostatnich  inhibitora je 1 tento ATP-kompetitorem. Flavopiridol inhibuje
pfi submikromolarnich koncentracich CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, CDK7 a rovnéz
inhibuje CDK9, ktery je kliCovy pro regulaci transkripce mRNA, podili se totiz
na fosforylaci RNA polymerasy Il (Carlson BA et al. 1996). Tato sloucenina je schopna
zastavit bunécny cyklus ve dvou trovnich: bud’ béhem faze G1 nebo béhem piechodu
mezi fazi G2 a M (Kaur G et al. 1992). Ackoliv flavopiridol vykazoval vyznamnou
protinadorovou aktivitu v preklinickych studiich (Arguello F et al. 1998), ve druhé fazi
klinického testovani vykazoval nedostateCnou ucinnost u solidnich karcinomi. Naopak
vyznamny protinadorovy ucinek byl pozorovan u hematologickych malignit, jako je CLL,
avsak odpovédi na 1é¢bu byly omezeny toxicitou (Aklilu M et al. 2003, Burdette-Radoux S
et al. 2004, Byrd JC et al. 2007 a 2005, Liu G et al. 2004, Schwartz GK et al. 2001).

R-roscovitin (seliciclib) byl zafazen do klinickych studii v roce 2001 firmou Cyclacel
Pharmaceuticals, Inc. Tento derivat inhibuje CDK1, CDK2, CDK7 a CDK9, inhibi¢ni
aktivita této slouceniny je slaba viici CDK4 a CDKG6. Roskovitin inhibuje jak fosforylaci
proteinu retinoblastomu (Rb), tak i C-terminalni domény RNA polymerasy Il (Meijer L et al.
1997, McClue SJ et Blake D 2002). Roscovitin byl ovéfovan ve dvou klinickych studiich
faze I (Benson C et al. 2007, Le Tourneau C et al. 2010).

Pozd¢jsi prace vsak ukazala, Ze mnoho bunéénych aktivit téchto inhibitorti bylo
pravdépodobné vysledkem inhibice CDK7 nebo CDK9, véetné transkripcni inhibice
buné&¢ného cyklu a genl souvisejicich s apoptosou (Lam LT et al. 2001, MacCallum DE
et al. 2005, Whittaker SR et al. 2007, Whittaker SR et al. 2004).

Do druhé generace pan-CDK-inhibitori patii dinaciclib (MK-7965, SCH 727965),
ktery je zvlasté silny inhibitor CDKI1, CDK2, CDKS5 a CDK9. Vykazuje vysokou
antiproliferacni aktivitou proti vét§ing rakovinnych bunék. V roce 2012 vstoupil do treti faze
klinického testovani (Guha M 2012). Vzhledem k slibnym vysledkim u inhibitord CDK
prvni generace testovanych na pacientech s CLL (Byrd JC et al. 2007), byla studovana jeho
aktivita u pacientu s recidivujici ¢i refrakterni CLL (Flynn J et al. 2015). Celkové 54%
respondentll reagovalo na lécbu, pficemz Castym nezadoucim Uc¢inkem byla cytopenie
a syndrom rozpadu nadoru. Z hlediska hematologickych uc¢inkli bylo prokazano, ze 1écba
dinaciclibem reverzibilné snizuje pocet neutrofild a retikulocyti (Parry D et al. 2010). Byla
hlaSena také ortostatickd hypotenze a zvySend hladina kyseliny mo¢ové, nicméné celkové
byl dinaciclib dobfte tolerovan (Nemunaitis JJ et al. 2013). Dalsi studie zkoumaly G¢innost
1é¢by dinaciclibem v kombinaci s imunoterapii (Pembrolizumab) nebo s inhibitory PARP

(veliparib) (Hossain DMS et al. 2016).
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V soucasné dob¢ se obraci védecky zajem na specifické antagonisty konkrétnich
CDK. Jednim z piikladii je trojice slibnych znacné specifickych inhibitori CDK4/6:
Palbociclib (PD0332991), Abemaciclib (LY2835219) a Ribociclib (LEEO11). Inhibice
CDKA4/6 vede ke snizeni hladin fosforylovaného Rb, podporujici tvorbu komplexti Rb-E2F
a prevenci aktivity transkripéniho faktoru E2F. Na ostatni CDK tyto inhibitory nemaji zadny
vliv a jejich aktivita je zvlast vyznamna u nadord, které exprimuji protein Rb (Pan Q et al.
2016).

Palbociclib

N N NPT
WearWedby
N/>—

Roscovitin Abemaciclib

p \NYC .
OH HN /ENj/NH\ﬁN\ N P
= N AT _
A Q\‘ N
SN - AN

Dinaciclib Ribociclib

Obrazek 2: Chemické struktury vybranych inhibitord CDK.
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2.3.6 Proteinova rodina BCL-2 a vybrana léciva

Nepretrzitd programovana bunéfna smrt je nezbytnd pro udrZeni tkanové
homeostazy a tento proces je pozitivné ¢i negativné regulovan specifickymi geny (Ellis HM
et Horvitz HR 1986). Deregulace apoptosy mize vést k tézkym porucham tkané, které
mohou nakonec vyustit v rakovinu (Thomas S et al. 2013).

Mitochondrie pfedstavuje centralni regulaéni uzel v apoptotickém procesu,
jejimz rozhodujicim faktorem je proces mitochondridlni permeabilizace (MOMP,
mitochondrial outer membrane permeabilization). MOMP je ovliviiovana skupinou proteint
rodiny BCL-2 (B-cell lymphoma/leukemia 2). Nevyvazena exprese ¢lent rodiny BCL-2
je spojovana s vyvojem hematologickych malignit (Obrazek 3), jako je lymfom, leukemie
nebo myelom a tzce souvisi s rezistenci na chemoterapii a radiacni 1é¢bu (Adams JM

et Cory S 2007, Brinkmann K et Kashkar H 2014, Thomas S et al. 2013).

Stresové podnéty  Disbalance v hladinach cytokint

— BIM  **BL, MCL,
Diversni B-bunéény lymfom

| 1 BH3-only PUMA ** BL
EREENE proteiny T

NOXA **DLBCL

BAD **DLBCL
Diversni B-bunéény lymfom ** BCL-2

AML, MCL, DLBCL, NHL, MM ** MCL-1 Antiapoptotické |
BCL-2 proteiny
Diversni B-bunéény lymfom ** BCL-XL
ALL, CLL, MCL** Al
Diversni B-bunéény lymfom

Proapoptotické BAX  *BL,PCL,ALL

BCL-2 proteiny 7
BAK

* Marker citlivosti k [éébé pomoci chemoterapie.

e s . . - Cytochrom ¢
* Ztrata funkce / delece zjisténa v nadorovych tkanich y

pacienta. i

* Zesileni funkce / zvySené exprese zjisténé v nadorovych Aktivace caspas
tkani. i
Apoptosa

Obrazek 3: Vyznam proteinové rodiny BCL-2 v apoptose a hematologickych malignitach. Vlastni
zpracovani dle Brinkmann K et Kashkar H 2014. Vysvétlivky: AML (acute myeloid leukemia); ALL
(acute lymphoblastic leukemia); BL (Burkitt’s lymphoma); CLL (chronic lymphocytic leukemia);
DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma); MCL (mantle cell lymphoma); MM (multiple myeloma); NHL
(non-Hodgkin’s lymphoma).

BCL-2 proteiny jsou na zaklad¢ jejich struktury a funkce rozdéleny do tfi skupin,
na antiapoptotické (enablery apoptosy), proapoptotické (aktivatory apoptosy) a BH3-only
proteiny (Obrazek 4) (Adams JM et Cory S 2007).
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Skupinu antiapoptotickych proteinti zahrnuji proteiny BCL-2, BCL-XL (B-cell
lymphoma-extra large), MCL-1 (myeloid cell leukemia 1), BCL-W (BCL-2-like protein 2)
a Al (BCL-2 related protein Al). Fyziologickou funkci je chranit bunku pied riznymi
cytotoxickymi stimuly vazbou na proapoptotické proteiny.

Aktivatory apoptosy jsou BAK (BCL-2 antagonist killer), BAX (BCL-2 associated
x protein) a BOK (BCL-2 related ovarian killer), z nichz prvni dva pfevazuji a lokalizuji
se na mitochondridlni membran€. Po obdrzeni signdlu smrti dochazi k oligomeraci BAK,
BAX a BOK, jejiz vysledkem je tvorba mitochondridlnich pori. Nasledkem toho dochézi ke
zvySeni permeability mitochondrialni membrany a je uvoliiovan cytochrom ¢ do cytosolu,
kde iniciuje proteolytickou aktivaci caspas, kulminujici v apoptotické bunééné smrti (Adams
JM et Cory S 2007, Brinkmann K et Kashkar H 2014, Thomas S et al. 2013).

Zastupci proteinové rodiny BCL-2 obsahuji alespon jeden konzervovany sekvenéni
motiv BCL-2 homologni domény (BH1, BH2, BH3 a BH4), viz obrazek 4 (Muchmore SW
et al. 1996). Zvlastni skupinou jsou BH3-only proteiny, které postradaji vSechny ostatni
BCL-2 homologické domény s vyjimkou BH3. Tato skupina obsahuje celkové osm ¢lent,
a to BIM (BCL-2-interacting mediator of cell death), BID (BCL-2-interacting domain death
antagonist), BIK (BCL-2-interacting killer), BAD (BCL-2 antagonist of cell death), BMF
(BCL-2-modifying factor), HRK (Harakiri), PUMA (p-53 upregulated modulator
of apoptosis) a NOXA (NADPH oxidase activator).

A. Antiapoptotické proteiny B. Multidoménové proapoptotické proteiny
| |BH4| |BH3| |BH1| |BH2| |TM| | BCL-2 | |BH3| |BH1| |BH2| |TM| | BAX
[ Iena|  |em3| |eni| |em2| |rm]] BoL-xe | [sra|  [eHa] H2| [rv]| BAK

C. Proapoptotické BH3-only proteiny

[ [sra]  lens| [ema] |eH2| frw]] BoLw

| [er3|  |m|| BIM
[ Isna] [ens] [era] [eme] [rm | mcL-1 | el |
BH3 PUMA
[ [sra]  [eHs| [Hi| [eHe] | BCL-2A1/BFLL | ] |
BH3 NOXA
[ Iena|l |ens| [ema| [eH2| |v|] BCL-B
| [5H3 | [rvf| HRrK

Obrazek 4: Schematické znazornéni vybranych proteinii BCL-2. Clenové rodiny sdileji az étytfi BCL-2
homologické domény (BH1-4), popiipad¢ transmembranovou doménu (TM). Vlastni zpracovani

dle Vogler M et al. 2017.

Na zakladé struktury a funkéni interakce BCL-2 proteint byla syntetizovana fada
nizkomolekularnich latek, které funkéné napodobuji proapoptotické BH3-only proteiny.
Tato tzv. BH3-mimetika se vazi na BH3 vazebné misto BCL-2 antiapoptotickych proteint
(BCL-2, BCL-XL, MCL-1 aj.), coz zpusobi uvolnéni efektorovych proapoptotickych BAK
a BAX z vazby na BCL-2 antiapoptotické proteiny. BH3-mimetika délime na nespecificka,
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u kterych se piedpoklada dalsi mechanismus u¢inki, nez jen pouze BH3 mimikry (gossypol,
apogossypol a obatoclax), a specificka BH3-mimetika (ABT-737, oblimersen) (Deng
J 2017).

Gossypol je piirodni polyfenolovy aldehyd nalezeny v extraktu baviniku (rod
Gossypium, ¢eled” Malvaceae, slézovité). Pavodné byl charakterizovany jako specificky
antagonista BCL-XL (Kitada S et al. 2003). Nasledujici studie prokazaly, Ze gossypol pisobi
jako pan-BCL-2 inhibitor, je tedy schopen inhibovat vétSinu antiapototickych BCL-2
proteinti (Zhai D et al. 2006). V preklinickych studiich vykazuje silnou protinadorovou
aktivitu na modelech DLBCL (Mohammad RM et al. 2005), CML (Meng Y et al. 2007),
CLL (Balakrishnan Ket al. 2009) a NHL (Li ZM et al. 2008). Vzhledem K toxicité
zpuisobené pravdépodobné dvéma reaktivnimi aldehydovymi skupinami byly navrzeny jiné
latky odvozené od gossypolu, jako je naptiklad apogossypol. Studie prokazaly, Ze pfipravek
apogossypol ma vynikajici G¢innost a je zna¢né sniZena toxicita ve srovnani s gossypolem
(Shelley MD et al. 2000, Kitada S et al. 2008).

Obatoclax, také zndm jako GX-15-070, fadime do pan-BCL-2 inhibitori, jehoz
interakce indukuje apoptosu pievazné nezavisle na BAX/BAK v nadorovych bufikach
a zabranuje ristu nadoru. Jedna se o nizkomolekularni latku. Hydrofobni povaha obatoclaxu
je dulezita pro lokalizaci slou¢eniny na mitochondrialni membranu, coz podporuje interakci
obatoclaxu s BCL-2 proteiny, které jsou zde umistény (Nguyen M et al. 2007, Vogler M
et al. 2009). Obatoklax vykazuje vyznamnou protinadorovou aktivitu v bunéénych liniich
odvozenych od pacienti trpicich riznymi hematologickkymi malignitami a pevnymi tumory
(Vogler M 2014, Goard CA et Schimmer AD 2013). Obatoclax byl podavan jak samostatné,
tak v kombinaci s chemoterapii a byla dokonéena fada klinickych studii (faze 1 a Il),
vysledky bohuZzel nebyly pfili§ vyznamné. Jako nejcastéjsi vedlejsi ucinky byly hlasené
ospalost, euforie a zmatenost. Mechanismus, ktery je zdkladem vyvoje neurologickych
priznaki, je doposud neobjasnén. V soucasné dob¢ neexistuji zadné probihajici klinické
studie (Opydo-Chanek M et al. 2017).

Oblimersen je jednovlaknova DNA molekula o velikosti 18-merti (Schlagbauer-
Wadl H et al. 2000). V bunéénych kulturach inhibuje expresi BCL-2 proteinu hybridizaci
s BCL-2 mRNA (Ramanarayanan J et al. 2004). I ptes slibné vysledky v prvni a druhé fazi
klinického testovani u CLL (O’Brien SM et al. 2005), myelomu (Badros AZ et al. 2005)
amelanomu (Bedikian AY et al. 2006), nebyl oblimersen schvalen FDA, kvili
neuspokojivym vysledktum ve tieti fazi testovani (O’Brien SM et al. 2009).

ABT-737 se vaze s velmi vysokou afinitou (Ki < 1 nM) k BCL-XL, ale diky

své podobné struktute také k BCL-2 a BCL-W. Zejména MCL-1, BCL-B a BCL-2A1 maji
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méné¢ homologni strukturu, a proto nejsou inhibovany. Nasledujici studie ukazaly,
ze je vhodny pro pouziti u hematologickych pacientd, ale byl méné aktivni u solidnich
nadord. Pozoruhodnou vyjimkou byl SCLC (Small cell lung cancer), kde bylo zjisténo,
ze neékteré bunécné linie jsou vysoce citlivé na ABT-737. Dalsi studie zkoumaly ucinek
ABT-737 v SCLC a identifikovaly zakladni roli MCL-1 pfi urcovani rezistence na ABT-
737. Bunééné linie, které maji nizkou expresi MCL-1 jsou citlivéjsi na podani ABT-737,
nez ty s vysokou expresi MCL-1 (Tahir K et al. 2007, Lin X et al. 2007, Hann CL et al.
2008). Hlavnim omezenim ABT-737 jako protinadorového 1éku je to, Ze neni peroralné
biologicky dostupny, coZz muze omezit ddvkovaci rezimy zejména pii chronické 1écbe.
Za timto Gcelem byla vyvinuta piibuzna sloucenina navitoclax (ABT-263) (Tse C et al.
2008). Biologicka aktivita ABT-737 a ABT-263 se jevi jako srovnatelna, ackoli bylo
prokazano, ze ABT-263 je rychleji vazan lidskym sérovym albuminem nez ABT-737
(Vogler M et al. 2010).

Navitoclax (ABT-263) je nizkomolekularni latka, ktera se G¢inné vaze na BCL-2,
BCL-XL a BCL-W. V dutsledku vazby jsou uvoliiovany vazané proapoptotické proteiny,
¢imz nasledné dochazi k MOMP v rakovinnych bunkach zavislych na BCL-2 (Tse C et al.
2008). V ranych klinickych studiich navitoclax vykazoval u¢innost pii 1é¢bé CLL a SCLC
(Gandhi L et al. 2011, Roberts AW et al. 2012). Lécba navitoclaxem vSak zpUsobuje
trombocytopenii, jelikoz trombocyty jsou zavislé na antiapoptotické bilkoviné BCL-XL.
Podévani ABT-263 tedy vyzaduje omezeni davky u mnoha malignich onemocnéni, zejména
u leukemickych pacientt, kteti ¢asto jiz trpi existujici trombocytopénii (Schoenwaelder SM
et al. 2011). Tato skutec¢nost vedla k vyvoji venetoclaxu (ABT-199), modifikovaného BH3-
mimetického derivatu ABT-263, ktery ma zachovanou specificitu pro BCL-2, ale postrada
afinitu k BCL-XL (Souers AJ et al. 2013). Venetoclax je vysoce selektivni inhibitor BCL-
2, ktery ma dobrou biologickou dostupnost po peroralnim podéani a je velmi u¢inny pfii
indukci bunééné smrti u malignit BCL-2 pozitivnich pacientll. Venetoclax v souc¢asné dob¢

prochazi intenzivnim klinickym testovanim (Vogler M et al. 2017).
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Obrazek 5: Chemické struktury nékterych BH3-mimetik.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pristrojové vybaveni

V experimentech bylo pouzito nasledujici pfistrojové vybaveni: analytickd vaha 440-33N
(KERN), aparatura na elektroforézu Mini Protean Tetra System (BioRad), blokovy termostat
MBT 250 (Fisher), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad), centrifuga BR4i
(Jouan), CO2 inkubator (Sanyo), digitalni zobrazovaci pfistroj LAS 4000 (FujiFilm),
flowbox s vertikalnim proudéni vzduchu TC 48 (Gelaire, Flow Laboratories), horizontalni
kruhova a vibracni tfepacka Reax Top (Heidolph), magneticka michacka s ohfevem RCT
basic safety control (IKA), membranova vyvéva (KNF LAB Laboport), inverzni mikroskop
TMS (Nikon), odstiedivka MPW 15 (Formed), tfepacka s kyvavym pohybem Mini Rocker
MR-1  (Biosan), ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin),
spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu), destickovy spektrofotometr Infinite M200 PRO
(Tecan), vodni lazen GFL 1032, zdroj na western blot E-C Apparatus Corporation EC300P
(Thermo Scientific), zdroj napéti na elektroforézu E-C Apparatus Corporation EC105

(Thermo Scientific).

3.1.2 Chemikalie

Pii praci byly pouzity nasledujici chemikalie Vv Cistot€ pro molekularni biologii: 2-
merkaproethanol (Serva); 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
=MTT (Sigma Aldrich); akrylamid (Sigma Aldrich); aprotinin (Sigma Aldrich);
bromfenolova modi (Merck Millipore); Coomassie brilliant blue (Sigma Aldrich);
dimethylsulfoxid = DMSO (Sigma Aldrich); dinaciclib (Selleck Chemicals); dithiothreitol
= DTT (Sigma Aldrich); dodecylsiran sodny = SDS (Sigma Aldrich); ethanol (Sigma
Aldrich); fenylmethylsulfonylfluorid = PMSF (Sigma Aldrich); fetdlni sérum = FBS
(Invitrogen); fluorid sodny (Sigma Aldrich); glycerol (Sigma Aldrich); hovézi sérovy
albumin = BSA (Sigma Aldrich); chemiluminescen¢ni substrat SuperSignal West Pico
(Thermo Scientific); kultivacni médium RPMI 1640 (Sigma Aldrich); kyselina fosfore¢na
(Sigma Aldrich); kyselina octova (Sigma Aldrich); leupeptin (Sigma Aldrich); L-glutamin
(Sigma Aldrich); N,N"-methylenbisakrylamid (Sigma Aldrich); n-butanol (Sigma Aldrich);
penicilin  (Sigma Aldrich); peroxodisiran amonny = APS (Sigma Aldrich);

polyoxyethylensorbitanmonolaurat = Tween 20 (Sigma Aldrich); proteinovy detekéni
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marker Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific); sodna stl 3-
hydroxy-4-(2-sulfo-4-[4-sulfofenylazo]fenylazo)-2,7-naftalendisulfonové kyseliny
=Ponceau S (Sigma Aldrich); streptomycin  (Sigma Aldrich);  N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamin = TEMED (Sigma Aldrich); tris(hydroxymethyl)aminomethan
= TRIS (MP Biomedicals); vanadi¢nan trisodny (Sigma Aldrich); venetoclax (Shanghai

Race Chemicals).

3.1.3 Roztoky

V experimentech byly pouzity nasledujici roztoky: blokovaci pufr: 5% BSA, 0,1%
Tween 20 v TBS; blotovaci pufr: 25 mM Tris baze, 192 mM glycin; Bradfordovo ¢inidlo:
0,01% Coomassie brilliant blue, 95% ethanol, 85% kyselina fosfore¢na; elektroforeticky
pufr: 25mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS; caspasovy reakéni pufr: 25 mM
PIPES/KOH (pH = 7,3), 2 mM EGTA, 2 mM MgCl, 5 mM DTT; kultiva¢ni médium
RPMI 1640: médium Roswell Park Memorial Institute-1640, doplnéném o 10% fetalni
hovézi sérum, penicilin (100 IU/ml), streptomycin (0,1 mg/ml) a L-glutamin (0,3 mg/ml);
MTT: 5 mg/ml 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid v PBS; PBS:
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM KH2PO4 (pH = 7,4); Ponceau S: 0,1%
Ponceau S, 1% kyselina octova; RIPA pufr: 20 mM TRIS pH 7,4, 100 mM NaCl, 2 mM
EGTA, 5mM EDTA, 2 mM NaF, 0,2 % Nonidet P-40 (pH = 7.,4), pied pouzitim piidan:
1 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 ug/ml leupeptin a 10 pg/ml aprotinin; TBS: 137 mM NacCl,
20 mM TRIS (pH =6,8); TBS-T: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8), 0,1% Tween 20;
vzorkovaci pufr (5x koncentrovany): 0,3 M TRIS (pH=6,8), 10% SDS, 50% glycerol,

0,05% bromfenolova mod#, 5% 2-merkaptoethanol.
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3.1.4 Protilatky

Veskeré pouzité protilatky byly fedény do roztoku 5% BSA v TBS s0,1% Tween 20.

V experimentech byly pouzity primarni protilatky uvedené v tabulce 4.

Tabulka 4: Primarni protilatky pouZité v experimentech.

Primarni protilatka Typ Vyrobce Redéni
Anti-B-Actin Mysi  Santa Cruz Biotechnoloy 5000x%
Anti-BAK Kralici  Cell Signaling Technology 250x
Anti-BCL-2 Mysi  Santa Cruz Biotechnoloy 250x%
Anti-BIM Kralici  Cell Signaling Technology 500x
Anti-MCL-1 Krali¢i  Santa Cruz Biotechnology 500x
Anti-PARP Krali¢i  Santa Cruz Biotechnology 500x
Anti-XIAP Krali¢i  Cell Signaling Technology 500x

K vizualizaci primarnich protilatek byly pouzity sekundarni protilatky (Tabulka 5)

konjugované s kienovou peroxidasou.

Tabulka 5: Sekundarni protilatky pouzité v experimentech.

Sekundarni protilitka Typ Vyrobce Redéni
Anti-rabbit (SWAR/Px)  Prase¢i  Cell Signaling Technology 1000x
Anti-mouse (RAM/PX) Krali¢i ~ Sigma Aldrich 1000x

3.1.5 Pouzité bunécné linie

V experimentech byly pouzity bunécéné linie Mino D21, SU DHL-4, HT a OCI-Ly2,
odvozené od non-Hodginovych lymfomi. Jedna se o suspenzni bunécné kultury, které byly
kultivovany v médiu RPMI 1640 s pfidavkem 10% FCS (Foetal Calf Serum), streptomycinu
(0,1 mg/ml), penicilinu (100 U/ml) a L-glutaminu (2 mM) v CO2 inkubatoru pfi teploté
37 °C a v atmosféte obohacené 5% CO,. Veskera prace byla provedena za sterilnich

podminek ve flow boxu.

3.1.6 Testované latky
K testovani byly pouzity nasledujici slouceniny (Obrazek 6):
e BP-14: inhibitor CDK vyvinuty v Laboratofi rastovych regulatori (Ptirodovédecka
fakulta Univerzity Palackého v Olomouci)
e Dinaciclib (DIN): inhibitor CDK vyvijeny pro klinické pouziti (Merck)
e Venetoclax (ABT-199): BH3-mimetikum
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Vsechny zminéné latky byly rozpustény ve 100% DMSO na koncentraci 100 mM a dale
fedény dle potieby sterilni ddH>O tak, aby koncentrace DMSO v kultiva¢nim médiu
nepiesahla 0,1%.
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Obrazek 6: Chemicka struktura latek BP-14 (A), dinaciclib (B), venetoclax (C).
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3.2 Metodika

3.2.1 Rozmrazovani, pasazovani a pocitani bunék

Kryozkumavka se zamrazenymi buiitkami byla rychle rozmrazena a obsah resuspendovan
ve 2 ml média. Po 5 minutach byla zkumavka centrifugovana pti 1000 g po dobu 5 minut.
Supernatant byl odstranén, buiiky resuspendovany v médiu a ptfeneseny do kultivacni
nadoby s nadbytkem média. Na zéklad¢ rychlého rtstu byly bunééné linie pasdzovany
3% do tydne. Cast média s buiikami byla vzdy odstranéna a byla nahrazena novym médiem.

Mnozstvi bun¢k bylo spocitdno pomoci Biirkerovy komirky.

3.2.2 MTT test a hodnoceni cytotoxicity

Kuréeni cytotoxicity latek byl pouzit MTT test. Tento kolorimetricky test je zalozen
na redukci zlut¢ho MTT mitochondridlnim systémem na nerozpustny modry formazan,
ktery je nasledné rozpustén pomoci SDS. Zivotaschopnost bungk je piimo imérna zbarveni
roztoku. Kvantifikace se provadi méfenim absorbance pti vinové délce 570 nm (Mosmann
T 1983).

Test byl proveden ndsledovné. Do 96-jamkového panelu byly nasazeny bunky
oobjemu 80 pl a hustot¢ 20000 bunék na jamku. Nasledujici den byla vytvofena
Sestibodové koncentracni fada testovanych latek s faktorem fedéni 3 s vyjimkou bunééné
linie OCI-Ly2, kdy faktor fedéni byl 5 (Tabulka 6). Inkubace bunék s testovanymi latkami
probihala 24 hodin, dale bylo ptidano 20 pl roztoku MTT. Po 60 minutach ptisobeni byl
vznikly formazan rozpustén roztokem 10% SDS o objemu 100 pl po dobu 4 hodin
anasledné¢ byla zméfena absorbance spektrofotometrem Infinite M200 PRO (Tecan).
Vysledky méfeni byly vyhodnoceny Vv programu Origin, a nasledné byla odectena hodnota

ICs0, ktera predstavuje koncentraci latky, ktera usmrti pravé 50% bunék.
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Tabulka 6: Koncentrace testovanych latek pro stanoveni ICsp.

Bl:?rﬁiné Tef;(t)l::né Koncentrace (nM)
ABT-199 |100000,00 33333,33 11111,1 3703,7 1234,57 411,52
HT BP-14 2500,00 833,33 277,78 92,59 30,86 10,29
DIN 200,00 66,67 2222 741 247 0,82
ABT-199 10000,00  3333,33 1111,11 370,37 123,46 41,15
Mino D21 BP-14 5000,00 1666,67 555,56 185,19 61,73 20,58
DIN 1000,00 333,33 111,11 37,04 12,35 4,12
ABT-199 10000,00  3333,33 1111,11 370,37 123,46 41,15
SU DHL-4 BP-14 5000,00 1666,67 555,56 185,19 61,73 20,58
DIN 1000,00 333,33 111,11 37,04 12,35 4,12
ABT-199 10000,00  2000,00 400,00 80,00 16,00 3,20
OCI-Ly2 BP-14 10000,00  2000,00 400,00 80,00 16,00 3,20
DIN 5000,00  1000,00 200,00 40,00 8,00 1,60

Pro testovani kombinovaného ucinku byl postup analogicky

. Bunééné linie byly

ovlivnény nejprve jednotlivymi cytostatiky a nasledné byla kazda testovana linie ovlivnéna

kombinaci latek BP-14 - ABT-199 a DIN - ABT-199. Byla vytvoifend osmibodova

koncentra¢ni fada s fedicim faktorem 2 (Tabulka 7). Test byl proveden v duplikatech.

Tabulka 7: Koncentrace testovanych latek pro stanoveni kombinovaného t¢inku.

Bulrrf:iiné Tels;:;:né Koncentrace (nM)
ABT-199 | 25000,00 12500,00 6250,00 3125,00 1562,50 781,25 390,63 195,31
HT BP-14 1000,00 500,00 250,00 125,00 6250 31,25 15,63 7,81
DIN 100,00 50,00 25,00 12,50 6,25 313 156 0,78
ABT-199 1000,00 500,00 250,00 125,00 62,50 31,25 1563 7,81
Mino D21 BP-14 1000,00 500,00 250,00 125,00 6250 31,25 1563 7,81
DIN 200,00 100,00 50,00 2500 1250 6,25 3,13 1,56
ABT-199 500,00 250,00 125,00 62550 31,25 1563 7,81 3,91
SUDHL-4 BP-14 5000,00 2500,00 1250,00 625,00 312,50 156,25 78,13 39,06
DIN 1000,00 500,00 250,00 125,00 62,50 31,25 1563 7,81
ABT-199 500,00 250,00 125,00 62550 31,25 1563 7,81 3,91
OCI-Ly2 BP-14 5000,00 2500,00 1250,00 625,00 312,50 156,25 78,13 39,06
DIN 1000,00 500,00 250,00 125,00 6250 31,25 1563 7,81

3.2.3 Nasazeni a sklizeni bunék

Do Petriho misek o priméru 10 cm byly nasazeny burky o hustoté¢ 500000 bunék/ml

Vv celkovém objemu 8 ml. Nasledujici den byla vytvotena koncentra¢ni fada s fedicim

faktorem 2, jak jednotlivych testovanych latek (BP-14, ABT-199), tak jejich kombinace

(Tabulka 8). Misky, které nebyly ovlivnéné, slouzily jako kontrola.
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Po 24 hodinové inkubaci s testovanymi latkami byly buiiky pfeneseny do vychlazené
zkumavky. Petriho misky byly nasledné jesté oplachnuty 2 ml PBS anakonec
centrifugovany pti 1000 g, 4 °C po dobu 8 minut. Veskera nasledujici prace byla provadéna
na ledové tristi. Po odsati supernatantu byly buiikky promyty 2 ml PBS a opét byly
centrifugovany 1000 g/4 °C po dobu 8 minut. Buiiky byly resuspendovany v 1,4 ml PBS
a centrifugovany pii 1000 g/4 °C po dobu 8 minut. Po odsati supernatantu byly bunky
uskladnény pii teploté -80 °C.

Tabulka 8: Koncentrace cytostatik pro sledovani exprese vybranych proteind.

Testovana latka Koncentrace (nM)
ABT-199 60 30 15 7,5 3,75
BP-14 600 300 150 75 37,5

3.2.4 Lyzovani bunék a stanoveni obsahu protein( - Bradfordova

metoda

Veskera prace byla provedena na ledé. Pelet bunék byl resuspendovan v lyza¢nim pufru
apo dobu 20-25 minut byla promichavana kazda zkumavka 3-4x, nasledné byly takto
ptipravené lyzaty centrifugovany pti 14000 g/4 °C po dobu 25 minut.

Ke stanoveni celkovych proteinti byla pouzita Bradford metoda (Bradford MM
1976). K 1 ml Bradfordova cinidla bylo pipetovano 1 ul lyzovaného vzorku. Méteni bylo
provedeno V duplikatech. Absorbance byla méfena pii vinové délce 595 nm. Poté
byly lyzaty fedény lyza¢nim pufrem, tak aby vSechny mély stejnou koncentraci. K danému
mnozstvi lyzovaného vzorku bylo pfidano 5x SDS denatura¢niho vzorkovaciho pufru.

Vzorky byly povateny po dobu 2 minut a rovnou analyzovany nebo uskladnény pfi -20 °C.

3.2.5 SDS-PAGE elektroforéza a western blotting

Separace proteini  byla provedena metodou SDS-PAGE v diskontinudlnim
usporadani s 5% zaostfovacim a 10% délicim gelem o tloustce 1 mm. Na jamku bylo
nanaseno 5,5 pg proteinti. Nejprve probihala separace pii 80 V po dobu 20-30 minut, jakmile
vzorky pronikly do déliciho gelu, bylo napéti zvySeno na 120 V. Po dokon¢eni separace byly
proteiny pieneseny na nitrocelulosovou membranu o velikosti port 0,45 um (western
blotting) za pomoci aparatury Mini Trans-blot Cell (Bio-Rad). Pfenos probihal

pii konstantnim proudu 270 mA a za stalého chlazeni po dobu 3 hodin.
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3.2.6 Imunodetekce proteinii na membrané

Membrana byla kratce obarvena roztokem Ponceau-S pro zviditelnéni proteinovych markeri
molekulové hmotnosti, oplachnuta v destilované vod¢ a usuSena. Nasledné¢ byla nastiihana
dle potieby.

Po odbarveni membran roztokem TBS, byly membrany po dobu 60 minut blokovany
v 5% BSA v TBS-T na tfepacce. Pfed nandSenim primdrnich protilatek byly membrany
promyty roztokem TBS a byly osuseny.

Primarni protilatky byly fedény dle navodu v roztoku TBS-T (Tabulka 4), naneseny
na prislusné membrany. Inkubace probihala pti 4 °C ptes noc. Poté byly membrany promyty
roztokem TBS, TBS-T a TBS po 5 minutach a 10 minut v roztoku TBS, osuSeny a byly
na né naneseny sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidasou, které byly
fedény také v roztoku TBS-T (Tabulka 5).

Po inkubaci, kterd probihala 60 minut pii laboratorni teplote, byly membrany promyty
10 minut v roztoku TBS, po 5 minutich v TBS-T a TBS, a nakonec 10 minut v TBS.
Na osusené membrany byl nanesen detekéni roztok pro chemoluminiscenci ECL Assay.
Chemiluminiscence byla zaznamenana digitadlnim kamerovym systémem LAS 4000

(FujiFilm).

3.2.7 Detekce aktivity caspas-3/7

Principem meéfeni je hydrolyza fluorescenéné znaceného substratu Ac-DEVD-AMC
(Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin). Substrat pfi St€peni aktivni caspasou
3 a 7 vytvaii vysoce fluorescen¢ni produkt AMC (7-amido-4-methylkumarin).

Do 96-jamkového panelu bylo nasazeno 30 000 bun¢k na jamku v 80 pl média.
Nasledujici den byly buiiky ovlivnény nejprve jednotlivymi cytostatiky a nasledné jejich
kombinaci. Byla vytvofena osmibodova koncentraéni fada s fedicim faktorem 2 (Tabulka
9), tak aby vysledny objem v jedné jamce byl 100 pl. Po 24 hodinach bylo k buiikam pfidano
50 ul pfedmichaného One-step caspase-3/7 buffer (3x) obohaceny o ¢inidlo DEVD-AMC
a DTT, PMFS. Takto piipraveny panel byl inkubovan po dobu 3 hodin v CO2 inkubéatoru.
Aktivita caspas 3 a 7 byla detekovana pomoci fluorescenc¢niho readeru Fluoroskan Ascent
(Labsystems) s excita¢ni vinovou délkou 360 nm a emisni délkou 460 nm. Mnozstvi

uvolnéného AMC odpovida aktivité caspas-3/7.
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Tabulka 9: Koncentrace cytostatik pro testovani kombinovaného i¢inku na aktivitu caspas-3/7. Hodnoty
jsou uvedeny v nM.

Tef;:l::na Koncentrace (nM)
BP-14 5000 2500 1250 625 312,5 156,3 78,1 39,1
ABT-199 500 250 125 62,5 31,3 15,6 7,8 3,9
Kombinace

5000/500 2500/250 1250/125 625/62,5 312,5/31,3 156,3/15,6 78,1/7,8 39,1/3,9
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4 VYSLEDKY

4.1 Cytotoxicita testovanych latek

Mira cytotoxicity testovanych latek ABT-199 (venetoclax), BP-14 a dinaciclib pro 24 hod
puisobeni byla stanovena pomoci MTT testu na d¢tyfech bunéénych liniich non-
Hodgkinovych lymfomua - HT, Mino D21, OCI-Ly2 a SU DHL-4. Jednotlivé latky byly
testovany V Sestibodové koncentra¢ni fadé¢ v triplikatu s fedicim faktorem 3 (Tabulka 6).
Mg¢feni bylo opakovano minimaln¢ dvakrat. Na zaklad¢é absorbance formazanu pii 570 nm
byly vytvoreny grafy zavislosti zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci testovanych latek
(Obrazek 7), z nichz byly ode¢teny hodnoty ICso (Tabulka 10).

Z testovanych latek byl nejucinngjsi dinaciclib, naopak nejméné ucinnd latka byla
venetoclax. Bunéénd linie Mino D21 byla obecné nejvice citliva k CDK inhibitortim, naopak
nejméné citliva byla OCI-Ly2. Citlivost k venetoclaxu byla odlisna, nejcitlivéjsi bunééna
linie byla OCI-Ly2, nejméné citliva bunécna linie HT, pficemz rozdil v citlivosti mezi témito

dvéma liniemi byl vice nez dvacetinasobny.
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Obrazek 7: Grafické znazormnéni zavislosti viability bun&nych linii HT, Mino D21, SU DHL-4 a OCI-

Ly2 na koncentraci ABT-199, BP-14 a DIN po 24 hod piisobeni.
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Tabulka 10: Cytotoxicita studovanych latek vyjadiena hodnotami ICsg (uM).

Testovana latka 1Cs0 (uM)

HT Mino D21 SUDHL-4 OCI-Ly2
ABT-199 6,766 0,547 0,286 0,258
BP-14 0,261 0,106 0,191 > 10
DIN 0,020 0,005 0,013 >5

4.2 Cytotoxicita kombinace testovanych latek

Kombinovany cytotoxicky ucinek latek na studované bunécné linie byl sledovan pomoci
MTT testu. Bunééné linie byly ovlivnéné na 24 hodin gradualné klesajici koncentraci
nejprve jednou latkou, poté druhou latkou a nakonec jejich kombinaci. Vysledky byly
zpracovany v programu CompuSyn, ktery provadi vypocetni simulaci ze zadanych
parametrti (koncentrace a odpovidajici ubytek viabilnich bun€k) a vystup zobrazuje
jako zavislost kombina¢niho indexu (CI, combination index) na podilu ovlivnénych bun¢k
(Fa, fraction affected). Hodnota Fa (fraction affected) je procentudlni vyjadieni bun¢k, které
jsou negativné ovlivnény pusobenim urcité koncentrace dané toxické latky. Stoprocentni
viabilit¢ bun¢k odpovida hodnota Fa = 0, naopak Fa = 1 odpovida nulové viabilité. Povahu
kombinovaného ucinku dvou a vice latek udava velikost kombina¢niho indexu CI. Pokud
hodnota je ClI < 1, jedna se o synergismus, naopak kdyz je hodnota Cl>1 jedna
se antagonismus (Chou TC et Talalay P 1983, 1984). Graficky je synergicky ucinek latek
znazornén body pod rovnobéZkou s 0sou X.

U obou dvou kombinaci venetoclax-dinaciclib i venetoclax-BP-14 byly ve vsech
¢tyfech lymfomovych liniich zjistény synergie v cytotoxickém puisobeni. U linie OCI-Ly2
bylo synergické piisobeni zjist€éno pro obé kombinace v celém koncentracnim rozsahu
(Obrazek 10). V ostatnich ptipadech vSak synergie nebyly nalezeny v celém studovaném
koncentraénim rozsahu, ale jen v jeho casti. Linie HT (Obrazek 8) a MINO D21
(Obrazek 9) vykazovaly zvySenou citlivost k obéma kombinacim (synergii) zejména
u vyssich koncentraci, pro BP-14 od 250 nM a pro dinaciclib od 12,5 nM vyse. U nizsich
koncentraci byl piekvapivé zjistén dokonce antagonismus. U linie SU DHL-4 synergii
Vv celém koncentracnim rozsahu vykazoval pouze dinaciclib, inhibitor BP-14 se v obou

krajnich koncentracich choval v kombinaci s venetoclaxem antagonisticky (Obrazek 11).
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. HT . HT
BP-14 a ABT-199 DIN a ABT-199
) L
Cl Cl \
o Q
©
& O]
1] . . ) 1] . )
0 0.4 1 1] 0.5 1
Fa Fa
BP-14 (nM) ABT-199 (nM) Fa  ClI DIN (hM) ABT-199(nM) Fa  ClI
1000,00 2500,00 0,985 0,451 100,00 2500,00 0,980 0,695
500,00 1250,00 0,990 0,186 50,00 1250,00 0,979 0,356
250,00 625,00 0,973 0,149 25,00 625,00 0,971 0,208
125,00 312,50 0,001 11,675 12,50 312,50 0,459 0,652
62,50 156,25 0,001 5,837 6,25 156,25 0,001 13,721
31,25 78,13 0,001 2,919 3,13 78,13 0,001 6,860
15,63 39,06 0,001 1,459 1,56 39,06 0,001 3,431
7,81 19,53 0,001 0,730 0,78 19,53 0,001 1,715

Obrazek 8: Synergicky t¢inek kombinace ABT-199 a BP-14 (A) nebo DIN (B) u bunééné linie HT.

A B
2 Mino D 21 ar Mino D 21
BP-14 a ABT-199 DIN a ABT-199
cl © cl o
O]
O]
O]
o . . 0 . .
0 0.s 1 0 05 1
Fa Fa
BP-14 (nM) ABT-199 (nM) Fa Cl DIN (nM) ABT-199 (nM) Fa Cl
1000,00 1000,00 0,987 0,211 200,00 1000,00 0,979 0,508
500,00 500,00 0,984 0,122 100,00 500,00 0,981 0,236
250,00 250,00 0,839 0,351 50,00 250,00 0,973 0,153
125,00 125,00 0,148 2,529 25,00 125,00 0,954 0,115
62,50 62,50 0,157 1,193 12,50 62,50 0,791 0,206
31,25 31,25 0,034 2,479 6,25 31,25 0,139 1,163
15,63 15,63 0,001 31,679 3,13 15,63 0,001 32,649
7,81 7,81 0,001 15,845 1,56 7,81 0,001 16,333

Obrazek 9: Synergicky Ucéinek kombinace ABT-199 a BP-14 (A) nebo DIN (B) u bunééné linie

Mino D21.
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A B
. OCl-Ly2 . 0CI-Ly2
BP-14 a ABT-199 DIN a ABT-199
cl cl
O] (O]
[0} o]
_,—'—'_'_'_/O
] . ] O : : . 0 ®
] 0s ] 0.5 1
Fa Fa
BP-14 (nM) ABT-199 (nM) Fa Cl DIN (nM) ABT-199 (nM) Fa Cli
5000,00 500,00 0,974 0,232 1000,00 500,00 0,982 0,800
2500,00 250,00 0,983 0,076 500,00 250,00 0,985 0,365
1250,00 125,00 0,981 0,042 250,00 125,00 0,982 0,200
625,00 62,50 0,984 0,018 125,00 62,50 0,985 0,091
312,50 31,25 0,977 0,013 62,50 31,25 0,975 0,059
156,25 15,63 0,924 0,022 31,25 15,63 0,909 0,062
78,13 7,81 0,389 0,348 15,63 7,81 0,496 0,140
39,06 391 0,189 0,787 7,81 3,91 0,131 0,351

Obrazek 10: Synergicky ucinek kombinace ABT-199 a BP-14 (A) nebo DIN (B) u bunééné linie OCI-

Ly2.
A B
- SU DHL-4 - SU DHL-4
BP-14 a ABT-199 o) DIN a ABT-199 o
D
cl cl
o 0]
p
o]
L © 5 o o o
o) o]
0 L . 0 L .
0 0.4 1 0 0.5 1
Fa Fa
BP-14 (nM) ABT-199 (nM) Fa Cl DIN (nM) ABT-199 (nM) Fa Cl
1000,00 1000,00 0,974 1,729 1000,00 500,00 0,982 0,800
500,00 500,00 0,978 0,807 500,00 250,00 0,985 0,365
250,00 250,00 0,971 0,452 250,00 125,00 0,982 0,200
125,00 125,00 0,964 0,248 125,00 62,50 0,985 0,091
62,50 62,50 0,573 0,456 62,50 31,25 0,975 0,059
31,25 31,25 0,171 0,594 31,25 15,63 0,909 0,062
15,63 15,63 0,068 0,540 15,63 7,81 0,496 0,140
7,81 7,81 0,001 5,159 7,81 3,91 0,231 0,351

Obrazek 11: Synergicky ucinek kombinace ABT-199 a DIN (B) u bunééné linie SU DHL-4.
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4.3 Proteinové zmeény v bunkach ovlivnénych testovanymi

latkami a jejich kombinaci

v

k obéma studovanym inhibitorim CDK (dinaciclib i BP-14). Naopak ze vSech C(tyf
lymfomovych linii byla k nejcitlivéjsi k venetoclaxu (Tabulka 10). Také kombinované
pasobeni inhibitord CDK s venetoclaxem vykazovalo nejvyraznéjsi synergii, a to pies cely
zvoleny koncentra¢ni rozsah (Obrazek 10). Z tohoto divodu byla linie OCI-Ly2 vybrana
pro predbéZnou analyzu mechanismu bunééného piisobeni kombinace BP-14 a venetoclaxu.
Jak obé¢ tyto latky samostatné, tak jejich kombinace byla aplikovana na exponencialné
rostouci buniky OCI-Ly2 po dobu 24 hod. Poté byly bunky sklizeny a immunoblottingem
byly analyzovany nékteré proteiny souvisejici s apoptosou. Pro kontrolu rovnomérného
naneseni lyzatl byla rovnéz analyzovana hladina aktinu, ktery by se v bunikach ovlivnénych
studovanymi latkami po dobu trvani experimentu nemél zdsadné ménit. Reprezentativni
vysledky jsou uvedeny na obrazku 12.

Venetoclax v souladu s o¢ekavanim vyvolaval v buikach koncentraéné zavislou
fragmentaci proteinu PARP (Poly-ADP-ribose-polymerase), ale zejména zmény v hladinach
nékterych proteini s BH3 doménami. Na obrazku 12A je zfejmy narast proteinu MCL-1
a XIAP, proteiny BIM aBAK se neménily. Oproti tomu latka BP-14 ve zvoleném
koncentra¢nim rozsahu Sté€peni proteinu PARP nevyvolavala. Na hladinu proteinu MCL-1
vSak méla opacny vliv, nez venetoclax. Koncentra¢ni rozsah pro latku BP-14 byl zdmérné
posunut k niz§im hodnotam, v nichZ neni sama o sobé cytotoxicka.

Pokud byla na bunky OCI-Ly2 aplikovana kombinace venetoclaxu a BP-14, uvedené
proteiny se ménily jednozna¢né vyraznéji (Obrazek 12B). Fragmentace proteinu PARP
se koncentraci je vzdy vyrazngjsi v kombinaci s BP-14. Podstatné vyraznéji také klesa
hladina antiapoptotického proteinu MCL-1, pokud byly bunky ovlivnény CDK inhibitorem.
Vedle MCL-1 vsak pii vysSich koncentracich obou latek (300 nM BP-14 a 30 nM

venetoclax) v bunkach dochazi také k vymizeni XIAP.
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Obrazek 12: Hladiny nékterych proteinti souvisejicich s apoptosou v bunééné linii OCI-Ly2 ovlivnéné

riznymi koncentracemi venetoclaxu (ABT-199) a BP-14 (A) a jejich kombinaci (B) po dobu 24 hodin.

Proteiny byly analyzovany immunoblottingem.

43



4.4 Aktivace caspas v bunkach ovlivnénych testovanymi
latkami a jejich kombinaci

Analyzy proteinii zapojenych do apoptotické smrti v bunécné linit OCI-Ly2 vystavené
pusobeni venetoclaxu, BP-14 a jejich kombinaci, sledovani cytotoxicity i vizualni kontrola
ukazovaly na indukci apoptosy. Dalsim provedenym experimentem bylo proto méfeni
biochemické aktivity caspas-3/7, které jsou po depolarizaci mitochondrii aktivovany
V cytoplasmé, a jejichz aktivita je jednim z uznévanych prikazii probihajici apoptosy.

Jak obé tyto latky samostatn€é, tak jejich kombinace byla proto aplikovana
na exponencialné rostouci buinky OCI-Ly2 po dobu 24 hod. Poté byly bunky sklizeny
a Vv lyzatech byla métena aktivita caspas s vyuzitim specifického fluorescencné znaeného
substratu. Aktivita byla normalizovdna na hladinu zméfenou v neovlivnénych buiikéach.
Reprezentativni vysledky jsou uvedeny na obrazku 13. Podobné¢ jako pfi analyze proteinli
ani zde latka BP-14 nezplsobovala zadné zmény v aktivité caspas v celém sledovaném
koncentratnim rozsahu. Naproti tomu venetoclax (ABT-199) jednoznacné zpusoboval
koncentracné€ zavislou aktivaci jiz pfi 15 nM koncentraci. Ve vyssich davkach pak jiz doslo
K saturaci signalu. Buiiky ovlivnéné kombinaci obou studovanych sloucenin vykazovaly
aktivity pro venetoclax (ABT-199) samotny a jeho kombinaci s BP-14 jednozna¢né svéd¢i

o zesileném plisobeni.
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e Koncentrace (nM)
latka
ABT-199 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00
BP-14 39,06 78,13 156,25 312,50 625,00 1250,00 2500,00 5000,00

Obrazek 13: Relativni aktivita caspas-3/7 vlyzatech bun&k OCI-Ly2 ovlivnénych riznymi
koncentracemi venetoclaxu, BP-14 a jejich kombinaci.
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5 DISKUZE

Béhem poslednich nékolika desetileti bylo dosazeno zna¢nych pokrokii v 1€cb¢ lymfomu.
Chemoterapie a optimalizace radioterapie sice zna¢né vylepSila progndézu pacientl
s lymfoproliferativnim onemocnénim, ale i piesto je 1é¢ba mnohdy nedostatecna. Mnoho
cytostatik je ovSem limitovano nezadoucimi ucinky zavislymi na davce. V soucasné dob¢
je studovana a vyvijena fada novych cilenych 1é¢iv, at’ jiz preklinicky nebo klinicky. Nabizi
se diky tomu stale vice zajimavych moznosti pro kombinovanou 1é¢bu.

Proteinova rodina BCL-2 je klicovym regulatorem apoptotického procesu
(Tsujimoto Y 1998). BCL-2 rodina obsahuje proapoptotické a antiapoptotické proteiny,
posun rovnovahy smérem k této druhé skupiné je mechanismem, kterym rakovinné bunky
unikaji apoptose. A proto se tato skupina stala dilezitym terapeutickym cilem, ktery vedl
k vyvoji nékolika novych 1éka, jako je navitoclax (ABT-263), venetoclax (ABT-199)
a ABT-737 (Delbridge AR et al. 2016). Pravé venctoclax (ABT-199) je jedna
z nejslibngjsich novych latek, ktera byla schvalena FDA v roce 2016 pro 1é¢bu CLL. Uginng
pusobi pii 1é¢bé leukemii (Pan R et al. 2014), MM (Kumar S et al. 2016) a lymfomu (Roberts
AW et al. 2016). Venetoclax (ABT-199) neni vSak aplikovan v monoterapii, nybrz
v kombinacich (Souers AJ et al. 2013). Neni ucinny proti MCL-1, ktery je obvykle
amplifikovan v naddorech a je spojovan s relapsem nadorti a chemorezistenci. Pro zvySeni
ucéinnosti 1é¢by se nabizi moznost kombinovat venetoclax (ABT-199) s latkami, které vedou
ke sniZeni exprese antiapoptotického proteinu MCL-1 (Leverson JD et al. 2015).

Nedavné studie zkoumaly tuc¢innost kombinace venetoclaxu s radioterapii
a radioimunoterapii (O'Steen S et al. 2017). U¢innost kombinace venetoclaxu a ozafeni
187Cs byla nejprve testovana na bunéénych liniich NHL, dale byla hodnocena ti¢innost
na modelech mysich xenograftt MCL a DLBCL. Nakonec byl u xenotransplantatt MCL
a DLBCL kombinovan venetoclax s radioimunoterapii namifenou proti antigenu CD20.
Ve vsech pripadech in vivo zpisobila optimalni kombinace davky venetoclaxu a radioterapie
¢i venetoclax v kombinaci s radioimunoterapii, synergicky ubytek nebo eradikaci lymfomu.

DalSimi protinddorovymi terapeutiky jsou CDK inhibitory, které jsou testovany téméef
20 let, ale teprve neddvno byly dva inhibitory schvaleny pro klinické pouziti. Jedna
se 0 palbociclib a ribociclib, které specificky inhibuji pfedev§im CDK4 a jsou u¢inné pouze
v nadorech s funkénim proteinem Rb (Fry DW et al. 2004, Infante JR et al. 2016). Vétsi
skupina inhibitorit CDK vsak inhibuje vice enzymi zrodiny CDK, a jejich ucinek
souvisi nejen s inhibici CDK 1, CDK2 a CDK4, které reguluji bunécny cyklus, ale zejména

s CDK7 a CDKO, které¢ reguluji transkripci mRNA. Jejich inhibici dochazi k pomérné
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rychlému poklesu hladin méné¢ stabilnich proteinti, jako je naptiklad antiapoptoticky MCL-
1 (Gojo | et al. 2002, Pepper C et al. 2001). Rada praci ukazuje, Ze pravé inhibice CDK9
a nasledny pokles MCL-1 je podstatou mechanismu protinadorové aktivity této skupiny
latek, do niz patii mimo jiné i flavopiridol, dinaciclib a BP-14 (Gucky T et al. 2013, Gregory
GP et al. 2015, Gojo | et al. 2002, Pepper C et al. 2001).

Klinicky nejpokrocilejsi studie ze skupiny méné selektivnich inhibitort CDK
jsou zalozeny na dinaciclibu. Dinaciclib je sice klinicky zkouman jako experimentalni 1é¢ivo
na jinych malignitach (Kumar S et al. 2016, Feldmann G et al. 2011, Criscitiello C et al.
2014, Fabre C et al. 2014, Johnson AJ et al. 2012, Stephenson JJ et al. 2014, Mita MM et al.
2014, Gojo | et al. 2013), ale in vitro pokusy a pokusy na mysich modelech jiz prokazaly
také ucinky na lymfomy (Gregory GP et al. 2015). Diky své schopnosti inhibovat vice CDK
mize dinaciclib snizovat hladiny exprese antiapoptotickych proteind, jako je MCL-1,
coz muze vést k apoptotické kaskadé. Ackoliv dinaciclib jednozna¢né neni specifickym
inhibitorem MCL-1, jeho schopnost rychle regulovat MCL-1 v n€kolika typech bungk,
se muze uplatnit jako senzibilizace k jinym chemoterapeutickym cinidlim, jako
je venetoclax (ABT-199) nebo ke zvraceni chemorezistence (Varadarajan S et al. 2015,
Kumar SK et al. 2015).

Podobn¢ ziejmé funguje i marinopyrrol A (maritoclax), ktery se ptimo vaze na MCL-
1 a je zaméten na proteasomalni degradaci v riiznych hematologickych rakovinnych burikach
a n€kterych melanomovych butikach (Doi K et al. 2014, Pandey MK et al. 2013, Doi K et al.
2012). Naproti tomu dinaciclib je Sirokospektralni inhibitor CDK a bylo prokazano,
ze redukuje hladiny MCL-1, pravdépodobné kvili transkripéni represi skrze CDK7 a CDK9
(Kumar SK et al. 2015, Feldmann G et al. 2011, Booher RN et al. 2014). Bylo prokazano,
ze jak dinaciclib, tak maritoclax indukuji apoptosu v bunéénych liniich MEF a NSCLC
MCL-1, ztrata MCL-1 maritoclaxem byla mnohem mirngjsi. Nicméné u bun¢k oSetienych
maritoclaxem dochazelo ke S$tépeni PARP, coz svéd¢i o tom, ze ztrata MCL-1 byla
dostate¢na k vyvolani apoptosy. Ob¢ slouceniny prokazatelné indukuji apoptosu a jsou
jednoznacné specifické pro bunétny typ, nebot’ Kk indukci apoptosy v MEF dochazi
i bez ohledu na stav MCL-1. Maritoclax také méni strukturalni a funkéni integritu
mitochondrii a vede k akumulaci mitochondrialnich ROS. Jak jiz bylo zminéno, kombinace
inhibitord CDK a inhibitord BCL-2 je velmi slibnou terapii onkologickych pacienti. Proto
byla na bunéénych liniich H1299 otestovana kombinace maritoclaxu a navitoclaxu (ABT-
263), ktery inhibuje BCL-2, BCL-XL a BCL-X, ale neinhibuje MCL-1 (Varadarajan S et al.
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2015). U ovlivnénych bunék dochazelo k potencovani apoptosy, které bylo doprovazeno
uplnou ztratou MCL-1 a vyznamnym S$tépenim PARP.

Kombina¢ni u¢inek dinaciclibu a ABT-737 byl testovan na bunécnych liniich
malignich lidskych gliomi (Jane EP et al. 2016). Tato kombinace vedla ke smrti bunék
doprovazené ztratou mitochondridlniho transmembranového potencidlu, uvoliiovani
cytochromu c, AIF (apoptosis inducing factor), aktivaci caspas a stépeni PARP. Dale byla
testovana kombinace dinaciclibu a ABT-199 (Li L et al. 2015). V této kombinaci byla také
prokazana silna protinadorova aktivita.

V mé diplomové praci byl testovan kombina¢ni u¢inek venetoclaxu (ABT-199) a nové
syntetizovaného BP-14 (CDK-inhibitor), ktery byl vyvinut v Laboratofi rustovych
regulatord. V nasich podminkach venetoclax v souladu s o¢ekavanim vyvolaval v bunkach
koncentraéné zavislou fragmentaci proteinu PARP (Obrazek 12), coz je povazovano
zajeden zprivodnich znakid apoptosy. Ta je spousSténa zablokovanou interakci
mezi proteiny s BH3 doménami a naslednou depolarizaci mitochondrii.

Proteiny MCL-1 a XIAP patii mezi antiapoptotické regulatory, proto pokles jejich
expresnich hladin v bunikach vystavenych ptisobeni kombinace venetoclaxu a BP-14
je jasnou znamkou nevratnych zmén, které vedou k apoptotické bunééné smrti. Apoptosu
buné¢k OCI-Ly2 ovlivnénych kombinaci obou experimentalnich latek dale potvrzuje
specificka fragmentace proteinu PARP, jejimz produktem je mimo jiné fragment o velikosti
cca 89 kDa, a zejména vyrazny narast aktivity caspas, které jsou specificky aktivovany
zejména béhem apoptosy (Obrazek 13).

Vzhledem ke strukturni odli$nosti dinaciclibu a BP-14 se da o¢ekavat, ze obé dvé
slouc¢eniny mohou mit i jiné vedlejsi cile kromé¢ CDK, jejichz ovlivnéni mize ptispét
k cytotoxickému pusobeni. Vysledky kombinovaného pisobeni venetoclaxu s dinaciclibem
a BP-14 jsou si vsak velmi podobné, coz svédé¢i pro stejny mechanismus G¢inku obou
kombinaci. Mechanismus je tedy s velkou pravdépodobnosti dan pravé inhibici CDK7
a CDKO, ktera vede k poklesu hladiny antiapoptotického proteinu MCL-1.
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6 ZAVER

Na bunéénych liniich odvozenych od non-Hodgkinovych lymfoma (Mino D21,
SU DHL-4, HT a OCI-Ly2) byly testovany latky BP-14, venetoclax (ABT-199) a dinaciclib,
ovlivnéné po dobu 24 hodin. Byla stanovena cytotoxicita latek vyjadiend v hodnotach ICsq.
Nasledné¢ byl sledovan kombinovany cytotoxicky uéinek latek venetoclax-dinaciclib
a venetoclax-BP-14. Ve vsech testovanych lymfomovych liniich byly zjistény synergie
V cytotoxickém pusobeni. Pro sledovani proteinovych zmén v bunkach ovlivnénych
testovanymi latkami byla vybrdna bunécna linie OCI-Ly2, nebot’ bylo zjisténo synergické
pusobeni pro obé kombinace v celém koncentraénim rozsahu a byla ze vSech linii
nejcitlivéjsi  k venetoclaxu. Immunoblotingem byly analyzovany nékteré proteiny
souvisejici s apoptosou. Buiiky ovlivnéné venetoclaxem  vykazovaly nartst
antiapoptotického proteinu MCL-1 a XIAP. Pravé MCL-1 je spojovan s relapsem
a chemorezistenci nadorti. Nicméné v bunkach vyvolaval koncentratné zavislou
fragmentaci PARP, coz je priivodnim znakem apoptosy. Naopak u bunék osSetienych latkou
BP-14 nebyla pozorovana fragmentace PARP, ale dochazelo k poklesu hladiny MCL-1.
V kombinaci podstatné vyrazné¢ji klesala hladina MCL-1, dochazelo k vymizeni XIAP
a byla pozorovana fragmentace proteinu PARP jiz pii nizSich koncentracich. Vysledky
meéfeni aktivity caspas-3/7 také jednoznacné potvrdily synergismus u kombinace latek BP-
14 avenetoclaxu. Vzhledem k prokazané synergii mezi venetoclaxem a CDK inhibitory
se da ptedpokléadat, Ze se tato nebo podobné kombinace terapeutik mohou uplatnit v klinické

praxi pii 1é€bé lymfomd, pfipadné i jinych nadorovych onemocnéni.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABT-199 Venetoclax

ABT-263 Navitoclax

ABVD Adriamycin, bleomycin, vinblastin, dakarbazin
Ac-DEVD-AMC  Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin
AlF Apoptosis inducing factor

ALCL Anaplastic large-cell lymphoma

ALK Anaplastic lymphoma kinase

ALL Acute lymphoblastic leukemia

AMC 7-amido-4-methylkumarin

AML Acute myeloid leukemia

APS Ammonium persulfate

BAD BCL-2 antagonist of cell death

BCL B-cell lymphoma

BCR B-cell receptor

BEACOPP Bleomycin, etoposid, adriamycin, cyklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, prednison
BH Bcl-2 homology domain

BID BCL-2-interacting domain death antagonist
BIK BCL-2-interacting killer

BIM BCL-2-interacting mediator of cell death
BL Burkitt’s lymphoma

BMF BCL-2-modifying factor

BSA Bovine serum albumine

BTK Bruton's tyrosine kinase

BV Brentuximab vedotin

CDK Cyclin-dependent kinases

Cl Combination index

CLL Chronic lymphocytic leukemia

COP Cyklofosfamid, vinkristin, prednison
COPP Cyklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, prednison
CT Computed tomography

CTLA Toxic T-lymphocyte-associated antigen
DIN Dinaciclib

DLBCL Diffuse large B-cell lymphoma

DMSO Dimethyl sulfoxide

DTT Dithiothreitol

ECL Electrochemiluminescence

Fa Fraction affected

Fas Fas cell surface death receptor

FBS Fetal bovine serum

FCM Fludarabin, cyklofosfamid, mitoxantron
FCR Fludarabin, cyklofosfamid, rituximab

FCS Foetal calf serum

FDA The Food and Drug Administration
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FL Follicular lymphoma

FND Fludarabin, mitoxantron, dexamethason

GSI y-secretase inhibitors

HL Hodgkin's lymphoma

HLA Human leukocyte antigen

HRK Harakiri

CHOEP CHOP + etoposid

CHOP Cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison
ICN Intracellular fragment of Notchl

IL Interleukine

ILSG International lymphoma study group

INF Interferone

JAK Janus kinase

mAb Monoclonal antibodies

MCL Mantle cell lymphoma

MHC Major histocompatibility complex

MM Multiple myeloma

MMAE Monometyl aurystatin E

MOMP Mitochondrial outer membrane permeabilization
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
NF-«xB Nuclear factor kappa B

NHL Non-Hodgkin's lymphoma

NOXA NADPH oxidase activator

NSCLC Non-small cell lung cancer

PABC p-aminobenzyloxy-carbonyl

PARP Poly-ADP-ribose-polymerase

PBS Phosphate buffered saline

PD Programmed cell death

PET Positron emission tomography

PMSF Phenylmethylsulfony! fluoride

PUMA p-53 upregulated modulator of apoptosis

Rb Retinoblastoma protein

REAL Revised European-American lymphoma

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute 1640 medium
SCLC Small cell lung cancer

SDS Sodium dodecyl sulfate

STAT Signal transducers and activators of transcription
TBS Tris buffered saline

TBS-T Tris buffered saline + Tween 20

TEMED N,N,N',N'-Tetramethyl ethylenediamine

TGF Transforming growth factor

™ Transmembrane domain

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Tween 20 Polyoxyethylenesorbitan monolaurate, polysorbate 20
TYK Tyrosine kinase
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