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Abstrakt
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC activated B-cell like

ALL acute lymphatic leukemia

BCR B-cell receptor

BLNK B-cell linker protein

BTK Bruton’s tyrosine kinase

CLL chronic lymphocytic leukemia
CsuU chronic spontaneous urticaria
DAG 1,2-diacylglycerol

DLBCL diffuse large B cell lymphoma
ERK extrecellular signal regulated kinase
FDA Food and Drug Administration

FL follicular lymphoma

FOXO forkhead transcription factors
GCB germinal centre B-cell like

IKK | kappa B kinase

IP3 inositol 1,4,5-trisphosphate
IRAK-1 interleukin 1 receptor-associated kinase
ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif
JNK c-Jun amino-terminal kinase

Mal MyD88 adaptor-like protein
MALT mucosa associated lymphoid tissue
MAPK mitogen-activated protein kinase
MCL mantle cell lymphoma

MM multiple myeloma

MS multiple sclerosis

MyD88 myeloid differentiation factor 88
MZL marginal zone lymphoma

NF-xkB nuclear factor kappa B

NFAT nuclear factor of activated T cells
NHL non-Hodgkin's lymphoma

NMZL nodal marginal zone lymphoma



PCNSL primary central nervous system lymphoma

PDK1 3-phosphoinositide-dependent kinase 1
PI3K phosphatidylinositol-3-kinase

PIP2 phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
PIP3 phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate
PKC protein kinase C

PLCy2 phospholipase Cy2

RA rheumatoid arthritis

SHIP1 SH2-domain-containing inositol 5'-phosphatase-1
SLE systemic lupus erythematosus

SMZL splenic marginal zone lymphoma

SS Sjogren's syndrome

TIR Toll/interleukin-1 receptor

TLR Toll-like receptor

WM Waldenstrom’s macroglobulinemia
XLA X-linked agammaglobulinemia



1 UVOD A CILE PRACE

Brutonova tyrozinkindza (BTK) je kindza patfici do rodiny Tec kinaz a predstavuje
nezbytnou soucast signalni drahy B-bunééného receptoru. BTK mé zasadni roli pro
vyvoj, zrani a diferenciaci nezralych B-lymfocytu, ale také pro jejich samotné preziti.
Mutace vedouci ke ztrat¢ funkce BTK maji za nasledek vznik onemocnéni
X-vazana agamaglobulinémie (XLA). Naopak nadmérna exprese a aktivita kinazy BTK
byva spojovdna s vyvojem B-bunéfnych malignit, a pravé proto je dilezitym
terapeutickym cilem.

V poslednich 10 letech byla provedena cela fada preklinickych studii zaméfenych
na inhibici BTK. Prvnim schvalenym inhibitorem k 1é¢bé lymfomu z plastovych bunék
se stal vroce 2013 ibrutinib. Nasledné byly schvaleny inhibitory druhé generace
acalabrutinib a zanubrutinib, s vyssi aktivitou a selektivitou. Pfedmétem soucasného
vyzkumu je ziskdni novych BTK inhibitor s mirn¢jSimi vedlejSimi ucinky a lepsi
lécebnou tc¢innosti.

V ramci teoretické casti bakalarské prace byla charakterizovana Brutonova
tyrozinkinaza, popsana jeji struktura a zapojeni v signalizaci B-bunééného receptoru.
Dale bylo cilem zpracovat literarni reSersi Se zaméfenim na popis signaliza¢ni drahy BTK
a jeji mozné ovlivnéni nizkomolekularnimi inhibitory vcetné schvalenych 1éciv.

Cilem experimentalni casti  bylo  charakterizovat Uc¢inky  téchto
nizkomolekulérnich potencidlnich inhibitorti se zaméfenim na jejich moznou bunécnou
cytotoxicitu v nadorovych bunéénych liniich, interakci se signalni drahou BTK a vliv na

bunéény cyklus.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Brutonova tyrozinkinaza

Brutonova tyrozinkinaza (BTK) je nereceptorova kinaza, ktera hraje dulezitou roli
v signalizaci B-lymfocytd, a spolu s dal$imi ¢tyfmi kinazami patii do rodiny Tec kinaz.
V roce 1993 bylo zjisténo, ze mutace BTK jsou u lidi pfi¢inou dédi¢ného onemocnéni
X-vazané agamaglobulinémie (XLA), ktera je charakterizovana nedostatkem perifernich
B-lymfocyti a nizkou hladinou sérovych protilatek (Satterthwaite et al., 1997).

Kinaza BTK je exprimovana ve vétSiné bunéénych linii hematopoetického
systému, krom¢ T-lymfocyti. Nejdilezitéjsi je vSak pro B-lymfocyty, u kterych je
podminkou proliferace a preziti bunék. Pokud B-lymfocyty BTK neprodukuji,
nedozravaji, a mize u nich nastat pred¢asnd smrt. Na zékladé téchto poznatki se BTK
brzy stala zajimavym terapeutickym cilem u autoimunitnich onemocnéni. Z rodiny Tec
kinaz se jedna o jedinou kinazu, ktera je spojovana s lidskym onemocnénim (Thomas et
al., 1993).

Tento protein je prevazné lokalizovan v cytoplazmé, avSak prostfednictvim
interakce jedné z jeho domén s fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatem (PIP3) mize dochazet
k translokaci proteinu z cytoplazmy do membrany v ramci zapojeni do signaliza¢nich
drah (Saito et al., 2001).

2.2 Struktura BTK

BTK je protein slozeny z 659 aminokyselin, které jsou dale rozdéleny do péti domén
(Obrazek 1): PH doména (pleckstrin homology), TH doména (Tec homology), SH3

doména (Src homology), SH2 doména a tyrozinkinazova doména (Ponader et al. 2014).

Cc481

Y223 ¥551
NH,~_ PH { TH {(SH3)(si2 X_ SH1/TK )—COOH
1 138 215 280 377 659 AMEK

Obr. 1: Schéma struktury Brutonovy tyrozinkindzy vcetné rozlozeni domén (pievzato
a upraveno z Hendriks et al., 2014).
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PH doména se nachazi na N-terminalnim konci a zprostfedkovava vazbu s lipidy
z bunéénych membran (PIP3), nebo s proteiny. Mutace v této doméné muze zpusobit
pferuseni vazby na membranu ¢i zamezit signalizaci prostfednictvim BTK (Jiang et al.,
2015).

Nasledujici doména TH je sloZzena ze dvou oblasti bohatych na prolin. Tato
doména obsahuje Zn?* vazebnou oblast, do které se vazi zine¢naté ionty nepostradatelné
pro spravnou enzymatickou aktivitu a stabilitu proteinu (Mohamed et al., 2009).

Doména SH3 navazuje na TH doménu a sklada se ptiblizn¢ z 60 aminokyselin.
Obsahuje pét az osm B-fetézct, které jsou usporddany do dvou antiparalelnich B-listd.
Doména je dulezita pfi rozpoznavani substratu, ¢i regulaci kinazové aktivity, a vaze
sekvence bohaté na prolin (Noble et al., 1993). Regulace BTK je zprostfedkovana
fosforylaci dvou tyrozinovych zbytki, pfi¢emz jeden z nich se nachazi v SH3 doméné.
Jedna se o tyrozin v pozici Y223, ktery se ucastni aktivace kinaz zapojenych v interakci
signalni drahy (Marcotte et al., 2010).

Dalsi doménou v potadi je SH2 doména, ktera zprostiedkovava vazbu s tyrozin-
fosforylovanymi peptidy na jinych molekuldch. Tato doména interaguje s B-bunécnym
adaptorovym proteinem (BLNK), coz vede k aktivaci fosfolipazy C-y, ktera je dilezita
k fosforylaci a aktivaci BTK proteinu (Tzeng et al., 2000).

Na C-terminalnim konci proteinu je katalyticka tyrozinkinazova doména (TK
doména), ktera byva také oznacovana za SH1 doménu. Tato doména obsahuje tyrozin
Vv pozici Y551, ktery je zodpovédny za pocatecni aktivaci BTK. Pii aktivaci BTK dochazi
nejdiive k fosforylaci tyrozinu v pozici Y551, ktera je nasledovana autofosforylaci
tyrozinu v pozici Y223 (Hansson et al., 2001). V tyrozinkinazové doméné se navic
nachazi cysteinové reziduum C481, které piedstavuje cil latek, BTK inhibitord,

kovalentn¢ interagujicich s enzymem (Brullo et al., 2021).

2.3 Aktivace BTK a jeji zapojeni v signalizaci B-buné¢ného receptoru
Kinaza BTK hraje primarni roli v signalizaci B-lymfocyti zprostifedkované receptorem
B-lymfocyti (BCR). BTK je aktivovéana kindzami rodiny SRC a v ramci drdhy sama
katalyzuje pfenos signall esencidlnich pro preziti a diferenciaci buniky. BTK se pfirozené
vyskytuje Vv cytoplazmé€, v procesu aktivace je vSak navazana k membrané
prostfednictvim své PH domény, ktera interaguje s molekulou PIP3. Pro kinazovou

aktivitu BTK je zapotiebi jiz popsand dudlni fosforylace: prvni aktiva¢ni na reziduu
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Y551, klicova pro vlastni katalytickou aktivitu enzymu, nasledovana autofosforylaci na
Y223. Druhou fosforylaci dochazi ke stabilizaci konformace enzymu a k jeji plné
aktivaci. Takto aktivovana kindza mize byt zapojena v pfenosu signalu v signaliza¢ni
kaskadé BCR, klicové draze B-lymfocyta (Marcotte et al., 2010; Hendriks et al., 2014).

Na pocatku této kaskady stoji receptor BCR, slouzici k rozpoznani a naslednému
navazani antigenu na jeho povrch. BCR spolu s dal§imi proteiny tvoii komplex, ktery se
sklada ze dvou téZkych a dvou lehkych imunoglobulinovych fetézcti a asociovanych
signalizacnich molekul Igo a IgB. Tyto heterodimery obsahuji imunoreceptorové
tyrozinové aktivacni motivy (ITAM), které zajist'uji kindzovou aktivitu receptoru BCR
(Singh et al., 2018).

Signalizace je zahdjena navdzanim antigenu na extracelularni doménu BCR, coz
zpusobi tvorbu shlukt (clusteri) a spusténi signalni kaskady (Liu et al., 2010). Vazba
antigenu vede k fosforylaci tyrozini domény ITAM, ktera je zprostiedkovana enzymy
ze SRC-rodiny tyrozinkinaz, nej¢astéji enzymem LYN. Nasledné je aktivovana slezinna
tyrozinkindza SYK vazbou na fosforylovany ITAM. V dalsi ¢asti signalni drahy enzym
SYK fosforyluje adaptorovou molekulu BLNK, ktera funguje jako tzv. molekularni leSeni
a zajistuje propojeni signalu receptoru v membrané¢ B-lymfocytd s podifizenou BTK
a dal§imi kindzami (Hendriks et al., 2014).

Kromé BTK vyvazuje z cytozolu protein BLNK fosfolipazu Cy2 (PLCy2). Ta je
souhrou katalytickych aktivit kindz SYK a BTK fosforylovéana a aktivovana. PLCy2 svou
enzymatickou  ¢innosti  vytvaii dva typy druhych  posli:  hydrolyzuje
fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat (PIP2) za vzniku inozitol-1,4,5-trisfosfatu  (IP3)
a 1,2-diacylglycerolu (DAG). IP3 zprostiedkovava uvoliiovani Ca?* z endoplazmatického
retikula do butiky, kde jsou zapotiebi k prenosu signdlu vedoucimu k aktivaci potfebnych
transkripénich faktord. Molekuly DAG potom usnadiiuji aktivaci izoenzymu
proteinkinazy C (PKC), ktery aktivuje né€kolik mitogenem aktivovanych kinaz (MAPK)
(Petro et al., 2001). Rodina MAPK se sklada z kinazy regulované extracelularnim
signalem (ERK), c-JunN-koncové kinazy (JNK) a p38 MAP kinazy (Krens et al., 2006).
Navic PKC fosforyluje CARMAL, coz zpisobi aktivaci | kappa B kinazy (IKK)
s naslednou aktivaci nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB) (Pontoriero et al., 2019).

Zaroven s aktivaci receptoru BCR jsou kindzou LYN také fosforylovéana
tyrozinova rezidua nachazejici se na cytoplazmatickém konci koreceptoru CD19
v membran¢ B-lymfocyti. To umoznuje vazbu fosfatydilinozitol-3-kinazy (PI3K)

ke koreceptoru a aktivaci této kinazy. PI3K fosforyluje PIP2 za vzniku PIP3, druhého
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posla, ktery zprostfedkovava ptenos signalu v nasledujicich drahéch a interaguje s PH
doménou BTK v ramci jeji aktivace navdzanim na plazmatickou membranu. Stejnym
zpusobem je zajiSténa 1 aktivace serin/threonininové kinazy AKT. Tato kindza je
v membrané fosforylovana 3-fosfoinozitid dependentni kinazou 1 (PDKI1), a pln¢
aktivovana se vraci do cytoplazmy (Inabe et al., 2002). AKT se ucastni pienost
anti-apoptickych signali, zprostfedkovava naptiklad fosforylaci transkripénich faktort
FOXO a je zodpovédny za jejich piesun do jadra (Limon et al., 2012).

Kone¢nym vysledkem signalizace BTK (schématicky shrnuto v Obrazku 2) je
tedy aktivace drah NF-xkB, MAPK, PI3K, nuklearniho faktoru aktivovanych T-bunék
(NFAT) a dalsich, které podporuji proliferaci a preziti bun¢k (Young et al., 2013).
Po ptenosu signalu se v jadie aktivuji transkripéni faktory, které indukuji transkripci

a diferenciaci bunék (Yu et al., 2008).

Antigen

B-bunéény b
receptor

-----------------------

' Bunécné membréna ‘

1000000000000 004000000000000000000000 G2 00000000000000000000000000000003000000000600000000

Ca*

(s0s
@-PLCYZ Grb2 PIP,
@

, iAkt'

( ERK ) (CARMAN (FO éa

\

b 1 \ / N\ / N\ 7
Proliferace « A » Diferenciace

Obr. 2: Signalni draha B-bunééného receptoru po navazani ligandu, znazornéni klicovych molekul
zapojenych do pfenosu signalu vedouciho k vyvoji a rdstu B-bun€k (pfevzato a upraveno
z Wang et al., 2020).
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2.3.1 Regulace BTK signalizace

Kontrola aktivity BTK je dulezita pro homeostazu B-lymfocyta, a doposud bylo
identifikovano nékolik mechanismti regulace signalizace BTK. Pfemisténi BTK do
plazmatické membrany a jeji naslednéd aktivace je regulovana nékterymi fosfatdzami,
které se mohou do membrany dostdvat podobnym zpusobem jako BTK. V ptipadé
aberantni regulace mize dochazet ke vzniku abnormalit bunky, jez jsou ¢astou pfi¢inou
riaznych onemocnéni (Singh et al., 2018).

Vétsina identifikovanych regulatort se fadi mezi negativni regulatory. Mize se
jednat o cytoplazmatické fosfatazy ¢i transmembranové adaptory, které tlumi signalizaci.
Jednim z prvnich popsanych negativnich regulatord BTK byla kindza PKC (Mohamed et
al., 2009). Dalsim piikladem je kinaza LYN, ktera zaujima v mechanismu regulace BTK
dvoji roli. JakozZto aktivator fosforyluje heterodimery Iga a IgB3 B-bunééného receptoru.
Tato fosforylace vede k dalsim aktivaénim fosforylacim véetné kinazy BTK a pfenosu
signalu v ramci celé drahy. Naopak ve funkci negativniho regulatoru fosforyluje enzym
LYN receptory FcyRIIB a CD22. FcyRIIB obsahuje tyrozinovy imunoreceptor
s inhibujicim motivem (ITIM), ktery po fosforylaci pfitahuje inozitol 5-fosfatazu 1
obsahujici SH doménu (SHIP1). Tato fosfataza je aktivovana navazanim na receptor
FcyRIIB a katalyzuje defosforylaci PIP3 na PIP2, coz vede k inhibici BTK a PLCy2
(Singh et al., 2018). Oba druhy PIP ovliviiuji hladinu aktivity AKT, a dale také reguluji
pieziti a diferenciaci bunék. (Hazen et al., 2009).

Pomoci kindzy LYN je podobné fosforylovana oblast ITIM v cytoplazmatické
doméné CD22. Inhibi¢ni receptor CD22 nasledn€ umozni aktivaci fosfatdzy SHP-1, ktera
tlumi BTK signalizaci (Nishizumi et al., 1998). SHP-1 zprostfedkovava defosforylaci
LYN, SYK a BTK, coz vede ke snizeni jejich kindzové aktivity a potlaceni BTK
signalizace (Phadnis-Moghe et al., 2016).
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2.4 DalSi signalni drahy BTK

BTK je zapojena do mnoha dal$ich signalnich drah v B-lymfocytech. Bylo prokazano, ze
protinddorova aktivita BTK inhibitor mtze byt z velké ¢asti zavisla na jejich tloze mimo
signalizaci BCR, napftiklad v chemokinové nebo TLR (Toll-like receptor) signalizaci
(Corneth et al., 2015).

Zapojeni BTK kinazy do bunécné signalizace mizeme pozorovat napiiklad
u chemokinovych receptori. Exprese téchto receptorii spiazenych s G-proteiny je
u riznych typt bunék velmi variabilni (Murdoch et al., 2000). S B-lymfocyty jsou
spojovany receptory CXCR4 a CXCRS, které zajist'uji jejich migraci do lymfatickych
folikula (Okada et al., 2002). Bylo potvrzeno, ze podjednotky Go a GPy receptori
interaguji s BTK a ovliviiji jeji aktivitu, dochazi tak k provazani signalnich drah
B-buné¢k (Bence et al., 1997; Singh et al., 2018).

Dalsi drahou, ve které hraje roli BTK, je signalizace Toll-like receptorti. Tyto
glykoproteiny jsou exprimovany na povrchu myeloidnich nebo B-bungk, a jsou schopny
rozpoznavat molekuly odvozené od viru ¢i bakterii (Singh et al., 2018).

Bylo prokazano, ze se BTK podili na aktivaci NF-xB prostfednictvim TLR4.
Navic BTK interaguje s kliCovymi proteiny signalizace TLR, mezi které patii MyDS8,
adaptorovy protein MyD88 (Mal), kindza asociovana s receptorem pro interleukin 1
(IRAK-1) a TIR (Taneichi et al., 2008; Rip et al., 2019).

Se signalizaci BTK jsou v neposledni fadé spojeny Fc receptory, glykoproteiny
vazici Fc ¢asti imunoglobulini. Po navazani antigenu a aktivaci Fc receptoru dochazi
K ptenosu signalu zapojenim kinazy SYK, ktera aktivuje dalsi signalni molekuly, jako
jsou naptiklad multimolekularni adaptorové komplexy ¢&i PI3K. Nasledna produkce
molekuly druhého posla PIP3 umozni navazani BTK a PLCy, coz vede k aktivaci
podiizenych ¢lent drahy a uvolnéni vapniku z endoplazmatického retikula (Nimmerjahn
et al., 2008).

Mezi BCR, chemokinovou signalizaci a dal§imi drahami bunééné adheze dochéazi
k vzajemnému propojeni. Proto v pfipadé BCR inhibitort dochazi nejen k inhibici

samotné BCR drahy, ale také k inhibici vSech dal$ich signalizaci (Ondrisova et al., 2020).
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2.5 Klinicky vyznam signalizace BTK

Na zéklad¢ fenotypu X-vazané agamaglobulinemie bylo zjisténo, ze B-lymfocyty patii
mezi nejnachylnéjsi typ bunék vici aktivit¢ BTK. Pacienti XLA s mutaci BTK jsou
deficientni v perifernich B-lymfocytech a imunoglobulinech. Tato manifestace pomohla
odhalit roli BTK ve vyvoji bilych krvinek a potvrdila u XLA pacienti atlum jejich vyvinu
ve fazi pre-B-lymfocytt (Singh et al., 2018). Kli¢ovou roli BTK v B-lymfocytech
demonstruji jak v patologiich pozorované defekty enzymu, tak in vivo experimenty
(Satterthwaite et al., 1997; Davis et al., 2010). Diky svému zapojeni do proliferace je
BCR signalozom a konkrétné kinaza BTK atraktivnim cilem v 1é€bé B-bunécnych
malignit a autoimunitnich chorob (de Rooij et al., 2012).

Inhibitory kinaz zapojenych v signalizaci B-lymfocytarniho receptoru maji
klinicky vyznam u B-bunéfnych malignit. V praxi jsou BTK inhibitory indikovany
a schvaleny v 1é¢bé chronické lymfocytarni leukemie (CLL), lymfomu z plastovych
bun¢k (MCL), lymfomu zmarginalni zony (MZL) a Waldenstromovy
makroglobulinémie (WM) (Tam et al., 2019).

2.5.1 Chronicka lymfocytarni leukemie
Chronické lymfocytarni leukemie (CLL) je nejCastéjsi typ leukemie zépadnich zemi,
postihujici pfedev§im star§i osoby. CLL je charakterizovdna nahromadénim zralych
B-lymfocyti v kostni dfeni, periferni krvi a lymfatickych organech. U tohoto typu
onemocnéni jsou nadorové builky klondlni a exprimuji nizké hladiny povrchového
B-bunécného receptoru. Navic dochazi k preusporadani gend pro tézky fetézec
imunoglobulint IgHV (Damm et al., 2014).

Signalizace BCR u bunék CLL probiha konstitutivng, avSak odezva BCR na ligaci
antigenu je velmi variabilni. K 1é€bé CLL jsou v posledni dobé vyuZivany inhibitory

signalni drahy BCR, ptedevsim ibrutinib (Woyach et al., 2014).

2.5.2 Lymfom z plastovych bunék

Lymfom z plastovych bunék (MCL) je lymfoproliferativni onemocnéni, které vznika
patofyziologii B-lymfocyth plasté lymfatickych folikulii. Zralé¢ B-lymfocyty se rychle $ifi
krvi, kostni dfeni a lymfatickymi organy. Nadorové buiiky nesou typickou translokaci
t(11;14)(913,932), jejiz vysledkem je nadmérna produkce cyklinu D1. Ke vzniku

maligniho nédoru jsou vSak nutné i dalsi patologické udalosti (Navarro et al., 2020).

17



MCL se vyznacuje Spatnou celkovou odpovédi, v disledku rychlého relapsu po pocatecni
1é¢bé. Median pieziti tohoto onemocnéni ¢ini 5 let (Bernard et al., 2015).

Ptestoze se 1éCebné vysledky u pacientii s MCL v poslednich letech zlepsily diky
kombinaci imunochemoterapie a intenzivnich rezimii, u vétSiny pacientt se stale jedna
0 nevylécitelné onemocnéni. Pfibyvajici znalosti v oblasti molekuldrnich mechanismi
MCL usnadnily vyvoj novych terapii. V MCL je BTK prokazatelné nadmérné
exprimovana, proto mezi novymi léky vynika inhibitor ibrutinib (Cinar et al., 2013;

Colomer et al., 2014).

2.5.3 Waldenstromova makroglobulinémie

Waldenstromova makroglobulinémie (WM) patii do skupiny indolentnich B-buné¢nych
lymfomii. Vyznacuje se infiltraci kostni dfen¢ lymfoplazmocytarnimi bunikami
a pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu IgM v séru. U vice nezZ 90 % pacientl
s WM je detekovana mutace MyD88, a mutace CXCR4 je ptitomna asi u 30-35 %
pacientd (Tam et al., 2020).

Bunky WM vykazuji konstitutivni aktivaci BTK, ktera je dilezita pro spravnou
funkci BCR. S vyhodou je proto v terapii vyuzivano BTK inhibitorti (ibrutinib,
acalabrutinib, zanubrutinib). Mezi dal$i schvalena terapeutika v 1é¢bé WM patii alkylaéni
¢inidla, nukleosidova analoga, inhibitory proteazomi, nebo monoklonalni protilatky,

naptiklad rituximab (Issa et al., 2011).

2.5.4 Lymfom z marginalni zony

Lymfom z marginalni zéony (MZL) se tfadi do skupiny indolentnich B-bunétnych
lymfomd, které jsou odvozeny z marginalni zény sekundarnich lymfoidnich folikuli.
Lymfomy se déli na tfi zékladni typy: extranodalni lymfomy v mizni tkani sliznic
(MALT), splenické lymfomy z B-bun€k margindlni zény (SMZL) a nodalni lymfomy
z marginalni zony (NMZL). Tato tfi onemocnéni maji odliSny prubéh i medidn preziti
(Conconi et al., 2015).

Dostupnych poznatkii a dat o signalizaci B-bunécného receptoru v MZL neni
mnoho, i pfesto je draha pokldddna za klicovou v aktivaci MZL bunék. Rozvoj
onemocnéni je spojovan s chronickymi infekcemi organismu, které potencialné aktivuji
drahu BCR. Aktivni je tak 1 kinaza BTK a miize proto slouzit jako cil terapie MZL (Noy
etal., 2017).
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2.5.5 Dalsi onemocnéni
Kromé vySe zminénych malignit ma deregulace BTK klinicky vyznam i u dalsich
nadorovych onemocnéni. Zasadni funkce BTK jsou vSak omezeny zejména pro B-buiky.
BTK je vyzadovana pro BCR signalizaci a podili se na rozvoji B-bunécnych malignit,
véetné folikularniho lymfomu (FL), akutni lymfoblastové leukemie (ALL) a difizniho
velkobunééného B-lymfomu (DLBCL). Indikace IéCiv cilicich na BTK v téchto
malignitach jsou pfedmétem plejady klinickych studii (Novero et al., 2014).

Folikularni lymfom piedstavuje nejcastéjsi indolentni B-bunécny lymfom.
Az u 85 % pacientd s FL se vyskytuje translokace t(14;18)(q32;q21) nebo variantni
translokace, kterd zplsobi pfemisténi onkogenu Bcl2 do oblasti genu pro tézké
imunoglobulinové fetézce (Horsman et al., 2003). U souboru pacientii byla prokézana
pfitomnost mutace v genu pro BTK, coz miize vést k aberacim v signdlni draze
B-lymfocytl a nazna¢ovat moznost vyuziti BTK inhibitor. Zapojeni BTK v signalizaci
FL bun¢k vSak doposud nebylo plné objasnéno, efektivita téchto 1é€iv v klinickych
studiich je vyrazné niZ§i nez v porovnani s jinymi hematomalignitami (Hu et al., 2021).

Akutni lymfoblasticka leukemie je jedna z nejcastéjSich malignit v détském veku.
ALL je zpusobena nahromadénim nadorové zménénych zarodeénych bunck v kostni
dreni, které se postupné vyplavuji do krve. V dusledku infiltrace kostni diené se
Vv periferni krvi vyskytuji malé pocty riznych krevnich elementl (Zanette et al., 2007).
Role BTK a jejich inhibitorti v ALL neni zcela vysvétlena a prozkoumana jako je tomu
u jinych hematomalignit. Kim et al. (2017) vSak naznacili potencidlni zapojeni ibrutinibu
v inhibici pre-BCR signalni kaskady vedouci k potlaceni proliferace bun¢k ALL.

Diftizni velkobunéény B-lymfom, nejcastéjsi podtyp nehodgkinskych lymfomi
(NHL), je agresivni a rychle rostouci lymfom. DLBCL se déli na dvé podskupiny podle
bunécéného ptivodu, na lymfomy podobné B-bunikam z germinalniho centra (GCB) a na
lymfomy podobné aktivovanym B-buiikdm (ABC) (Alizadeh et al., 2000). Pro pfeziti
ABC lymfoma s chronickou aktivni BCR signalizaci je nezbytna BTK, a proto se jako
1éky pouzivaji blokatory BTK. Napftiklad ibrutinib, kovalentni inhibitor BTK, narusenim
signalizani drahy B-lymfocytl snizuje aktivitu NF-xB, coZ umoznuje zni¢it ABC
lymfomy (Wilson et al., 2015).

Mnohocetny myelom (MM) je -charakterizovan nahromadénim klondlnich

plazmatickych bunc€k v kostni dieni, a zptsobuje asi 10 % vSech hematologickych

malignit. Mezi klinické pfiznaky onemocnéni patii anémie, selhani ledvin, kostni 1éze
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¢i hyperkalcemie, jez jsou zpusobeny poruchou plazmatickych bun¢k (Rajkumar et al.,
2011). Bylo prokazano, ze u MM je zvySena exprese BTK, pficemz pacienti s vyssi

expresi BTK maji horsi prognézu (Liu et al., 2014).

2.6 BTK jako terapeuticky cil

Brutonova tyrozinkinaza je zakladni slozka signalni drahy zprostfedkované receptorem
BCR aje spojena s ptenosy signalu, proliferaci, aktivaci a diferenciaci lymfoidnich
B-bun¢k. Signalni draha BTK je rozhodujici pro pteziti nadorovych bunék. Navic BTK
reguluje nékolik intracelularnich signalti, které jsou soucasti signalnich drah, jako
napiiklad MAPK nebo NF-kB. V disledku toho vede inhibice BTK k pferuseni mnoha
bunécnych signalnich drah, které souvisi s rozvojem B-bunéénych malignit. Latky cilici
na kinazu BTK, inhibitory BTK, maji vliv na proliferaci a aktivaci apoptozy, tudiz
pfedstavuji vyznamny cil v oblasti vyvoje 1é¢iv (Herman et al., 2011).

Dle mechanismu ucinku a zptisobu vazby se BTK inhibitory déli na dva typy:
ireverzibilni a reverzibilni inhibitory. Ireverzibilni inhibitory obsahuji skupiny
Michaelova akceptoru, které zajist'uji kovalentni vazbu s C481 v ATP-vazebném misté
BTK. Naopak reverzibilni inhibitory se vaZzou na specifické misto domény SH3 pomoci
slabych, nekovalentnich interakci. VSechny soucasné schvalené BTK inhibitory jsou
ireverzibilni inhibitory (Brullo et al., 2021).

Interakci, at’ uz kovalentni ¢i nekovalentni, inhibitort s kindazou dojde
k zablokovani autofosforylace tyrozinu Y223 a fosforylace podtizenych ¢lenti drahy,
véetné fosfolipazy Cy2. Dochazi tak K inhibici klicovych signalnich drah a potlaceni
proliferace malignit (Nicolson et al., 2018).

2.6.1 Schvalené BTK inhibitory

Béhem posledniho desetileti doslo k dynamickému rozvoji BTK inhibitori. V soucasné
dobé jsou uradem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) schvaleny tfi BTK inhibitory:
ibrutinib, acalabrutinib a zanubrutinib (Palma et al., 2021). Jejich ptehled a souhrn

vlastnosti je uveden v Tabulce 1.
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Ibrutinib

Vroce 2013 se ibrutinib (PCI-32765) stal prvnim schvalenym BTK inhibitorem
Vv terapiich onkologickych onemocnéni (de Claro et al., 2015). Jednd se o peroralné
podéavany, vysoce ucinny a ireverzibilni inhibitor BTK, ktery se vaze na C481 a tim
blokuje kinazovou aktivitu enzymu. Aktivni je Vv sub-nanomolarnich koncentracich
(IC50 0,5 nM) (Honigberg et al., 2010). Brani proliferaci nadorovych B-lymfocytu,
zpomaluje jejich migraci a vyvolava buné¢nou smrt. Ibrutinib byl schvalen FDA Kk 1é¢bé
mnoha B-bunéfnych malignit, véetné chronické lymfocytarni leukemie,
Waldenstromovy makroglobulinémie, lymfomu z plastovych bun¢k a dalSich. Vyuziva
se predevsim k 1é¢b¢ téch pacienttl, u kterych doslo k relapsu nebo nereaguji na klasicky
zpisob &by (Charalambous et al., 2018).

Navzdory slibnym preklinickym vysledkiim a pocatecnimu klinickému tspéchu
je odpoveéd’ pacientt Casto nedostate¢na, nebo dochazi k rozvoji rezistence na ibrutinib.
Az jedna tfetina pacientli ma prirozenou rezistenci, zatimco u mnoha dalsich se rozviji
rezistence ziskand. Rezistence na 1é¢bu ibrutinibem muize byt zpiisobena genetickymi
mutacemi (popsané jsou ziskané mutace C481S v BTK, ¢i R665W, L845F a S707Y
v lipaze PLCy2), negenetickymi pfi¢inami nebo jinymi neznamymi faktory (Woyach et
al., 2017; Walliser et al., 2018). Proto ma v soucasné dobé velky klinicky vyznam
identifikace novych cilenych latek, které by slouZily k pfekondni rezistence (George et
al., 2020).

Ibrutinib je obecné relativné dobte tolerovan a dlouhodoba 1écba je spojena pouze
S mirnou toxicitou. VéEtsina nezadoucich ucinkl je mirna nebo stredné tézka (stupen 1-2),
a obvykle odezni bez potfebné dodatecné 1écby. Nejcastéji se jednd o Unavu, prijem,
krvaceni ¢i infekce. U nékolika procent pacientd se pifi dlouhodobém pozorovani
vyskytuje fibrilace sini (Berglof et al., 2015). Za témito toxickymi projevy léku stoji jeho
pomérné nizk4 specifita 1é¢iva. Kromé primarniho cile, kterym je kindza BTK, ma fadu
vedlejSich cilovych molekul (,,off-target™). Témito off-target kinazami jsou kinazy
sdilejici konzervované cysteinové reziduum na analogické pozici jako v aktivnim misté
BTK. Jsou jimi naptiklad ostatni kindzy TEC rodiny (BMX, ITK, TEC, RLK/TXK),
kinazy ERBB rodiny (EGFR, HER2, HER4), a dalsi (JAK3 a BLK) (Liclican et al., 2020).
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Acalabrutinib
Acalabrutinib (ACP-196) je selektivni, ireverzibilni inhibitor BTK druhé generace,
s dokonalej$imi farmakologickymi vlastnostmi oproti ibrutinibu. V roce 2017 byl
schvalen k 1é¢bé lymfomu z plastovych bunék (Markham et al., 2018). Acalabrutinib se
stejné jako ibrutinib kovalentné vaze na C481, avSak s vyssi selektivitou a aktivitou (Wu
et al., 2016). Inhibi¢ni aktivita pro BTK je sice n¢kolikanasobné vyssi nez u ibrutinibu,
tj. ICso = 5,1 nM podle Kaptein et. al, (2018), avSak co upozadilo ibrutinib je vysoka
specifita acalabrutinibu. Na rozdil od ibrutinibu neinhibuje signalizaci enzymu
z kindzovych rodin TEC a ERBB. Dale také neposkozuje funkci krevnich desticek (Miao
et al., 2021). Inhibitor prodavany pod nazvem Calquence je Vv soucasné dobé schvalen
k 1é€bé chronické lymfocytarni leukemie alymfomu z plastovych bunék. Lécba
acalabrutinibem vede k aplné ztraté fosforylované BTK v periferni krvi, coz ma za
nasledek inhibici signalizace BTK a NF-kB drahy. (Miao et al., 2021).

NejcastéjsSimi nehematologickymi vedlejsimi ucinky jsou bolesti hlavy, prijmy,
infekce hornich dychacich cest nebo nevolnost. Béhem 1écby acalabrutinibem zatim

nebyly zaznamenany zadné piipady fibrilace sini (Kriegsmann et al., 2018).

Zanubrutinib
Zanubrutinib (BGB-3111) je specificky, u¢inny, ireverzibilni inhibitor BTK s pfiznivym
farmakologickym a farmakokinetickym profilem, schvaleny vroce 2019 kl1écbé
lymfomu z plastovych bunék u dospélych pacienti (Syed 2020). Jedna se o inhibitor
druhé generace, a svou ucinnosti se koncentraci ICsg blizi ibrutinibu. Oproti svému
predchidci vSak vykazuje vysokou selektivitou a vylepsenou bezpe¢nost pouziti v praxi
(Guo et al., 2019). Bylo prokazano, Ze monoterapie zanubrutinibem je vSeobecné dobie
tolerovana pacienty s riznymi B-bunécnymi malignitami (Hillmen et al., 2020).
Zanubrutinib byl do dnesniho dne schvalen pro 1é¢bu chronické lymfocytarni leukemie,
lymfomu z plastovych bun¢k a Waldenstromovy makroglobulinémie (Estupifian et al.,
2021).

Zanubrutinib se wuziva peroralné¢, po podani se rychle vstiebava a ani
po opakovaném uzivani se v téle nehromadi. Rozpustnost zanubrutinibu je zavisla na pH
(Wang et al., 2021). Mezi nezadouci ucinky souvisejici s 1é€bou patii infekce hornich

dychacich cest, vyrazka, modfiny ¢i prijem (Tam et al., 2022).
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Tab. 1: Piehled schvalenych BTK inhibitort v¢etné chemické struktury, indikace a hodnot ICsg.

Nazev Chemicka struktura Indikace H?gzgta
Q
© CLL
] .. N 0 MCL 1
ibrutinib Q"'N’N\ MZL 0,5nM
WM
N N NH,
\=nN
N NH; O =
~ < /
acalabrutinib o\ qu N ,\C/:lléLL 5,1 nM?
/'/__::’4 .:L-:N
O
HoN

o) CLL

H

N
zanubrutinib K:/N\N MCL 0,3 nM?
) "

N

oAy

1 - Honigberg et al., 2010; 2 - Kaptein et al., 2018; 3-Guoetal., 2019

2.6.2 Dalsi BTK inhibitory v klinickych studiich
Rezistence ibrutinibu a nezadouci UC€inky zplsobené inhibici vedlejSich cili vedly
ke klinickému vyvoji BTK inhibitorti druhé generace. Nové inhibitory jsou navrzeny tak,
aby byly co nejucinnéj$i a dobife snaSeny. Kromé toho jsou také vice selektivni.
V posledni dobé je velky zdjem o vyvoj inhibitori BTK k 1é¢bé autoimunitnich
onemocnéni (Caldwell et al., 2019).

Mimo vySe zminéné schvéalené inhibitory se klinické studie zabyvaji novymi
inhibitory, jako je naptiklad ireverzibiln¢ se vazici evobrutinib, tirabrutinib, ¢i nejnové;jsi
branebrutinib a remibrutinib, nebo reverzibilné se vazici fenebrutinib a rilzabrutinib.

Vybrané zajimavé zastupce uvadi Tabulka 2. Na zakladé¢ jiz znamych struktur G¢innych
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inhibitort a diky metoddm molekulového modelovani a studiu zavislosti aktivity na
struktuie (SAR) dochazi k vyznamnému rozvoji v oblasti syntézy novych potencialnich
inhibitort BTK. Navic se jiz nepouzivaji pouze k 1écbé B-bunénych malignit
a autoimunitnich onemocnéni, ale také byly navrzeny jako nova antitrombotika (Kaul et
al., 2021; von Hundelshausen et al., 2021).

Nakroceno ke schvaleni pro 1é¢bu od ufadu FDA ma inhibitor tirabrutinib. Jedna
se 0 selektivni, peroralni inhibitor BTK pisobici proti fad¢ B-buné¢nych malignit.
Tirabrutinib se ireverzibiln€, kovalentné vaze na BTK v mist¢ C481 (Liclican et al.,
2020). Vroce 2020 byl vlJaponsku schvalen pro 1ébu  pacientd
s relabovanym/refrakternim primarnim lymfomem centralni nervové soustavy (PCNSL)
(Narita et al., 2021).

Branebrutinib je vysoce selektivni inhibitor BTK, ktery lze podavat peroralné.
Branebrutinib je dobfe tolerovan s malo nezadoucimi tcinky, a je vysoce ucinny jiz pfi
nizkych davkach (Catlett et al., 2020). V klinickych studiich je branebrutinib vyuzivan
Kk 1é¢bé revmatoidni artritidy (RA), Sjogrenova syndromu (SS) a systémového lupus
erythematodes (SLE) (Zheng et al., 2021).

Remibrutinib je jeden z nejnovéjsich BTK inhibitort v preklinické fazi. Jedna se
0 silny, kovalentni inhibitor BTK s mirnéj$imi vedlej§imi ucinky (Huth et al., 2022).
Remibrutinib ma klinicky potencidl v 1écbé autoimunitnich poruch, véetné chronické

spontanni kopfivky (CSU) ¢i Sjogrenova syndromu (Kaul et al., 2021).
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Tab. 2: Prehled vybranych inhibitord v preklinické fazi véetné chemické struktury, indikace
a hodnot ICso.

Hodnota
I1Cs0

OQ j\ C\ /
tirabrutinib @ N7 NN PCNSL 6,8 nM1

NN K

Nazev Chemicka struktura Indikace

O~ _NH,
H
N
N RA
branebrutinib F SLE 0,1 nM?
N SS
PP
A
F
H
N F CcSuU
remibrutinib o MS 1,3 nM?®
@) SS

1 - Liclican et al., 2020; 2 - Watterson et al., 2019; 3 - Angst et al., 2020
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

e 2-merkaptoethanol (> 97%, Serva, Némecko)

o akrylamid: AA (VWR, USA)

« aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)

e bovinni sérovy albumin: BSA (VWR, USA)

o bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Rakousko)

« dihydrogenfosfore¢nan draselny: KH2PO4 (Lachema, CR)

o dimethylsulfoxid: DMSO (PanReac AppliChem, Némecko)

 dithiotreitol: DTT (Roche, Némecko)

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

e ECL substrat (Thermo Fisher Scientific, USA)

« ethanol 96% (Lach-Ner, CR)

« fenylmethansulfonylfluorid: PMSF (Sigma-Aldrich, Cina)

o fetalni bovinni sérum: FBS (Biowest, Francie)

« fluorid sodny (> 98%, Lach-Ner, CR)

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

« hydrogenfosforeénan draselny: KoHPO4 (Lachema, CR)

« hydrogenfosfore¢nan sodny: Na;HPO,4 (PENTA, CR)

« hydrogenuhli¢itan sodny: NaHCO3 (Lachema, CR)

« chlorid draselny: KCI (> 99%, Lachema, CR)

« chlorid sodny: NaCl (PENTA, Ceska republika)

e kultivaéni médium DMEM (Sigma-Aldrich, USA)

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

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

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

« kyselina chlorovodikova: HCI 55% (Lach-Ner,CR)

« kyselina octova 99% (Lach-Ner, CR)

« kyselina trinydrogenfosfore¢na 85% (Penta, CR)

e L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)
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o leupeptin (Sigma-Aldrich, USA)

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

« N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin: TEMED (> 99%, Sigma-Aldrich, Cina)

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

« nonidet: P 40 (Fluka, Svycarsko)

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

e penicilin (Sigma-Aldrich, USA)

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

e Ponceau S (SERVA, Némecko)

e propidium jodid (> 98%, Sigma-Aldrich, USA)

e resazurin (Sigma-Aldrich, USA)

e streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan: TRIS (> 99% Serva, Némecko)

e TWEEN 20: polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Roztoky

o blokovaci pufr: 5% BSA, 0,1% Tween 20 v TBS

« blotovaci pufr: 25 mmol-1 TRIS, 192 mmol-1"* glycin v dH20

« Bradfordovo cinidlo: 0,01% Coomasie-Brilliant blue, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina
fosfore¢na v dH.0

e ECL roztok: 1:1 luminol a H20>

« elektroforeticky roztok: 25 mmol-1" TRIS, 192 mmol-1* glycin, 0,1% SDS v dH,0

« lyzaéni pufr RIPA: 20 mmol 1" TRIS (pH 7,4), 100 mmol-1* NaCl, 5 mmol-I* EDTA,
2 mmol-I* EGTA, 1 mmol 1" NaF, 0,2% nonidet P 40 (pH 7,4), 1 mmol-1* PMSF,
1 mmol-1"* DTT, 0,5 pg-ml™ leupeptin, 2 ug-ml™ aprotinin, 1 mmol-1"* vanadi¢nan
sodny v dH20

e Ponceau S: 0,2% Ponceau S, 1% kyselina octova v dH20

e promyvaci roztok PBS: 137 mmol-1? NaCl, 2,7 mmol-1 KCl, 10 mmol-1* NazHPOy4,
2 mmol-1 KH2PO4 (pH 7,4) v dH20

« SDS vzorkovaci pufr: 0,3 mol-1* TRIS (pH 6,8), 50% glycerol, 10% SDS, 5%

2-metkaptoethanol, 0,05% bromfenolova modi v dH>O
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e Tris-HCI pH 6,8: 1 mol-1"! Tris v dH20; koncentrované HCI upraveno pH na hodnotu
6,8

e Tris-HCI pH 8,8: 1 mol-1"! Tris v dH20; koncentrované HCI upraveno pH na hodnotu
8,8

e Tris-pufr (TBS): 137 mmol-1* NaCl, 20 mmol-I* TRIS (pH 6,8) v dH20

o Tris-pufr s Tweenem: 137 mmol-1* NaCl, 20 mmol-1* TRIS, 0,1% Tween 20 v dH,0
3.1.3 Kultiva¢ni média

« DMEM s10% FBS: DMEM, 10% fetalni bovinni sérum, 0,1 mg-ml? penicilin,
0,1 mg:ml? streptomycin, 0,3 mg:ml? L-glutamin, 3,7 g1 NaHCOs, soudasti
kultivaéniho média byl acidobazicky indikator fenolova cerven.

« IMDM s10% FBS: IMDM, 10% fetalni bovinni sérum, 0,1 mg-ml? penicilin,
0,1 mg:ml? streptomycin, 0,3 mg:ml? L-glutamin, 3,7 g1 NaHCOs, sougasti

kultivacniho média byl acidobazicky indikator fenolova cerven.
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3.1.4 Pouzité protilatky

Tab. 3: Seznam pouzitych primarnich protilatek (R = krali¢i, M = mysi, p = phosphorylated).

Protein hrlr\l/g;:]e(il':l(olzga) Protilatka Typ Redéni Z%rf:)\})ocg
BTK 77 anti-BTK R 1:1000 Ce"(aigg‘;‘"”g
(Q(E;ng 77 antiY-;Z)ZB:;I'K R 1500 Cell(aigga)lling
PLCy2 150 anti-PLCy2 R 1:1000 Ce”(aig/'l‘;‘"”g
POE o TEOR o gy S
AKT 60 anti-AKT R 1:1000 Ce”(aig/'la)‘"”g
FSQI?(:-BI; 60 antis-ngT R 1500 Cell(aigga)lling
ERK 1/2 42, 44 anti-ERK12 R 1:500 Ce"(aig/'la)‘"”g
I gu I g come
PARP 116, 89 anti-PARP R 1:1000 Ce”(aig/’f)‘"”g
Santa Cruz

B-Aktin 45 anti-p-aktin M  1:1000 Biotechnology

(USA)

Tab. 4: Seznam pouitych sekundarnich protilatek (S = prasedi, R = kralici).
Protilatka Typ Redéni Vyrobce a ptvod
anti-Rabbit (SWAR/PX) 1:1000 Cell Signaling (USA)
anti-Mouse (RAM/Px) 1:1000 Cell Signaling (USA)
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3.1.5 Testované inhibitory

7471, 7487, 8605-8615: latky byly syntetizovany tymem dr. Salase (Universidad
de Chile). Latky byly ptipraveny jako zasobni roztok v DMSO, 0 koncentracich
10 mmol-1", 25 mmol-1" a 50 mmol-1I". Testované nové syntetizované latky patfi
mezi 2,6,9-trisubstituované derivaty purinu.

Ibrutinib: schvaleny BTK inhibitor byl pouzit jako standard. Latka byla pfipravena
jako zasobni roztok v DMSO o koncentraci 1 mmol-1* (MedChemExpress LLC,
USA)

Zanubrutinib: schvaleny BTK inhibitor byl pouzit jako standard. Latka byla
piipravena jako zasobni roztok v DMSO o koncentraci 10 mmol-I*
(MedChemExpress LLC, USA).

Zasobni roztoky testovanych latek byly uskladnény v lednici pti 4 °C. Pfed pouzitim byly

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

3.1.6 Bunééné kultury

Pro experimenty byly pouzity tyto nddorové bunécné linie:

K-562 (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie)
nadorova linie odvozena od chronické myeloidni leukemie. Linie byla kultivovana
v médiu DMEM s 10% FBS.

Ramos (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie)

nadorova linie odvozena od Burkittova lymfomu. Linie byla kultivovdna v médiu

IMDM s 10% FBS.

3.1.7 Pristrojové vybaveni

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

aparatura pro western blot Mini Trans-Blot Module (BioRad, USA)

automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

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

centrifuga ROTINA 420/420 R (HETTICH, Némecko)

CO; inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)
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e Fluoroskan Ascent Microplate Reader (Labsystems, Finsko)

o hlubokomrazici box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick Scientific, USA)
e inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

o kyvacka Mini-Rocker Shaker, MR-1 (Biosan, Lotyssko)

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

« laminarni box OS-N (Merci, Ceska republika)

e laminarni box VBH Compact, VBH36 C2 (Steril, Italie)

o lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr, Némecko)

e magneticka michacka s ohievem Arex-6 (VELP Scientifica, Italie)

« mikrocentrifuga D1008 (DLAB, Cina)

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

o pipetor Swiftpet Pro (HTL, Polsko)

e souprava pro SDS-PAGE Mini-Protean Tetra Systém (Bio-Rad, USA)

o spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

« termoblok Compact Digital Dry Bath/Block Heater (Thermo Fisher Scientific, USA)
o tiepacka vitiva Vortex mixer (Velp Scientifics, Italie)

o trepacka s kyvavym pohybem MiniRocker MR-1 (Biosan, Lotyssko)

o vodni lazen (GFL, Némecko)

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

Dale bylo pouzito spotiebni laboratorni zbozi:

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

o sterilni 96-jamkova mikrotitra¢ni desticka s kulatym dnem (Bio-Rad, USA)
« sterilni Petriho misky priméru 10 cm a 5 cm (TPP, Svycarsko)

o sterilni zkumavky o objemu 10 ml a 15 ml (GAMA GROUP, Ceska republika)

Bézné laboratorni vybaveni: Biirkerova komitrka, kadinky, 1zicky, odmémé valce,
pinzety, skalpely, sklenéné tyCinky, stojany na zkumavky a mikrozkumavky, stiicky,

Spicky, vazenky, zkumavky
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3.1.8 Programy

« BD FACSuite™ Software (Becton-Dickinson Company, USA)
e ModFit LT 5.0 (Verity Software House, USA)

o Multi Gauge Image Reader LAS-4000 3.2 (FujiFilm, Japonsko)
e Origin 6.0 (OriginLab Corporation, USA)

3.2 Metody
3.2.1 Bunééné kultury

Nédorové bunécné linie byly kultivovany v pfislusném kultivaénim médiu, na Petriho
misce Vv inkubatoru pii 37 °C v 5% CO.. Navic byla v inkubatoru udrZzovana relativni
vlhkost v hodnotach okolo 90 %. Ke kultivaci bunééné linie Ramos a linie K562 bylo
pouzito médium IMDM, respektive DMEM s piidavkem 10% fetalniho bovinniho séra.

Dle potieby byly bunééné linie 3x tydné pasazovany. Bunééna suspenze byla po
preneseni do sterilni zkumavky centrifugovéana po dobu 5 minut za laboratorni teploty pfi
1000 g. Nasledn¢ byl supernatant odstranén a pelet bun¢k rozsuspendovan v Cerstvém
médiu o pozadovaném objemu. Pfed jakymkoliv provadénym experimentem byly buiiky
pod mikroskopem spocitany pomoci Biirkerovy komurky. Takto byl uréen pocet bun¢k
Vv 1 ml a nasledné v celé suspenzi. Suspenze byla nafedéna cerstvym kultivatnim médiem
na pozadovanou koncentraci.

Kultivace bun€k a veSkera prace s nimi probihala za sterilnich podminek

V laminarnim boxu.

3.2.2 Ovlivnéni a sklizeni bunék
V ptipadé bunék urcenych pro western blotting s naslednou imunodetekci proteind byly
do Petriho misek o priméru 55 mm nasazeny 4 miliony bun¢k do 5 ml kultivaéniho
média. Pro cytometrickou analyzu buné&ného cyklu byl do Petriho misek
o pruméru 55 mm nasazen 1 milion bun€k do 5 ml média. Natedéné kultury byly pied
ovlivnénim ponechany alesponi hodinu v inkubatoru.

Natredénim zdsobnich roztokl studovanych latek nebo standardi do roztoku
DMSO byla ptipravena koncentra¢ni fada. Takto nafedéné latky byly pfimo napipetovany
Kk suspenzni bunécéné kultute, a ovlivnéné bunky byly inkubovany v inkubatoru

pozadovanou dobu (1 h — 24 h).
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Po uplynuti inkubaéni doby byly buiiky sklizeny podle pouzité metody detekce.
Ovlivnéné buniky pro western blotting s naslednou imunodetekci byly sklizeny pomoci
pipety do pfedem vychlazenych zkumavek na ledu a centrifugovany po dobu 8 minut pfi
1000 g a 4 °C. Po stoceni byl supernatant odstranén, pelet dikladné rozsuspendovan
v1ml PBS a opét centrifugovan. Nasledné byl pelet rozsuspendovan v 1,5 ml PBS
a prenesen do mikrozkumavky. Po centrifugaci byl supernatant diikkladn¢ odstranén
a bunécny pelet byl uskladnén v hluboko mrazicim boxu pii -80 °C.

V piipadé¢ ovlivnénych bunék pro cytometrickou analyzu byly bunky také
sklizeny do ptredem vychlazenych zkumavek na ledu. Zkumavky se vzorky byly stoceny
Vv centifuze po dobu 8 minut pii 1000 g a 4 °C. Nasledné byl odstranén supernatant, pelet
rozsuspendovan v 1 ml PBS a vzorky centrifugovany. Po odstranéni supernatantu
a rozsuspendovani peletu v 100 ul PBS byly buniky zafixovany pomoci vychlazené¢ho
70% ethanolu. Ethanol o objemu 1 ml byl po kapkéach pfidan na vitivé tfepacce do

zkumavky. Takto pfipravené vzorky byly ulozeny v mrazaku piti -20 °C.

3.2.3 Lyzace bunék

Bunééné pelety urcené pro imunodetekci po western blottingu byly ponechany volné
rozmrznout na ledu. Dale byly pelety rozsuspendovany v lyzaénim pufru RIPA
s inhibitory proteaz, fosfataz a DTT. Vzorky byly inkubovany 30 minut na ledu,
akazdych 5-10 minut resuspendovany a nakonec sonikovany ultrazvukovym
homogenizatorem. Po ukonéeni inkubace a sonikace byly vzorky centrifugovany po dobu
30 minut, pfi 14000 g a 4 °C. Poté byl supernatant (lyzat) prenesen do nové
mikrozkumavky, a zaznamenan jeho pfeneseny objem.

Stanoveni celkovych proteinti v lyzatu bylo provedeno pomoci Bradfordovy
metody (Bradford, 1976). Do zkumavek s 1 ml Bradfordova ¢inidla byl napipetovan 1 pl
lyzatu, roztok byl promichdn pomoci vortexové tiepacky a inkubovan 10 minut pfi
laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace byla pomoci spektrofotometru meétena
absorbance pfi 595 nm. Meéfeni kazdého vzorku bylo provedeno v duplikatu
a ke stanoveni koncentrace byla pouzita primérnd hodnota. Vzorky byly nafedény
lyza¢nim pufrem na stejnou koncentraci. Navic byl ke vzorkiim ptidan SDS vzorkovaci
pufr (5x), ktery zajistuje denaturaci proteinu a jejich negativni naboj. Nakonec byly
vzorky promichany pomoci vortexové tiepacky a zahfivany 5 minut v termobloku

pii 95 °C. Po stoceni v mikrocentrifuze byly vzorky uskladnény v mrazaku (-20 °C).
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3.2.4 SDS-PAGE, western blotting a imunodetekce

Pomoci SDS polyakrylamidové gelové elektroforézy byla provedena separace proteinil
za denaturujicich podminek. Polyakrylamidovy gel se skladal z 5% zaosttovaci a 12,5%
délici ¢asti o tloustce 1 mm. Gely byly ptipraveny z roztoki dle Tabulky 5, pti¢emz jako
posledni byl vzdy piidan APS, k zahajeni polymerace.

Tab. 5: Slozeni roztoku pro pfipravu dvou 1 mm silnych gelt.

Slozka Délici gel 12,5% Zaostrovaci gel 5%
AA/BIS 3,90 ml 0,84 ml
Destilovana voda 1,94 ml 3,51 mi
Tris pH 6,8 - 0,63 ml
Tris pH 8,8 3,50 ml -
SDS 10% 94,00 pl 50,00 pl
TEMED 6,25 ul 5,00 pl
APS 10% 37,50 pl 30,00 pl

Ptipraveny roztok pro délici gel byl napipetovan mezi sklenéné elektroforetické
desky a pfevrstven destilovanou vodou. Smés byla ponechéna cca 45 minut tuhnout, a po
ztuhnuti gelu byla destilovana voda vylita. Nasledné byl pfipraven roztok pro zaostrovaci
gel, ktery byl napipetovan na d¢lici gel az po okraj sklenénych desek. Mezi skla byl
vsunut plastovy hiebinek k vytvoieni jamek pro vzorky. Takto pfipraveny gel tuhl dalSich
30 minut, a poté byly sklenéné desky i s gelem pieneseny do elektroforetické komory.

Elektroforeticka komora i vana, ve které byla komora umisténa, byly naplnény
Tris-glycinovym elektrodovym pufrem a plastovy hiebinek byl opatrné vyjmut z gelu.
Vzorky byly zahtaty v termobloku pii 95 °C po dobu 2 minut, promichény na vortexové
ttepacce a naneseny do jamek v zaostfovacim gelu. Do jednotlivych jamek bylo naneseno
mnozstvi vzorku odpovidajici 30-50 pg proteint. Navic byl do krajnich jamek nanesen
marker molekulovych hmotnosti proteinti. Vana byla po piikryti vikem pfipojena
ke zdroji napéti. Zpocatku probihala separace pii napéti 80 V a po piechodu proteini do
déliciho gelu bylo napéti zvySeno na 120 V.

Po ukonceni elektroforézy byl z gelu opatrné odstranén zaostrovaci gel, a délici

gel byl spolu s nitrocelulosovou membranou, filtranimi papiry a poréznimi houbi¢kami
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vlozen do blotovaci kazety. Kazeta byla vloZena do blotovaci komory v blotovaci vané.
Do vany byl nalit vychlazeny blotovaci pufr, ptidan led a elektromagnetické michatko.
Ptenos proteind probihal 3 hodiny pfi konstantnim proudu 270 mA za stalého michani
a chlazeni. Po pfenosu byly proteiny na membrané vizualizovany pomoci roztoku
Ponceau S. Membrana byla poté promyta v destilované vodé a osusena na filtracnim
papife za laboratorni teploty.

Z membrany byly na zakladé¢ markeru molekulovych hmotnosti vyfezany casti
odpovidajici hmotnostem cilovych proteinti. Vyfezané prouzky byly vhodné oznaceny,
odbarveny pomoci TBS a nasledujici hodinu blokovany v 4% roztoku BSA
v TBS-TWEEN 20 na tfepacce. Doslo tak k zablokovani nespecifickych vazeb protilatek
v mistech, kde nebyly navazany proteiny. Po zablokovani a vysuSeni byly jednotlivé
prouzky preneseny na destiCku pokrytou parafilmem. Na jednotlivé prouzky byla
nanesena prislusna primarni protilatka (viz Tabulka 3), se kterou byla membrana
inkubovana ptes noc pii 4 °C. Nasledujici den byly membrany nékolikrat promyty
v roztoku TBS a TBS-TWEEN 20, aby doslo k odmyti nenavazané protilatky. Poté byla
nanesena sekundarni protilatka (viz Tabulka 4) konjugovana s kienovou peroxidazou.
Nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté
a dale byly membrany opét n¢kolikrat promyty v roztoku TBS a TBS-TWEEN 20.

Membrany byly vysuSeny na filtratnim papife, pfeneseny na desticku
s parafilmem, a byl na né nanesen chemiluminiscenéni roztok ECL. Po 5minutové
inkubaci byly membrany pteneseny do vyvolavaciho pfistroje s kamerou.
Chemiluminiscenéni signal byl detekovan pomoci CCD kamery LAS4000 (FujiFilm)

a nasledn¢ zpracovan v programu Multi Gauge Image Reader 2.2.

3.2.5 Analyza bunééného cyklu pritokovym cytometrem

Fixované vzorky byly rozmrazeny, promichany pomoci vortexu a poté centrifugovany
8 minut pii 1000 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a buné¢ény pelet rozsuspendovan
v 1ml PBS. Vzorky byly opét centrifugovany, a po odsati supernatantu byl pelet
rozsuspendovan v 50 pl PBS. Do této doby byla veSkerd prace provadéna na ledu.
Za stalého michani na vortexové tiepacce byl ke kazdému vzorku po kapkach pfidan 1 ml
2N HCI/Triton X-100 0,5%. Vzorky byly inkubovany 30 minut pfi laboratorni teplotg,
a za tuto dobu alespon ttikrat promichany. Poté byly vzorky centrifugovany, supernatant

odsat a bunéény pelet rozsuspendovan v 1 ml 0,1M dekahydratu tetraboritanu sodného.
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Vzorky byly znovu centrifugovany, a po odstranéni supernatantu byl pelet
rozsuspendovan v 600 pl filtrovaného PBS a prenesen do cytometrickych zkumavek. Do
kazdé zkumavky bylo na vortexové tiepacce piidano 6 ul propidium jodidu (P1), aby byla
vysledna koncentrace 100 pg/ml. Vzorky byly inkubovany 30 minut ve tmé, za
laboratorni teploty a obCasného promichani. Po uplynuti této doby byla provedena
analyza bunééného cyklu pomoci pritokového cytometru.

Obsah jaderné DNA byl zméfen pomoci priutokového cytometru BD FACS Verse
s BD FACSuite Software s pouzitim excita¢niho laseru o vlnové délce 488 nm. Vysledny
histogram byl zpracovan pomoci programu Mod Fit LT 5.0 (Verity Software house)

a bylo vyhodnoceno prumérné zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu.

3.2.6 Analyza cytotoxicity

Pro stanoveni cytotoxickych ucinki latek bylo do 96-jamkové mikrotitraéni desticky
vysazeno 10 000 bunék linie Ramos na jamku do 80 ul média. V piipadé bunééné linie
K562 byly buiiky nasazeny v poc¢tu 5 000 bun¢k na jamku. Pfed ovlivnénim byly bunky
Vv inkubatoru ponechany po dobu 24 hodin.

K ovlivnéni bun€k pro analyzu cytotoxicity byla nejprve do fedici mikrotitracni
desticky pfipravena 6bodova koncentra¢ni fada s faktorem fedéni 3. Bunécnd linie
v 96-jamkové desticce byla ovlivnéna touto koncentra¢ni fadou v triplikatu po dobu
72 hodin.

Pro stanoveni cytotoxickych ucinkt byl proveden resazurinovy test. Bunécné linie
byly ovlivnény testovanymi latkami po dobu 72 hodin. Poté byl ptidan roztok resazurinu,
ktery je uvnitf bun¢k preveden mitochondrialnimi reduktdzami na fluorescencni barvivo
resorufin. Po 4hodinové inkubaci byla métena fluorescence pii 544 nm / 590 nm
(excitacni A/ emisni A) pomoci mikrodestickového readeru Ascent. Z téchto hodnot byla
za pomoci programu Origin vyhodnocena hodnota Glso, tedy koncentrace zptisobujici

50% inhibici bunééného rustu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro vlastni experimentalni praci byl k testovani vybran komer¢né dostupny a k 1é¢bé
schvaleny inhibitor ibrutinib, jakozto zlaty standard 1écby a prvni 1é¢ivo svého druhu
(2013) (de Claro et al., 2015). Jako zastupce 1é¢iva nové generace byla pro porovnani
pouzita latka zanubrutinib, zatim posledni schvaleny BTK inhibitor (2019) (Syed 2020).
Jakozto potencialni BTK inhibitory byly testovany latky pfipravené tymem dr. Salase
z univerzity Universidad de Chile. Vramci spoluprace byla jiz syntetizovana
a publikovéna jedna série latek, 2,6,9-trisubstituovanych derivatii purinu. Nejucinnéjsi
slouceniny této série byly charakterizovany jako potenciélni inhibitory kinaz BCR-ABL
a BTK sjejich moznou indikaci v leukemickych onemocnénich (Bertrand et al., 2020).

Nové syntetizované purinové derivaty stavi na poznatcich z publikovanych dat
(série latek ¢. 7462-7492 a 8605-8628, Obrazek 3). Navrh a syntéza téchto latek vychazi
ze stejného strukturniho zakladu za vyuziti metod molekulové dokovani a QSAR. Nové
série nizkomolekuldrnich inhibitord jsou pfipravovany s cilem zlepSeni jejich
biochemickych a potencidlnich farmakologickych vlastnosti se zaméfenim na inhibici
kinaz BTK a BCR-ABL. V laboratofi Katedry experimentalni biologie byly laborantkou
naméfeny hodnoty ICso téchto sloucenin na rekombinantnich kinazach BTK, BCR-ABL
a dalSich (nepublikovana data). Na zédklad¢ téchto ziskanych hodnot byly pro potieby
bakalafské prace vybrany latky pro pozorovani jejich aktivity a Gi¢inku na signalizaéni

drahu kinazy BTK, konkrétné latky 7471 a 7487, a 8605-8615.
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Obr. 3: Obecné strukturni vzorce nové syntetizovanych sloucenin ze série 7462-7492 (A)
a 8605-8628 (B).
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4.1 Analyza cytotoxicity

Mira cytotoxicity testovanych inhibitort ibrutinibu, zanubrutinibu, vybranych latek 7471
a 7487, a latek 8605-8615 byla stanovena pomoci resazurinového testu na dvou
bunécnych linich. Testy byly provedeny na bunééné linii Ramos odvozené od Burkittova
lymfomu, ktera je standardn¢ zavedenou modelovou linii s aktivovanou BTK drahou, a na
linii K562, ktera je odvozena od chronické myeloidni leukemie a ma aktivni onkogenni
kindizu BCR-ABL. Buriky byly inhibitory ovlivnény po dobu 72 hodin, a z hodnot
absorbance pfi 544 nm / 590 nm (excita¢ni A/ emisni A) byla stanovena hodnota Glso.
Tato hodnota (Glso) odpovida koncentraci zpusobujici 50% inhibici bunééného ristu,
a byla vyhodnocena pomoci programu Origin 6.0.

Experiment prokazal, Ze bunécné linie Ramos byla nejcitlivéjsi viaci ptisobeni
latky 8608, kdy hodnota Glsg ¢inila 1,687 + 0,039 uM. Cytotoxicka aktivita této latky
byla vysoka i u buné&cné linie K562, a hodnota Glso byla 0,828 + 0,005 uM. Obdobné
vysledky byly naméteny u latky 8606.

Ve studii Liu et al. (2021) byly testovany pyrazolo[3,4-d]pyrimidinové derivaty,
vychazejicich ze struktury ibrutinibu, obdobné jako latky studované v experimentdlni
Casti této bakalatské prace. Hodnoty Glso v této studii v piipadé nejaktivnéjSich slou¢enin
39 Cinily 4,100 uM, a slouceniny 40 Cinily 4,630 uM. Tyto latky maji tedy v porovnani
s latkami 8606 a 8608 nizsi cytotoxicitu.

Nameétené hodnoty Glso ostatnich vybranych latek byly jiz pomérné vysoké, a to
veétsi nez 5 uM. Syntetizované derivaty ze starsi série pfipravenych latek (7471 a 7487)
se v testu cytotoxicity na bunkach jevily méné u¢inné. Latky nové série (8605-8615) byly
pfipraveny za Ucelem zvySené uCinnosti inhibice kindz BTK a BCR-ABL, tudiz
I vylepsené antiproliferacni aktivity v bunéénych liniich Ramos a K562.

Nameéteny byly rovnéz hodnoty Glsp pro standardy 1éCby, ibrutinib a zanubrutinib.
V obou piipadech byla koncentrace latek potfebnd k 50% inhibici riistu bunék Ramos
vy$$i nez 5 uM. Schvalené BTK inhibitory ibrutinib a zanubrutinib tak vykazovaly slabé
cytotoxické ucinky. Wu et al. (2014) rovnéz studovali miru cytotoxicity ibrutinibu na
bunééné linii Ramos, pficemZ naméfend hodnota Glso byla vy$si nez 10 pM. Nami
naméfené vysledky koresponduji s publikovanymi daty diivéjSich studii a dokazuji,
ze inhibitory BCR obecné vykazuji mensi cytotoxicitu (v fadech desitek mikromolt),
pficemz detailni mechanismus jejich ucinku je stale pfedmétem vyzkumu (Balakrishnan

etal., 2017; Krajcovicova et al., 2021).
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Tab. 6: Cytotoxicita studovanych latek vyjadiena hodnotami Glso [uM].

Bunééna linie

Testovana latka Ramos K562
Glso [uM] SD Glso [uM] SD

ibrutinib >5 - >5 -

zanubrutinib >5 - >5 -

7471 2,727 0,674 >5 -

7487 >5 - >5 -
8605 3,471 1,420 1,752 0,049
8606 1,707 0,101 1,406 0,053
8607 3,453 0,638 2,341 0,135
8608 1,687 0,039 0,828 0,005
8609 2,135 0,528 2,537 0,569
8610 >5 - 2,488 0,549

8611 >5 - >5 -
8612 4,748 1,437 1,492 0,039
8613 >5 - 4,692 0,187
8614 >5 - 3,037 0,223
8615 >5 - 3,153 0,066

4.2 Imunodetekce proteint zapojenych v signalni draze BTK

Na zéakladé naméfenych hodnot Glsg testovanych latek (viz Tabulka 6) a hodnot 1Cso pro
rekombinantni kinazu BTK (nepublikovana data) byla pro dalsi experimenty vybrana
latka 7471 za diive pfipravenou sérii latek a derivat 8608 ze série nové generace
potencidlnich BTK inhibitort. K ovéfeni mechanismu uUc¢inkd vybranych latek byla
provedena imunodetekce klicovych proteini zapojenych do signalizacni drahy kinazy
BTK v nadorové bunécné linii Ramos. Signalizace byla v burikach aktivovana pfidavkem
imunoglobulinuM (5 upg/ml). Detekovana byla klicova kinaza pfenosu signalu
Vv B-bunééné signalizaci, fosforylovana forma Brutonovy tyrozinkinazy a ji podfizené
signalni molekuly, tedy aktivni fosforylované formy enzymi PLCy2, ERK1/2 a AKT.
Dale byl detekovan stépny fragment proteinu PARP-1, ktery je vyznamnym markerem
apoptozy. Pfitomnost St€épného fragmentu naznacuje, Ze zkoumané latky v buiikach
navozuji programovanou bunéénou smrt (Chaitanya et al., 2010). Pro kontrolu

rovnomeérného naneseni vzorkl byl navic detekovan protein B-aktin.
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V prvni fazi experimentélni prace byly buiiky Ramos ovlivnény latkou z prvni
série syntetizovanych derivatl, 7471, a ibrutinibem a zanubrutinibem pro srovnani u¢inka
potencialniho nového BTK inhibitoru a zavedenych Iéciv. Bunky byly vystaveny
ptitomnosti latek o koncentraci 0,1 uM, 0,5 uM a 1 uM po dobu 24 hodin. V ptipadé
schvalenych inhibitord ibrutinibu a zanubrutinibu doslo k poklesu fosforylované formy
kinazy BTK jiz pfi nejniz§i pouzité koncentraci, a to 0,1 pM. V porovnani
s neovlivnénymi bunikami byly nizsi hladiny fosforylované formy enzymu patrné také
U podfizené kinazy AKT. V piipadé nové latky 7471 nebyly pozorovany zmény hladin
fosforylovanych kindz zkoumané signalni kaskady (Obrazek 4). Latka 7471 v ndmi
pouzitych koncentracich nezasahuje do ptfenosu signalu v ramci drahy kindzy BTK, na
rozdil od zavedenych 1¢éCiv.

Navic byl detekovan protein PARP-1, a to jak jeho celkova forma (116 kDa), tak
Stépny fragment zapojeny v apoptoze (89 kDa). V popisovaném uspotadani experimentu
(24 hodin, nejvyssi koncentrace 1 pM pouzité latky) nebyla pozorovana vyznamna
fragmentace proteinu PARP-1 oproti neovlivnénym kontrolnim vzorkiim ani u jedné
pouzité slouceniny. Vysledek naznacuje, ze v této koncentraci nedochdzi u bunck
pusobenim pouzitych latek ke spusténi programované bunééné smrti, a mozny efekt by
mohl byt pozorovén pii pouziti delSiho ¢asového intervalu plisobeni latek.

Stejny Gc¢inek ibrutinibu na bunééné linii Ramos byl popsan ve studii Chu et al.
(2018), kdy byly bunky ovlivnény po dobu 5 dni. Vzhledem k del§imu ¢asu puisobeni
inhibitoru na bunky v této publikaci, byl pozorovany efekt latky jiz v nizZSich
koncentracich (0,1 uM).

Vliv zanubrutinibu na signalizaci BTK byl prokazan v publikaci Li et al. (2019).
Utinnost tohoto BTK inhibitoru druhé generace byla testovana na buné&énych liniich
odvozenych od MCL a byl detekovan pokles fosforylovanych forem kli¢ovych kinaz
studované signalni kaskady. Navic byla zaznamenana fragmentace proteinu PARP-1,
avSak pfi ovlivnéni nékolikandsobné vys$S§imi koncentracemi inhibitoru nez v nasem

experimentu (15 pM).
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Ramos (24 h)
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Obr. 4: Imunodetekce vybranych proteini bunééné linie Ramos ovlivnéné ibrutinibem,
zanubrutinibem a latkou 7471 po dobu 24 hodin.

V nasledujicim experimentu byly buiiky opét ovlivnény riznymi koncentracemi
vybranych latek: ibrutinibu, zanubrutinibu a 7471 po dobu 24 hodin. Navic byla testovana
latka 8608, z nov¢jsi série inhibitorti. Na zakladé€ vysledka prezentovanych na Obrazku 4
byly v experimentu upraveny pouzité koncentrace (1 a 5 pM). Z Obrazku 5 je patrné, ze
latka nové generace purinovych derivat, 8608, je oproti 7471 do jisté miry ucinngjsi.
Po 24hodinovém pusobeni latky 8608 v 5 uM koncentraci na linii Ramos byl zaznamenan
mirny pokles fosforylované formy proteinu BTK oproti imunoglobulinem M aktivované
kontrole. Dale ve srovnani s ibrutinibem a zanubrutinibem zptsobovala latka 8608
vyznamnéj$i inhibici aktiva¢ni fosforylace proteinu AKT, a kromé toho byl pozorovan
i pokles celkového mnozstvi tohoto proteinu. Latka 8608 pii koncentraci 5 M nejspis
pusobi nespecificky, a jelikoz je protein AKT zapojeny i do jinych signalnich drah,
dochazi v této koncentraci k jeho vyraznému poklesu (Qiao et al., 2008). Ovlivnéni bunék
latkou 8608 V nejvyssi koncentraci vSak navic provazel nartst hladiny fosforylované
formy enzymu ERK 1/2. Podobny adaptivni mechanismus byl pozorovan
u tyrozinkinazovych inhibitord ve studii Bruner et al. (2017), a tento vysledek naznacuje

aktivaci alternativnich drah a kompenzaci inhibice kinaz.
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Inhibitory ibrutinib a zanubrutinib v tomto experimentu opét zpisobily pokles
fosforylované formy kinazy BTK. Inhibice fosforylace kinaz BTK a AKT byla oproti
vyse prezentovanym vysledktim (Obrazek 4) prohloubena diky pouziti vyssi koncentrace
latek. Az na zminénou kinazu AKT v ptipad¢ vlivu 5 uM latky 8608 zlstaly hladiny
celkovych proteint pii ovlivnéni pouzitymi inhibitory bez pozorovatelnych zmén; latky

tedy potencialné brani fosforylaci proteintl, ale nesnizuji jejich celkové mnozstvi.

Ramos (24 h)
| DMSO | ibru | zanu | 7471 | 8608 |
[ | I I I 1
1 5 1 5 1 5 1 5 uM
- + + 4+ o+ 4+ + + + + IgM (10 min)
pBTK (Y223)
BTK

— —— — — —— —— — pPLCy2 (Y1217)

PLCy2

pAKT (S473)

AKT

pERK 1/2
(T202, Y204)

B-aktin

Obr. 5: Imunodetekce vybranych proteinti bunééné linie Ramos ovlivnéné ibrutinibem (ibru),
zanubrutinibem (zanu) a latkou 7471, 8608 po dobu 24 hodin.

Posledni experiment byl zaméfen na ovlivnéni latkami v ¢ase (Obrazek 6).
Vybrané slouceniny (ibrutinib, zanubrutinib a v pfedchozim experimentu U¢inna latka
8608) byly v nejvyssi pouzité koncentraci (5 uM) testovany v raznych casovych
intervalech. Buiiky Ramos byly kultivovany v pfitomnosti latek po dobu 1, 2, 4
a 24 hodin. Schvalené inhibitory ibrutinib a zanubrutinib byly ucinné jiz po 1 hodin¢
plisobeni. Tyto inhibitory zpiisobily pokles fosforylované formy kindzy BTK ve vSech
studovanych Casech ovlivnéni. Vyraznéjsi pokles po 24 hodindch oproti kratkému

lhodinovému ovlivnéni byl pozorovan v pfipadé zanubrutinibu u podiizené lipazy
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PLCy2. V ptipadé latky 8608 vsak nejsou viditelné rozdily mezi ovlivnénim po dobu
1 hodiny a 24 hodin. Oproti neovlivnénym kontrolnim buikdm doslo k mirné inhibici
fosforylace BTK, stejné jako bylo pozorovano u piedchozich pouziti této latky, efekt vSak
s ¢asem prohlouben nebyl.

V piipad¢ proteinu PARP-1 je viditelny mirny narast st€pného fragmentu 89 kDa
oproti neovlivnénym kontrolnim vzorkim, a to u schvalenych inhibitord i u latky 8608.
Tento vysledek dokazuje, ze pti pouzité koncentraci 5 pM dochazi k indukci apoptdzy

(Chaitanya et al., 2010).

Ramos

DMsO ~ ibru(S5uM)  zanu(SuM)  8608(5uM)
I I 1

I . . v 7
24 24 1 2 4 24 1 2 4 24 1 2 4 24 hodinyovlivnéni

-+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + |gM(10min)

e e e | PBTK (Y223)

e — — — — — — — — — ———— — | BT K

pPLCy2 (Y1217)

PLCy2

pERK 1/2
(T202, Y204)

.
ettt 22— 333 —% &R

~—-——————-—~d'— PARP-I

- ow ~= 1 89 kDa

B-aktin

Obr. 6: Imunodetekce vybranych proteinti bunééné linie Ramos ovlivnéné ibrutinibem (ibru),
zanubrutinibem (zanu) a latkou 8608 po dobu 1, 2, 4 a 24 hodin.
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4.3 Analyza bunééného cyklu

Dalsim cilem prace bylo prozkoumat vliv vybranych potencialnich inhibitort BTK na
bunéény cyklus. Byla provedena analyza bunétného cyklu bunék Ramos pomoci
prutokového cytometru. Bunécna linie byla ovlivnéna schvalenymi inhibitory
ibrutinibem, zanubrutinibem, a novymi latkami 7471 a 8608 o koncentraci 1 uM a 5 uM.
Po 24hodinovém ovlivnéni byly bunky sklizeny a analyzovany pratokovym cytometrem.

Souhrnny graf znazornujici zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného
cyklu je zobrazen na Grafu 1. Z grafu je patrné, ze v ptipadé schvaleného inhibitoru nové
generace, zanubrutinibu, dochazelo ke G1 bloku, a to pfi vyssi koncentraci 5 pM.

Stejné ucinky zanubrutinibu byly prokazany v publikaci Tarantelli et al. z roku
2019. Zanubrutinib zptsoboval klasicky G1 blok jiz v submikromolekularnich
koncentracich, pficemz se studie zaméfovala na jiny typ lymfomu nez v piipadé
predlozené bakalatské prace.

Ve studii Guo et al. (2019) byl pozorovan blok G1 faze cyklu u linie Ramos po
pouziti 1 uM koncentrace ibrutinibu. V nasem piipadé byl pozorovan pouze mirny nartst
zastoupeni bun¢k v G1 fazi oproti neovlivnénému kontrolnimu vzorku az pti koncentraci
5 uM. Oproti publikovanym vysledkiim neslo navic o vyznamny blok G1 faze, jako bylo
mozné pozorovat ve vyse popsaném piipad€ zanubrutinibu.

Po pouziti latky 8608 z nové série byl vysledek obdobny jako u ibrutinibu,
sledovali jsme zvySené zastoupeni bunck ve fazi G1, a to po pouZiti koncentrace 5 uM.
Pfi této koncentraci navic mirn¢ vzristal podil bunéénych fragmentt v populaci subG1,
coz znaci umrti bun¢k vlivem latky 8608. U schvalenych inhibitori BTK nebyl zvySeny
podil odumielych bunék pozorovan.

Lietal. v roce 2019 syntetizovali 2-fenylpyrimidinové derivaty, pfi¢emz stanovili
jejich pfedbézné ucinky na B-lymfocyty a kinazu BTK. Analyza bunécného cyklu byla
provedena taktéz na bunéné linii Ramos, pficemz linie byla ovlivnéna latkami
o0 koncentraci 5 uM po dobu 48 hodin. Sloucenina 11g vykazovala nejleps$i inhibi¢ni
ucinky, a stejné jako latka 8608 zptisobila zvySeni podilu bunék Ramos ve fazi Gl,
pricemz ucinek byl prohlouben dobou ptisobeni latky.

Publikovana data prezentuji inhibitory BTK jako latky zplsobujici blokaci
bunééného cyklu vjeho Gl fazi. Nami ziskané vysledky nenaznacily srovnatelné
signifikantni G1 blok, nicméné nariist bunck v této fazi cyklu byl pozorovan pro

schvalené inhibitory i latku nové generace, 8608.
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Latka 7471 ze starSi série naopak zpusobila pfekvapivé narist poctu bunék
v S fazi bunééného cyklu, coz mohlo byt zplisobeno jeji nizkou selektivitou. Mizenina et
al. (2004) prezentovali vliv novych pyrido[2,3-d]pyrimidinovych derivati na bunéény
cyklus linie MDA-MB-468. Jedna se o selektivni SRC inhibitory, pficemz do SRC rodiny
patii napiiklad kinaza SRC, BLK, YES, ale také kinaza LYN, zapojena v signalizaci
B-bunécéného receptoru (Boggon et al., 2004). Bylo zjisténo, ze jimi testované latky
PD173952, PD179483 a PD166326 zpiisobily zvyseni podilu bunék v S fazi bunécného
cyklu, stejné jako nami testovana latka 7471. Blok S faze je v této studii spojovan

S in vitro inhibici kinazy WEE], ktera zprostfedkovava regulaci bunééného cyklu.
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Graf 1: Vysledky analyzy bun&ného cyklu u linie Ramos - procentudlni zastoupeni
Vv jednotlivych fazich bunétného cyklu ovlivnéné ibrutinibem (ibru), zanubrutinibem (zanu),
latkou 7471 a 8608 po dobu 24 hodin.
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5 ZAVER

Brutonova tyrozinkinaza (BTK) pfedstavuje nezbytnou soucést signalni drahy
B-bunécného receptoru, kaskady kli€¢ové pro proliferaci, zrani a preziti B-lymfocytu.
Alterace v expresi a aktivit¢ kinazy BTK byva spojovdna s vyvojem B-bunéénych
malignit, a pravé proto je dilezitym terapeutickym cilem. Dynamicky rozvoj na poli
vyzkumu a syntézy BTK inhibitorQ, jejich zavedeni do klinickych studii a praxe
Vv poslednich letech vyznamné rozsitily moznosti 1é€by hematologickych malignit.

V réamci teoretické casti predloZzené bakaléaiské prace byla charakterizovana
Brutonova tyrozinkinaza a jeji zapojeni v signalizaci B-bunééného receptoru. ReSerSe se
dale zaobirala popisem regulace signaliza¢ni drahy BTK, jejim moznym ovlivnénim
nizkomolekuldrnimi inhibitory véetné¢ schvalenych 1éCiv a popisem indikovanych
onkologickych onemocnéni.

V ramci experimentalni Casti prace byla posouzena cytotoxicka aktivita latek ze
série nov¢ pripravenych, dosud nepublikovanych 2,6,9-trisubstituovanych purinovych
derivat. Latky byly vyvinuty jako potencidlni inhibitory kinaz BTK a BCR-ABL. Na
zaklad¢ téchto dat a vysledkli biochemické inhibice rekombinantnich kindz BTK
a BCR-ABL byly vybrany dvé kandidatni latky, 7471 a 8608. Pomoci molekularné-
biochemickych metod byly dale charakterizovany nékteré biologické ucinky vybranych
potencialnich BTK inhibitorti se zaméfenim na jejich srovnani s komerénimi, k 1écbé
schvalenymi inhibitory ibrutinibem a zanubrutinibem. Konkrétné byl zkouman vliv latek
na proteiny zapojené v signdlni draze BTK a jejich efekt na priib&h bunééného cyklu.

Z vysledki imunodetekce byl patrny vyznamny efekt schvéalenych BTK
inhibitorti, ibrutinibu a zanubrutinibu, v porovnani s nové syntetizovanymi latkami.
Mirnou inhibici fosforylace klicové kinazy BTK bylo mozné sledovat pouze pti pouziti
vysoké koncentrace latky 8608 pii 24h ovlivnéni, nikoliv v8ak v ptipadé€ vystavéni bunék
latce 7471.

V analyze bunécného cyklu byl pozorovan nartst poctu bunék v G1 fazi u obou
schvalenych inhibitord a u latky 8608. Vysledek naznacuje potencialni schopnost nové
syntetizované latky zpusobovat blokaci cyklu v této fazi, coz je v souladu s jinymi
publikacemi studujici inhibitory BCR drahy. Latka 7471 zptsobila na rozdil od ostatnich
studovanych sloucenin piekvapive narist poc¢tu bunék v S fazi bunééného cyklu.

Vysledky imunodetekce proteinii i analyzy bunééného cyklu poukazuji na

nespecifitu a nizkou selektivitu latky 7471. Co se tyce efektivity inhibice signalizacni
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kaskaddy BTK vS8ak neni ani oproti 7471 potentn&jsi latka 8608 zdaleka tak ucinna jako
schvalend léciva. Predmétem dalSiho zkoumani by mohl byt vliv nové syntetizovanych

latek na jiné onkogenni kinazy, jako je naptiklad BCR-ABL.
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