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Anotace

Akutni myeloidni leukémie (AML) je maligni hematologické onemocnéni charakterizované
klonalni proliferaci nezralych myeloidnich bun¢k v kostni dfeni, krvi a ptipadné i v jinych
tkanich. Tento patologicky proces naruSuje normalni krvetvorbu, coz vede k mnoha klinickym
komplikacim. I pfes vSechny nové a pokrokové 1écebné postupy je AML stile fazena mezi
Spatn¢ léCitelné formy nadorovych onemocnéni. U pfiblizné tietiny ptipadu pacientti s AML se
vyskytuji mutace v genu pro FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3). Tyto mutace zpusobuji
konstitutivni aktivaci FLT3 receptoru nezavislou na piitomnosti ligandu, coz vede k
nekontrolované proliferaci leukemickych bunék, naruseni jejich diferenciace a k agresivnimu
prubé¢hu onemocnéni. Pfitomnost FLT3 mutace v leukemickych bunkach pacienta je tak
spojena s nepiiznivou progndzou, vyssim rizikem relapsu a niz$i mirou preziti pacientt. Latky
se schopnosti inhibovat mutovany FLT3 receptor jsou tak novym zasadnim pfistupem cilené
terapie. I pies to, ze jsou zminéné FLT3 inhibitory relativné novymi moznostmi 1écby, byla uz
1 vli¢i nim popsana rezistence, kterd patii mezi sté¢zejni pticiny selhani terapie. Cilem této prace
bylo charakterizovat 3 nové¢ syntetizované slouceniny s potencidlem inhibovat FLT3 receptor,
a to z pohledu jejich efektu na bunéénou proliferaci na AML buné&¢nych liniich, a posoudit
jejich specificky ucinek pravé na buitkky s FLT3 mutovanym receptorem. Druhym z cild bylo
urcit efekt téchto sloucenin na gilteritinib-rezistentni linii. Aby byl urcen redlny potencial
takovychto latek, byly jejich G¢inky srovnany s jiz klinicky pouzivanymi 1é¢ivy, midostaurinem
a quizartinibem. Prostfednictvim in vitro kolorimetrické metody zvané MTT test byla ovéfena
schopnost testovanych latek navodit bunécnou smrt ¢i snizit miru bunécné proliferace u linii
MV4-11 a MOLM-13, jez se charakterizuji mutaci FLT3-I1TD, v kontrastu s linii THP-1, ktera
mutaci nevykazuje. Z testovanych latek byla jako nejefektivnéjsi stanovena latka PSU28, a to
s hodnotami 1Cso 0,27 uM pro MV4-11 wt (Cl 95 % = 0,2221- 0,3132 uM) a 0,25 uM pro
MOLM-13 (CI 95 % = 0,2232- 0,2784 uM). Ve srovnani s klinicky pouZivanymi inhibitory
projevila vSak tato sloucCenina nékolikandsobné niz§i ucinek, pfi€emZ ten nejvysSi byl
vykazovan inhibitorem quizartinibem s hodnotami 1Cso 0,6 nM u MV4-11 wt (Cl 95 % =
0,5081-0,8071 nM) a 1,0 nM na MOLM-13 (0,9144-1,186 nM). Na linii MV4-11 g45, jez nese
trvalou rezistenci vici jinému klinicky pouZivanému inhibitoru, gilteritinibu, byl zanalyzovan
ucinek latky PSU28 a LG-2189, v porovnani s gilteritinib-senzitivni linii MV4-11 wt. Ve druhé
¢asti experimentll byly zaznamenany opa¢né vysledky nez pii prvni komparaci testovanych
latek s terapeuticky pouZivanymi inhibitory. NejniZ§ich hodnot rezistencniho faktoru
dosahovaly nové syntetizované latky (RF PSU28 = 1,24; LG-2189 = 0,80), coz naznacuje jejich
potencial terapeutického t€inku 1 u AML bunék rezistentnich vii¢i gilteritinibu. Zjisténi této
prace tak pfedstavuje poutavy pfedmeét pro budouci vyzkum. Takovéto znalosti o testovanych
sloucenindch by mohly poskytnout zéklad pro syntézu novych podobnych molekul
s vyhodnéjsimi vlastnostmi. Ty by pak mohly pfedstavovat novou alternativu v 1é¢bé AML,
véetné forem rezistentnich ke konven¢nim FLT3 inhibitorim, jako je gilteritinib.
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Annotation

Acute myeloid leukemia (AML) is a malignant hematological disease characterized by clonal
proliferation of immature myeloid cells in bone marrow, blood and possibly other tissues. This
pathological process disrupts normal hematopoiesis, leading to many clinical complications.
Despite all the new and advanced therapies, AML is still classified as a poorly treatable form
of cancer. Mutations in the FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) gene occur in approximately one
third of AML patients. These mutations cause constitutive ligand-independent activation of the
FLT3 receptor, leading to uncontrolled proliferation of leukaemia cells, impaired differentiation
and aggressive disease progression, and are thus associated with an unfavourable prognosis,
higher risk of relapse and lower survival rates. Thus, agents with the ability to inhibit the
mutated FLT3 receptor represent a new fundamental approach to targeted therapy. Despite the
fact that these FLT3 inhibitors are relatively new treatment options, resistance to them has
already been described and is one of the leading causes of treatment failure. The aim of this
study was to characterize 3 newly synthesized compounds with the potential to inhibit the FLT3
receptor, thus to verify their cytotoxicity and effect on cell proliferation in acute myeloid
leukemia cell lines, and then to assess their specific effect on the FLT3 mutant receptor. The
second objective was to determine the effect of these compounds on the gilteritinib-resistant
line. In order to determine the real potential of such compounds, their effects were compared
with the already clinically used drugs midostaurin and quizartinib. The ability of the test agents
to induce cell death in the MV4-11 and MOLM-13 lines, which are characterised by the FLT3-
ITD mutation, was verified by an in vitro colorimetric assay called the MTT assay, in contrast
to the THP-1 line, which does not show the mutation. PSU28 was determined to be the most
effective of the tested agents, with ICso values of 0,27 uM for MV4-11 wt (Cl 95 % = 0,2221-
0,3132 uM) and 0,25 uM for MOLM-13 (CI 95 % = 0,2232- 0,2784 uM). However, compared
to clinically used inhibitors, this compound showed a several-fold lower effect, with the highest
being exhibited by the inhibitor quizartinib with ICsp values of 0,6 nM for MV4-11 wt (ClI 95
% = 0,5081-0,8071 nM) and 1,0 nM for MOLM-13 (0,9144-1,186 nM). The effect of PSU28
and LG-2189 was analysed in the MV4-11 g45 line, which carries sustained resistance to
another clinically used inhibitor, gilteritinib, compared to the gilteritinib-sensitive MV4-11 wit.
In the second part of the experiments, opposite results to the first comparison of the test
substances with therapeutically used inhibitors were observed. The lowest resistance factor
values were achieved by the newly synthesized agents (RF PSU28 = 1,24; LG-2189 = 0,80).
Thus, the findings of this paper present an intriguing subject for future research. Such
knowledge about the compounds could provide a basis for the synthesis of new similar
molecules with more favourable properties. These could then represent a new alternative in the
treatment of AML, including forms resistant to conventional FLT3 inhibitors such as
gilteritinib.
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni piedstavuji v soucasné dob¢ celosvétoveé druhou nejcastéjsich piicinu
umrti (po kardiovaskularnich onemocnénich). Konkrétné v roce 2020 si nadorova onemocnéni
vyzadala takika 10 miliona Zivotd, tedy témért kazdé Sesté umrti (Anon. [b.r.]). Pocet osob, jez
podlehly nekteré z forem zhoubného bujeni, se za poslednich 40 let u zen zdvojnésobil a u muzi
ztrojnasobil. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) potvrdila, ze maligni onemocnéni jsou
v soucasnosti smrtelnéjsi nez kardiovaskularni onemocnéni (Bray et al. 2018; Mentella et al.
2019). Pokroky v technologii, mediciné a nové se objevujici védecké poznatky vedou k lepSimu
pochopeni mechanismii podilejicich se na vzniku nadorovych onemocnéni, jejich rozvoji,
problematice perzistence kmenovych nadorovych bunék i dalSiho Sifeni malignich bun¢k v
organismu, coz umoznilo vyvoj modernich 1écebnych piistupt, které kromé tradicnich, mezi
které patii chirurgicky zasah, chemoterapie €i radioterapie, zahrnuji i jiné novodobé¢ strategie
s cilenym pisobenim piimo na nadorové bunky (Debela et al. 2021; Faubert et al. 2020;
Motofei 2022). I pres fakt, ze je mnoho typl malignich onemocnéni povazovano za dobie
1écitelné (napiiklad nékteré typy prsnich nadort, détska akutni lymfoblastickd leukémie ¢i
Hodgkindv lymfom) (Anon. [b.r.]; Anon. [b.r.]), je pro vice nez 30 % pacientli doba pieziti
stale krat$i nez 5 let (Anon. [b.r.]).

Akutni myeloidni leukémie (AML) je i pfes vSechny nové a pokrokové 1é¢ebné postupy fazena
mezi Spatné 1é¢itelné formy nadorovych onemocnéni (Vakiti et al. 2024). To piedstavuje
mimofadny podnét pro vytvafeni mnoha novych a inovativnich zplsobt terapie AML, které¢
vyznamn¢ prispivaji k rozmachu uspésné 1€cby pacientii. Standartni chemoterapie, zahrnujici
kombinaci antracyklinli a cytarabinu, jiz zdaleka neni jedinou moznosti 1écby, pfestoze pro
vétsinu AML pacienti stale tvori nedilnou soucast indukéni terapie.

Mutace genu pro FLT3 receptor jsou nejcastéjsi genetické aberace nalezené u akutni myeloidni
leukémie, jeZ jsou asociované se Spatnou progndzou, predevSim pak se zvySenym rizikem
relapsu. Konkrétn¢ jsou ptitomny u zhruba 30 % pacientd trpicich AML (Daver et al. 2021;
Zhao et al. 2022). U zhruba 25 % téchto pacientt je pak pfitomna vnitini tandemové duplikace
(FLT3-ITD), ktera je zvlasté spojena s hor§imi prognostickymi faktory. Dalsich 5 % osob
trpicich AML s mutaci FLT3 je postizeno bodovymi mutacemi v tyrosin kindzové doméné
(FLT3-TKD). U pacienti takovychto skupin je pak jesté vyssi pravdépodobnost relapsu, a to i
po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (Bazarbachi et al. 2020; Kiyoi
et al. 2020a; Schlenk et al. 2008). Inhibice FLT3 receptoru tak ptedstavuje nemalou vyzvu
Z hlediska cilené farmakoterapie a vyvoje novych potencialnich strategii a inhibitort (Kazi a
Ronnstrand 2019). Do terapie byly pomérné neddvno zavedeny jiz dvé generace FLT3
inhibitord, které se v poslednich letech dostaly do klinické praxe (Zhao et al. 2022). Ta prvni
zahrnuje FLT3 inhibitor midostaurin (zaveden roku 2017 (Anon. 2017)). Mezi druhou generaci
FLT3 inhibitort patii gilteritinib (zaveden roku 2019 (Anon. 2019b)) ¢i quizartinib (zaveden
roku 2023 (Anon. 2023)). I pies to, ze jsou vySe zminéné FLT3 inhibitory relativné ranymi
moznostmi 1écby, byla uZ i viici nim popsana rezistence, ktera patii mezi stézejni ptiiny selhani
terapie a jiz nékolikrat zminéného relapsu onemocnéni (Capelli et al. 2022). Potieba vytvaret
nové potencidlni struktury s co nejidealnéjsi schopnosti inhibovat FLT3 mutaci a soucasné
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schopnosti zamezovat vzniku rezistence, popiipadé¢ ji pfekonat, tak pochopitelné neustale roste
(Zhao et al. 2022).

Tato prace si klade za cil otestovat novée syntetizované slouceniny s potencialnimi schopnostmi
inhibovat FLT3 receptor pro jejich antiproliferativni pisobeni u AML bunéénych linii a
vyhodnotit, zda tyto latky potencialné ptedstavuji budoucnost pro 1écbu pacientl zasazenych
AML s FLT3 mutaci.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) je maligni hematologické onemocnéni charakterizované
klonalni proliferaci nezralych myeloidnich bun¢€k v kostni dfeni, krvi a ptipadné i v jinych
tkanich. Tento patologicky proces narusuje normalni krvetvorbu, coZz vede k pancytopenii a
dalsim klinickym komplikacim. AML ptedstavuje piiblizné¢ 80 % akutnich leukémii u
dospélych, ptfi¢emz incidence stoupa s vékem, zejména u jedincii starSich 60 let. Onemocnéni
je heterogenni z hlediska molekularnich mechanismt, klinického prabéhu i terapeutické
odpovédi. (Jordan et al. 2006; Mrozek et al. 2007; Yu et al. 2020)

Obrazek 1: Porovnani standartnich bunék a bunék akutni myeloidni leukémie ziskané
imunohistochemickym barvenim kostni di‘ené. A- buiky zdravé osoby; B- builky osoby s AML.
Prevzato od (Wu et al. 2005).

2.1.1 Historie

AML byla poprvé popsana v roce 1827 francouzskym lékarem Alfredem Velpeauem. V jeho
zpraveé se vénoval pripadu 63letého floristy, ktery trpél horeckou, slabosti a zvétSenim jater a
sleziny. Velpeau zaznamenal, Ze krev pacienta méla konzistenci podobnou kasi, coz pficital
ptitomnosti bilych krvinek (Hoffman et al. 2022). Termin ,,leukémie* vSak byl poprvé pouzit
az o n¢kolik let pozdgji, v roce 1856, némeckym patologem Rudolfem Virchowem (Virchow
et al. 1856). Dalsi dilezity krok v klasifikaci leukémie u¢inil Wilhelm Ebstein v roce 1889, kdy
popsal akutni leukémii jako rychle progresivni a fatdlni onemocnéni, ¢imz ji odlisil od
chronickych forem (Ebstein 1889). Na konci 19. stoleti Ernst Neumann potvrdil, ze leukemické
buiikky maji sviij ptivod v kostni dfeni, coz bylo zasadni pro dal§i porozuméni myeloidni
leukémii (Neumann 1868).

Zacatkem 70. let 20. stoleti byla zavedena Francouzsko-americko-britska (FAB) klasifikace,
kterd roz€lenila AML na rizné subtypy podle morfologickych a cytochemickych vlastnosti
blastll v kostni dfeni. Soucasné byla v tomto obdobi zavedena cytotoxickd chemoterapeutika,
zejména kombinace antracyklind a cytarabinu, coz se dodnes povazuje za standardni indukéni
terapii. Tyto terapie vSak mély vysokou toxicitu a i€innost byla omezend u pacientl starSich
nebo s komorbiditami. (Deschler a Liibbert 2006; Tefferi et al. 2024)
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Nasledné byly v 80. letech objeveny specifické genetické abnormality, které zlepsSily
diagnostiku a prognodzu pacientl (Deschler a Liibbert 2006; Tefferi et al. 2024). Vyznamnym
milnikem byl objev molekularnich markert, jako jsou naptiklad mutace genu NPM1 a FLT3-
ITD, které umoznily lepsi stratifikaci pacienti podle rizika a personalizaci 1é¢by (Ma a Wang
2024).

2.1.2 Prevalence

Incidence akutni myeloidni leukémie globalné nartsta, s vyznamné vyssi prevalenci u muzii a
starSich osob. Pocet nové diagnostikovanych ptipadi nadéle roste, a to ze 79 372 v roce 1990
na 144 645 v roce 2021. Rozdily v incidenci odrazeji socioekonomicky rozvoj regionti; vyspélé
zem¢ vykazuji vys$Si miru incidence, umrtnosti i roky zivota pfizpiisobené zdravotnimu
postizeni (DALY). Rizikové faktory zahrnuji koufeni, vysoky index télesné hmotnosti a
pracovni expozici benzenu ¢i formaldehydu. Tyto faktory se regionalné 1isi a pfispivaji k
rozdilné zatézi nemoci. Mortalita spojenda s AML se mezi lety 1990 a 2021 celosvétove zvysila
z 74 983 na 130 522 Gmrti roén€. Vys§i mira imrtnosti je zaznamenéana ve vyspélych zemich,
coz muze souviset s jejich presnéjsi diagnostikou a sledovanim. DALY vzrostla z 2,6 na 4,6
milionu. (Zhou et al. 2024)

2.1.3 Rizikové skupiny a faktory

Prognéza AML je vyrazné ovlivnéna souhrou genetickych, molekularnich a environmentalnich
faktorti. Tyto faktory zdsadné ovliviiuji nejen samotny vznik onemocnéni, ale také jeho priibéh,
odpovéd’ na 1écbu a celkové preziti pacienta.

Genetické faktory hraji v patogenezi AML klicovou roli. Mutace v genech, jako jsou FLT3,
NPMI1 nebo DNMT3A, jsou povazovany za zasadni prognostické markery. Mutace v FLT3-
ITD (vnitini tandemova duplikace) je napiiklad spojena s vysSim rizikem relapsu a nizS§im
celkovym preZitim, a to 1 pres standardni 1écbu chemoterapii nebo alogenni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék (HCT) (Boscaro et al. 2023; Pollyea et al. 2021). Naopak
mutace v genu NPM1 muiZze byt asociovana s lepsi progndzou u pacientti (Boscaro et al. 2023).

Vyznamnym rizikovym faktorem je vék pacienta. U starSich pacientt (>60 let) je AML obvykle
spojena s hor$i progndzou, coZ je ddno nejen akumulaci genetickych abnormalit, ale také
snizenou toleranci k intenzivni chemoterapii a vy$$im vyskytem komorbidit. (Boscaro et al.
2023; Pollyea et al. 2021)

Cytogenetické abnormality rovnéZz pfispivaji ke stratifikaci rizika. Pacienti s komplexnim
karyotypem nebo specifickymi chromozomovymi piestavbami, jako je t(6;9) nebo inv(3),
spadaji do vysoce rizikové skupiny s nizkym piezitim (Boscaro et al. 2023). Na druhou stranu,

translokace t(8;21) nebo inv(16) jsou Casto spojovany s ptiznivej$im pribéhem nemoci a delSim
piezitim, zvlasté pokud jsou doty¢ni 1éCeni intenzivni chemoterapii.
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Obrazek 2: Vyvoj incidence AML na 100 000 obyvatel v zavislosti na véku (mladsi vs. starsi nez
60 let). Na zakladé dat ziskanych z amerického registru SEER a mezinarodnich studii bylo zjisténo, Ze
incidence AML v poslednich dekddach celosvétove stoupa, predevsim u starSich pacientil. Tento nardst
je spojen se starnutim populace a zménami v diagnostickych metodach. Zatimco v roce 1980 byla
incidence AML v USA pfiblizné 2,0 piipad na 100 000 obyvatel, v roce 2020 se zvysila na 4,2 piipadu
na 100 000 obyvatel. Mezi lety 2021 a 2040 se ocekava globalni nartst ptipadi AML az o 32 %.
Vytvoreno autorkou podle (Anon. [b.r.]; Anderson et al. 2021).

2.1.4 Vznik a patogeneze

AML vznika na zakladé kumulace genetickych a epigenetickych zmén v hematopoetickych
kmenovych buiikach nebo v progenitorech myeloidni linie (obr. 3). Ty se vétSinou nachazeji v
kostni dfeni, ktera je hlavnim mistem produkce krevnich bun¢k. To vede k vyrazné zméné
metabolismu jejiho mikroprostiedi (obr. 4). Mezi nejcastéjsi genetické abnormality patii
mutace v genech FLT3, NPM1, DNMT3A a IDH1/2. Tyto mutace vedou k naru§eni normalnich
signdlnich drah, regulace bunéc¢ného cyklu, apoptéozy a diferenciace bunék. Kritickym
patogenetickym mechanismem AML je konstitutivni aktivace signalni drahy FLT3 (fms-like
tyrosine kinase 3), ktera zplisobuje neomezenou proliferaci leukemickych blasti. Mutace
NPMI1 (nukleofosmin 1) pak ovliviluje jadernou transportni funkci proteinu a narusuje
bunécnou homeostazu. Epigenetické zmény, jako je hypermethylace promotorovych oblasti
tumor-supresorovych gent, hraji rovnéz zdsadni roli v maligni transformaci bunék. (Dohner et
al. 2010; Mrozek et al. 2007; Yu et al. 2020)
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Obrazek 3: Hematopoéza (zjednoduseng). Cervené znazornén myeloidni progenitor a jeho vyvojova
linie. Vytvoreno autorkou podle (Mokobi 2022) a (URL 1).
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Obrazek 4: Schéma metabolismu mikroprostiedi kostni di‘ené pii AML. Akutni myeloidni
leukémie dokaze manipulovat své okoli v kostni dieni, aby podpofila vlastni metabolismus: A- prenos
mitochondrii: AML zvySuje produkci superoxidu (NOX2), coz stimuluje buiiky stromatu ke sdileni
mitochondrii. Pfenos probiha pfes tunelové nanotrubice, které vyuzivaji protein CD38; B- manipulace
tukovych bunék: AML aktivuje lipolyzu (rozklad tukll) v adipocytech a zvySuje piijem volnych
mastnych kyselin (FFA) diky zvySené expresi CD38 a FABP proteint; C- odstraniovani poskozenych
mitochondrii: AML vyuziva makrofagy k odstranéni svych poskozenych mitochondrii, ¢imz se vyhyba
apoptoze (bunécné smrti). Vytvoreno autorkou podle (Maynard et al. 2022) a (URL 1).
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2.2 Patogeneze FLT3 mutace

2.2.1 Tyrozinkinazovy receptor FLT3

Receptor FLT3 lokalizovany v cytoplazmatické membranég, konkrétné pak na chromozomu
13q12, je klicovy pro regulaci rastu a diferenciaci hematopoetickych buné€k. Je exprimovan na
povrchu myeloidnich a lymfoidnich progenitorovych bungk, ale na diferencovanych krevnich
buiikach se nevyskytuje. Fyziologicky interaguje s dalSimi ristovymi faktory, jako jsou SCF a
interleukin 3, a hraje vyznamnou roli v normalni krvetvorbé. (Kiyoi et al., 2020)

Strukturalné je receptor tvofen extracelularni ligand-vazajici doménou, ktera se podoba
imunoglobulinu, transmembéanovou ¢asti, juxtamembranovou podjednotkou a intracelularnimi
tyrozinkinazovymi doménami. V neaktivnim stavu existuje jako monomer s konformaci, ktera
brani samovolné fosforylaci tyrozinkinazové domény. Aktivace receptoru nastava po vazbé
FLT3 ligandu, coz zplisobi dimerizaci receptoru a spusténi tyrozinkindzové aktivity. Tato
aktivace vede k fosforylaci adaptéri, jako jsou SHC, GRB2 a CBL, které nasledn¢ spoustéji
signalni drahy PI3K/Akt, RAS/MAPK a JAK/STAT, jez podporuji transkripci genti
regulujicich pfeziti a stimuluji bunécnou proliferaci a diferenciaci (Kiyoi et al., 2020;
Meshinchi & Appelbaum, 2009). Béhem hematopoetické diferenciace je exprese tohoto
receptoru utlumena (Gilliland a Griffin 2002).

FLT3 ligand (FLT3L) je transmembranovy i solubilni protein exprimovany bufikami kostni
diené. Mimo jiné se vyskytuje naptiklad na buiikach placenty, plic, varlat a ledvin. (Meshinchi
a Appelbaum 2009)
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Obrazek 5: Struktura a aktivace receptoru FLT3, véetné signalnich drah spojenych s jeho ¢innosti
a vlivu mutaci (ITD, TKD) a inhibitori FLT3 na buné¢né procesy. P= fosfatova skupina; C-
terminus= karboxylovy konec proteinu; FLT3 TKI= inhibitor tyrozinkinazy FLT3; RAS, RAF, MEK,
ERK (extracelularné regulovand kindza)= proteiny, které jsou soucasti signalni drahy; PI3K=
fosfatidylinositol-3-kinaza; AKT= proteinkinaza B; MTOR= mechanisticky cil rapamycinu; STAT5=
signalni transduktor a aktivator transkripce 5. Ligand FLT3 vaze extracelularni cast receptoru, coz
spousti jeho dimerizaci a aktivaci. Mutace ITD v juxtamembranové doméné zpiisobuji konstitutivni
aktivaci, zatimco bodové mutace v tyrosinkinazové doméné vedou k hyperaktivaci. Aktivovany FLT3
receptor fosforyluje intracelularni proteiny a aktivuje drahy RAS/RAF/MEK/ERK (proliferace),
PI3K/AKT/MTOR (pieziti) a STATS (genova regulace). Upraveno podle (Weis et al. 2019) a (URL 1).

2.2.2 Signalni drahy aktivované FLLT3 kinazou

Aktivace FLT3 kinazy vede ke stimulaci nékolika signalnich drah prostiednictvim kli¢ovych
proteint, které reguluji bunécnou proliferaci, diferenciaci, metabolismus a apoptozu.

Akt je soucasti PI3K/Akt drahy. Po aktivaci FLT3 kindzy a tvorbé fosfatidylinositol-3,4,5-
fosfatu na vnitfni strané membrany je Akt fosforylovan fosfoinositid dependentni kinazou.
Aktivni Akt nasledné fosforyluje dalsi proteiny v cytosolu, coz ovliviluje procesy, jako je
bunécna proliferace a inhibice apoptézy. ZvySena exprese Akt v leukemickych buikéach
prispiva k progresi AML. (Martini et al. 2014; Nicholson a Anderson 2002)

Erk patii mezi klicové prvky Ras-Raf-MEK-ERK drahy. Tato draha je aktivovana po interakci
FLT3 kinazy s ligandem, coZ vede k uvolnéni GTP a aktivaci proteinii Ras, Raf, MEK a Erk.
Aktivni Erk fosforyluje Sirokou $kalu proteint, ¢imZ podporuje bunéény rust, diferenciaci a
inhibuje apoptézu. Podobné jako Akt je Erk zvySené exprimovan v leukemickych buiikach a
prispiva k jejich nekontrolovatelnému mnozeni. (Ramos 2008; Steelman et al. 2011)
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Signalni draha JAK/STAT propojuje vazbu extracelularnich ligandd, jako jsou cytokiny,
hormony a ristové faktory, na receptory prostiednictvim vSudypiitomné intracelularni signalni
kaskady s transkripénim mechanismem v jadie. Za fyziologickych podminek je ptisné
regulovana a koordinuje celou fadu zékladnich biologickych mechanismu, véetné bunécné
proliferace, diferenciace, apoptézy a zanctu. Dysregulace se projevuje za zéavaznych
patologickych okolnosti a je bézné spojena s konstitutivné aktivnim STAT podporujicim mimo
jiné intenzivni zanétlivé stavy nebo tumorigenezi (Villarino et al. 2017). Aberantni signalizace
drahy JAK/STAT se podili na patogenezi akutni myeloidni leukémie (Moser et al. 2021).

Mechanisticky cil rapamycinu (mTOR) je kinaza, jez je u Clovéka kdédovana genem MTOR
(Brown et al. 1994). mTOR je soucasti skupiny proteinovych kinaz ptibuznych
fosfatidylinositol-3-kinaze (Mitra et al. 2015). mTOR koordinuje rist a metabolismus
eukaryotickych buné€k s vlivy prostiedi, v€etné zivin a rastovych faktorti. Zastava usttedni roli
v regulaci mnoha zékladnich bunécnych procesii, od syntézy proteini po autofagii.
Deregulovana signalizace mTOR se podili na progresi fady zdvaznych onemocnéni, véetné
AML, i na procesu starnuti (Park et al. 2010; Saxton a Sabatini 2017).

2.2.3 FLT3 mutace

FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) je receptorova tyrosinkinaza, ktera hraje klicovou roli v
regulaci proliferace a diferenciace hematopoetickych bun¢k. Mutace v genu FLT3 jsou jednim
z nejcastéjSich genetickych nalezii u pacienth s AML, vyskytuji se u pfiblizné tietiny ptipada
(Kennedy a Smith 2020; Smith 2019). Nejcastéj§imi variantami jsou mutace typu vnitini
tandemové duplikace (FLT3-ITD), které postihuji zhruba 25 % pacientti s AML, pficemz jde
ve veétsing piipadil o pacienty starsi 55 let, u mlad$ich se vyskytuji vzacné. Déale bodové mutace
Vv tyrosin kindzové doméné (FLT3-TKD), jeZ se objevuji ptiblizné u 5 % nemocnych. Na rozdil
od FLT3-ITD je rozsifena obdobné ve vsech vékovych skupinach (Meshinchi a Appelbaum
2009). Ob¢ tyto mutace zpusobuji konstitutivni aktivaci FLT3 receptoru nezavislou na
pfitomnosti ligandu, coz vede k nekontrolované proliferaci leukemickych buné€k, naruSeni
jejich diferenciace a k agresivnimu prubéhu onemocnéni. Zvlasté¢ mutace FLT3-1TD je spojena
s nepiiznivou progndzou, vyssim rizikem relapsu a niz$i mirou pieziti pacienti (Kennedy a
Smith 2020; Smith 2019).

Mutace FLT3-ITD se nejcastéji vyskytuji v exonu 14 genu FLT3, ktery koduje
juxtamembranovou (JM) doménu, a zplsobuji ztratu inhibi¢niho ucinku této domény na
tyrosinkindzovou aktivitu receptoru, coz vede k jeho trvalé aktivaci; vysledkem je aberantni
signalizace prostiednictvim STATS a dalsich drah (PI3K/Akt, MEK/ERK), potlaceni myeloidni
diferenciace a vznik AML s vysokym poctem krevnich blastd. (Gilliland a Griffin 2002;
Choudhary et al. 2005; Schnittger et al. 2012)

Naopak FLT3-TKD zpisobuji zmény v aktivacni smycce receptoru, které¢ vedou k jeho trvalé
aktivaci prostiednictvim drah PI3K/Akt a MEK/ERK, ale neaktivuji STATS ani nepotlacuji
myeloidni diferenciaci, coz vysvétluje mirnéjsi dopad téchto mutaci na 1é¢ebné vysledky, které
jsou obecné piiznivéj$i nez u mutaci FLT3-ITD. (Gilliland a Griffin 2002; Choudhary et al.
2005; Schnittger et al. 2012)
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2.3 Prubéh a charakteristika

Klinicky obraz AML je velmi variabilni a zavisi na konkrétnich genetickych zménach a stupni
postizeni kostni diené. Mezi nejCastéjsi symptomy patii anémie, neutropenie a trombocytopenie
(obr. 6), coz se projevuje tinavou, krvacivymi projevy a zvySenou nachylnosti k infekcim.
Pacienti mohou mit také leukemické infiltraty v riznych orgédnech, jako jsou slezina, jatra nebo
kaze, coz dale komplikuje klinicky obraz. Onemocnéni ma zpravidla rychly a agresivni prabéh.
Bez 1écby vede AML k timrti béhem nékolika tydni az mésicti v dsledku selhani kostni dfené
nebo zavaznych infek¢nich komplikaci. (Dohner et al. 2010; Inoue et al. 2016)

BEZNY STAV ANEMIE NEUTROPENIE TROMBOCYTOPENIE PANCYTOPENIE
erytrocyty neutrofilnf granulocyty (leukocyty) trombocyty

Obrazek 6: Porovnani mozZnych poruch krvetvorby pfi AML s prirozenym krevnim obrazem. Pii
anémii dochazi k poklesu erytrocytl, tudiz i hemoglobinu, pod fyziologickou mez, tj. <110 g
hemoglobinu/l krve; pii neutropenii dochdzi k poklesu nejpocetnéjsich leukocyt v krvi, neutrofilnich
granulocyttl, pod fyziologickou mez, tj. <0,5 x 10%1; pii trombocytopenii dochazi k poklesu trombocytii
pod fyziologickou mez, tj. <100 x 10%1; pii pancytopenii dochazi k poklesu vech typti krevnich bungk
v obvodové krvi pod fyziologickou mez. Vytvoreno autorkou podle (Anon. [b.r.]) a (URL 1).

2.3.1 Extranodalni manifestace

Splenomegalie je jednou z nejcastéjSich extranoddlnich manifestaci, zpiisobenou infiltraci
leukemickych bunc¢k do sleziny. ZvétSend slezina mize mechanicky destruovat krevni
elementy, coz dale zhorSuje cytopenie (Estey a Dohner 2006). Podobné je u pacient bézna i
hepatomegalie, kterd mize byt spojena se zvySenim jaternich transamindz a cholestazou. U
nékterych pacientd dochézi k infiltraci centralniho nervového systému (CNS), coz se klinicky
projevuje ptiznaky jako bolest hlavy, ztuhlost §ije, poruchy védomi nebo parézy hlavovych
nervi. Leukemicka infiltrace CNS je ¢astéjsi u détskych pacientti nebo u dospélych s nékterymi
cytogenetickymi abnormalitami (Arber et al. 2016).

2.3.2 Akutni komplikace

Diseminovana intravaskularni koagulace (DIC) je zavaznou komplikaci, kterd se casto
vyskytuje u specifickych podtypi AML. DIC je charakterizovana nekoordinovanou aktivaci
koagulac¢ni kaskady, coz vede k soucasné tromboze a krvaceni. Vysledkem je vznik
mikrotrombt v malych cévach, coz zpusobuje ischemii tkani, zatimco koagulacni faktory a
desti¢ky jsou vycerpany, coz vede ke spontannimu krvaceni. (Choudhry a DeLoughery 2012)
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Klinicky se DIC projevuje krvacenim z nosu, sliznic, kiize nebo gastrointestindlniho traktu.
Dalsi Castou a zivot ohrozujici komplikaci je febrilni neutropenie, kterd vznika jako disledek
myelosuprese po intenzivni chemoterapii (Freifeld et al. 2011). Pacienti s febrilni neutropenii
byvaji asto imunokompromitovani, mohou tudiz rychle progredovat do sepse nebo septického
Soku, pokud neni okamzité zahéjena 1éc¢ba Sirokospektrymi antibiotiky, v ptipadech virové
infekce a mykozy pak antivirotiky ¢i antimykotiky. Vysoké riziko infekce u téchto pacientt je
zpusobeno nejen deficitem neutrofilti, ale také narusenim fyzickych bariér, jako je stfevni
epitel, poskozenych chemoterapii.

2.4 Diagnostika

Diagnostika AML je zalozena na kombinaci morfologického, imunofenotypového,
cytogenetického a molekularniho vySetieni. Standardnim diagnostickym postupem je aspirace
kostni dfen¢ a nasledna cytologicka analyza. Pfitomnost vice nez 20 % blastd v kostni dfeni
nebo periferni krvi je klicovym diagnostickym kritériem dle Svétové zdravotnické organizace,
viz “Klasifikace”. Dulezitou soucasti diagnostiky je imunofenotypizace pomoci prutokové
cytometrie, ktera umoziuje odliseni AML od jinych typti leukémii a hematologickych malignit.
Cytogenetické vysetieni slouzi k detekci chromozomalnich aberaci, jako je inv(16), t(8;21)
nebo t(15;17), které maji prognosticky vyznam. Molekuldrni analyza mutaci, naptiklad v
genech FLT3-ITD, NPMI1 nebo IDH1, pomaha stratifikovat pacienty do rtiznych rizikovych
skupin a pfizptsobit 1é¢ebny postup (Vardiman a Hyjek 2011; Wang a Bailey 2015). Dalsi
dilezitou roli hraje stav minimalni zbytkové nemoci (MRD), ktery poskytuje informace o
pretrvavajicich leukemickych buiikach po 1écbé. MRD pozitivita, zjisténa napiiklad pomoci
pratokové cytometrie nebo molekularni analyzy, je spojena s vyssim rizikem relapsu a kratsi
dobou bez nemoci (Boscaro et al. 2023; Pollyea et al. 2021).

Moderni diagnostika pochopitelné€ existuje 1 v ramci onemocnéni s pfitomnosti FLT3 mutace.
Nejcasteji pouzivanymi metodami jsou PCR (polymerazova fetézova reakce), kterd umoziuje
rychlou a citlivou detekci mutaci, a sekvenovani nové generace, které nabizi vyssi presnost a
moznost detekce 1 méné€ Castych variant. Diagnostika se provadi pfi stanoveni diagnézy AML
1 pfi relapsu, protoZe dynamika FLT3 mutaci miZe byt odlisna mezi primarnim a relabujicim
onemocnénim. (Maziarz et al. 2021)

2.5 Klasifikace

Nejjednodussi, ale klinicky vyznamné, je rozdéleni na dva zakladni typy: AML de novo a
sekundarni AML s myelodysplastickymi rysy. Klasifikacni systém pouzivany k rozdéleni AML
vytvotila WHO a zohlediluje kromé morfologie blastd zdsadni v dfive pouzivanych
klasifika¢nich systémech také imunofenotypizacni, cytogenetické a molekularné genetické
diagnostické aspekty. Tento systém se pouzivd v kombinaci s Mezinarodni konsenzualni
klasifikaci (ICC). (Chang a Kuzu 2023)

Historicky byla AML klasifikovana podle morfologie a cytochemickych vlastnosti, jak to
stanovila Francouzsko-americko-britska (FAB) kooperativni skupina. Tento pfistup rozliSoval
osm subtyptl na zaklad¢ linie a stupné diferenciace leukemickych bunék. (Arber 2001)

21



Soucasné klasifikacni systémy zohlediiuji molekuldrné¢ genetické charakteristiky a
cytogenetické abnormality. WHO klasifikace v aktudlni paté edici rozdéluje AML podle
genetickych markeri, které maji klicovou prognostickou hodnotu. (Chen et al. 2023)

Mezinarodni konsensudlni klasifikace (ICC) se zamétfuje na integraci cytogenetickych a
molekularnich dat. Tento pfistup umoziuje piesnéjsi stratifikaci pacientd a lep$i pochopeni
biologickych mechanismii onemocnéni. Kromé jiz zndmych mutaci, jako jsou DNMT3A, TET2
nebo IDH1/2, ICC zahrnuje nové kategorie zalozené na genovych fuzich nebo aberacich
regulujicich epigenetiku a transkrip¢ni kontrolu. (Arber 2001; Chen et al. 2023)

Cytogenetické analyzy ukazuji, ze AML je heterogenni i na Urovni genomové nestalosti.
RozliSuji se tfi hlavni typy: AML s rovnovaznymi genovymi piestavbami (napf. fuze geni
RUNX1-RUNXITI1), AML s chromozomalnimi aneuploidiemi (napf. trisomie 8) a AML s
normalnim karyotypem, dominovanad mutacemi jednotlivych geni. Tyto skupiny maji zasadni
prognostické implikace a ¢asto odlisSnou odpovéd’ na terapii. (Chen et al. 2023)

Mutace FLT3 jsou heterogenni, pokud jde o jejich zatizeni, velikost a umisténi (Schnittger et
al. 2012). AML s mutaci a FLT3 jsou klasifikovany jako stfedni riziko dle 2022 ELN
klasifikace (Oya et al. 2023).
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Obrazek 7: Klasifikace AML dle ICC. Upraveno podle (Chang a Kuzu 2023) a (URL 1).
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Obrazek 8: Klasifikace AML dle WHO. Upraveno podle (Chang a Kuzu 2023) a (URL 1).

2.5.1 Kategorie a prognoza

AML se normalné nedéli na klinickd stadia jako solidni nadory, ale je klasifikovana podle
rizikovych skupin na zéklad¢é cytogenetickych a molekularnich markeri. Mezi pacienty s
pfiznivou prognozou patii ti, ktefi maji mutace v genech NPM1 bez ptitomnosti FLT3-ITD.
Pacienti s mutaci FLT3-ITD spadaji do stfedné rizikové kategorie. Osoby s komplexnimi
karyotypovymi zmé&nami jsou pak fazeni do skupiny s vysokym rizikem relapsu. Celkova
prognoza AML je nepfizniva, zejména u starSich pacientt. Pétileté pieziti se pohybuje kolem
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30-40 % u pacientii mladsich 60 let, zatimco u dospélych starSich 60 let klesa tento faktor pod
20 %. Hlavni pfi¢inou tmrti je relaps onemocnéni nebo komplikace souvisejici s 1écbou.
Celkové pétileté preziti pacientt s AML ¢inilo mezi lety 2014-2020 31,9 %. (Anon. [b.r.];
Nannya et al. 2022; Wang a Bailey 2015)
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Obrazek 9: Celkové pieZiti pacientii s AML v % v zavislosti na ¢ase od postiZeni diagnézou. Graf
reprezentuje preziti pacientl s AML v souvislosti s jejich cytogenetickym rizikovym profilem.
Zobrazuje celkové preziti (OS - Overall Survival) u pacientli zatazenych do tii hlavnich kategorii dle
ELN (European LeukemiaNet) 2022 klasifikace. Upraveno podle (Aparicio-Pérez et al. 2023) a (URL
1).
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Tabulka 1: Rozdéleni rizikovych kategorii AML dle ELN 2022. Ptiznivé riziko zahrnuje pacienty s
medianem celkového preziti presahujicim 5 let; stfedni riziko zahrnuje pacienty s medianem pfteziti
pfiblizné 2-3 roky; nepiiznivé riziko zahrnuje pacienty s medidnem pfeziti ¢asto pod 1 rokem. Upraveno
podle (Stubbins et al. 2022).

Kategorie rizika Geneticka abnormalita

t(8;21) (922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv (16) (p13.1922) nebo t (16;16) (p13.1;g22); CBFB-MYH11
Ptiznivé riziko

Mutovany NPM1 bez FLT3-ITD

bZIP v ramci mutace CEBPA

Mutovany NPM1 s FLT3-ITD
“Wild-type* (nemutovany) NPM1 s FLT3-1TD
Stredni riziko

t(9;11) (p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Cytogenetické abnormality, které nejsou klasifikovany jako pfiznivé nebo neptiznivé

t(6;9) (p23;934.1); DEK-NUP214

t (v;11923.3); KMT2A preusporadano

t(9;22) (934.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3) (921.3926.2) nebo t (3;3) (921.3;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)

Nepftiznivé riziko t (3926.2;v); MECOM (EVI1)-pieuspotadano

—5 nebo del (5q); —7; —17/abn (17p)

Komplexni karyotyp, monosomalni karyotyp

Mutace ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 nebo ZRSR2

Mutace TP53

2.6 Lécba AML

Standardni lé€ba AML, existujici jiz od 70. let, zahrnuje indukéni chemoterapii zaloZenou na
kombinaci cytarabinu a antracyklint, ktera ma za cil dosahnout kompletni remise. Po induk¢ni
1é¢bé nasleduje konsolidaéni terapie, kterd mize zahrnovat vysokodavkovany cytarabin nebo
alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (HCT) u pacientl s vysokym
rizikem relapsu. Nové se do 1écby AML zaclenuji cilené terapie zamétené na specifické mutace,
jako jsou inhibitory FLT3 (napfiklad midostaurin a gilteritinib) nebo inhibitory IDH1/2.
Imunoterapie, véetné monoklonélnich protilatek a CAR-T bunék, ptedstavuji dals$i nadéjny
smér vyvoje 1écby. Vyhled pacientli se postupné zlepsuje diky pokrokiim v molekularni
diagnostice a personalizované medicing. Nicméné AML stale ziistava onemocnénim s vysokou
mortalitou, a proto je dilezity dalSi vyzkum zaméteny na identifikaci novych terapeutickych
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cilti a zlepSeni celkového preziti pacienti. (IV. interni hematologickd klinika FN HK 2023;
Lowenberg 2004; Nannya et al. 2022)

Relaps AML predstavuje ndvrat onemocnéni po dosazeni kompletni remise a je spojen s
nepfiznivou prognézou. Lécebné strategie zahrnuji podani zachranné chemoterapie, Casto s
vyuzitim odliSnych cytostatik nez v indukéni fazi, s cilem dosdhnout dalsi remise. Nasledné je
u vhodnych pacienti indikovéna alogenni transplantace krvetvornych bun¢k (TKB), ktera
nabizi potencial kurativniho u¢inku. Uspé&nost transplantace viak zavisi na citlivosti
onemocnéni k zachranné chemoterapii a celkovém stavu pacienta. (Bulikova et al. 2013)

Po alogenni TKB je klicové sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRD) a pravidelné
monitorovani chimerismu k posouzeni rizika relapsu. U pacientd s detekovatelnou MRD nebo
znamkami relapsu lze zvéazit podani davek donorovych lymfocyti nebo nasazeni
hypometylacnich agens, jako je azacytidin, s cilem eradikovat rezidudlni leukemické bunky.
Dulezita je také prevence a 1écba komplikaci spojenych s transplantaci, véetné reakce $tépu
proti hostiteli a infekci. (Heuser et al. 2021)

Konsolida¢ni 1é¢ba nasleduje po dosazeni kompletni remise a jejim cilem je eradikace
minimalni rezidualni nemoci a prevence relapsu. Strategie zahrnuji podani n¢kolika cykld
intenzivni chemoterapie nebo provedeni alogenni TKB, zejména u pacientli s nepfiznivymi
prognostickymi faktory. UdrZovaci terapie, napiiklad s pouZzitim hypometylacnich agens, miize
byt zvazena u vybranych pacientt s cilem snizit riziko relapsu. (D6hner et al. 2022)

U starSich pacientd nebo pacienti s komorbiditami, ktefi nejsou kandidaty na intenzivni
chemoterapii, je vhodné zvazit mén¢ toxické 1é¢ebné pristupy. Hypometylacni agens, jako je
azacytidin, mohou byt pouzity k indukci remise s nizsi toxicitou. V piipadech, kdy je cilem
zlepSeni kvality zivota a kontrola symptomi, je indikovana paliativni péce, kterd zahrnuje
podptirnou 1é¢bu, transfuzni terapii a symptomatickou 1é¢bu s dlirazem na komfort pacienta.
(Bulikova et al. 2013)

2.7 Lécba AML s FLT3 mutaci

Lécba AML s FLT3 mutacemi obvykle zahrnuje standardni chemoterapii, nasledovanou
alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék. Standardni chemoterapie,
zejména indukéni chemoterapie, se vSak ukazala jako nedostate¢na pro dosazeni dlouhodobé
kontroly onemocnéni u pacientti s FLT3-ITD, coz vedlo k hledani specifickych cilenych terapii.
V poslednich letech doSlo k vyznamnému pokroku v 1écbé téchto pacientd diky vyvoji
tyrosinkinazovych inhibitort, které cili na mutovany FLT3 receptor. Pacienti s FLT3-ITD, kteti
podstoupili alogenni transplantaci kmenovych buné€k, mohou vykazovat zlepSené dlouhodobé
vysledky, zejména pokud jsou léCeni inhibitory FLT3 v ramci indukce nebo konsolidace.
Nicméné, riziko relapsu je stale vysoké, coz vyzaduje dalsi vyvoj a personalizované piistupy v
1é¢be téchto pacientd. Dalsi moznou cestou je rozdéleni pacientii s FLT3-1TD na podskupiny
na zaklad¢ alelického poméru (AR). Pacienti s nizkym AR (<0,5) mohou mit lepsi prognézu
nez ti s vysokym AR (=0,5), coz naznaCuje potiebu stratifikace lécby na zakladé této
charakteristiky. (Daver et al. 2021; IV. interni hematologicka klinika FN HK 2023)
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Inhibitory FLT3 mohou byt podavéany s chemoterapii nebo po ni v kombinovanych rezimech.
Podavani pted chemoterapii muize snizit chemosenzitivitu zpomalenim nebo zastavenim
bunécného cyklu. Dalsi tvahou je, Ze soucasné podavani inhibitort FLT3 s chemoterapii mtze
zvysit toxicitu v disledku farmakokinetickych interakci. To muize byt zvlasté dulezité pro
antracykliny, a to nasledkem interakci té€chto latek a inhibitord FLT3 s plazmatickymi proteiny,
zejména s transportnimi proteiny 1é¢iv z kazety vazajici ATP. (Levis et al. 2004; Sen et al.
2012)

2.8 Klasifikace FLT3 inhibitorua

Podle svého mechanismu uc¢inku se dé€li na inhibitory prvni a druhé generace a také na
inhibitory typu I a typu II, coz ovliviiuje jejich i€innost a klinické vyuziti.

Inhibitory prvni generace zahrnuji latky jako sunitinib, sorafenib, midostaurin, lestaurtinib a
tandutinib. Tyto inhibitory nebyly ptivodné vyvinuty s primarnim cilem inhibovat FLT3, a
proto jejich mechanismus t¢inku zasahuje Siroké spektrum receptorovych tyrosinkinaz (RTK).
Inhibice vice RTK miize mit pozitivni efekt na AML tim, Ze zasahuje nejen FLT3, ale i paralelni
signalni drahy a dalsi cile dilezité pro pieziti leukemickych bun¢k. Na druhé stran¢ je vSak
siroké spektrum ucinku spojeno s vyssi mirou toxicity, coz omezuje jejich pouziti (Maziarz et
al. 2021). Midostaurin byl schvalen pro 1é¢bu dospélych pacientli s nové diagnostikovanou s
AML s mutaci FLT3 v kombinaci se standardni chemoterapii (Office of the Commissioner
2020). Sorafenib je pouzivan off-label u pacientl s relabujici nebo refrakterni AML s mutaci
FLT3-ITD, zejména v piipadech, kdy nejsou dostupné jiné moznosti 1é€by (Metzelder et al.
2009; Zhang et al. 2008b). Sunitinib, lestaurtinib a tandutinib neprokazaly dostate¢nou uc¢innost
nebo bezpec¢nost v klinickych studiich a nejsou schvaleny pro 1é¢bu AML (llyas et al. 2016;
Knapper et al. 2017).

Druhé generace FLT3 inhibitord zahrnuje quizartinib, crenolanib a gilteritinib. Tyto latky byly
vyvinuty cilené a jejich ucinek je vyrazné specifictéjsi, coz vede k niZsi mife vedlejSich ucinkt
spojenych s inhibici jinych RTK. Na rozdil od prvni generace vSak inhibitory druhé generace
postradaji SirSi spektrum aktivity mimo FLT3. To miZe byt vyhodou z hlediska sniZené
toxicity, avSak zaroveil omezujici v pfipadech, kdy paralelni signdlni drahy hraji dleZitou roli
v rezistenci leukemickych bunck na 1é€bu. Klinické studie potvrdily vysokou ucinnost téchto
inhibitord nejen u pacientd s relabujici ¢i refrakterni AML, ale také naznacily jejich potencial
v kombinaci se standardni terapii pro zlepSeni dlouhodobého pieziti u nové diagnostikovanych
pacientl (Maziarz et al. 2021). Gilteritinib je vyuZzivan pro 1écbu dospélych pacienti s relabujici
nebo refrakterni AML s mutaci FLT3 jako monoterapie (Center for Drug Evaluation and
Research 2024a). RovnéZ quizartinib byl schvalen v kombinaci s chemoterapii jako souéast
uvodni 1écby u pacienti s AML s mutaci FLT3-ITD (Center for Drug Evaluation and Research
2024b). Prestoze crenolanib vykazuje slibné vysledky v klinickych studiich, nebyl dosud
ratifikovan pro klinické pouziti v 1écbé AML (Zhang et al. 2019a).

Inhibitory FLT3 lze dale rozdélit na dva hlavni typy podle zplsobu jejich interakce s
receptorovou tyrosinkindzou FLT3. Tyto typy zahrnuji inhibitory typu I, které se vazou na ATP
vazebné misto receptoru v jeho aktivni (DFG-in) konformaci, a inhibitory typu I, které se
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vazou na hydrofobni oblast piistupnou pouze v neaktivni (DFG-out) konformaci. Oba typy
inhibitorti zabrafniuji autofosforylaci receptoru a jeho signalizaci. Inhibitory typu I, jako
naptiklad sunitinib, lestaurtinib, midostaurin, crenolanib a gilteritinib, jsou ucinné proti
mutacim FLT3-ITD i FLT3-TKD (napf. mutaci D835). Naopak inhibitory typu II, kam patfi
sorafenib, quizartinib a ponatinib, jsou cilené na FLT3-ITD, ale nejsou t¢inné proti vetsSing
mutaci TKD. Mutace D835 Casto piispiva k rozvoji sekundéarni rezistence vii¢i inhibitoriim typu
Il. (Ke et al. 2015; Smith et al. 2012; 2015)

Neaktivni konformace Aktivni konformace

FLT3 ligand

Receptor FLT3

TKD
mutace

Intercelularni prostor ITD
mutace

« JMD S
Inhibitory Inhibitory
typu Il I TK1I typu | I
TK2

Obrazek 10: Mechanismus aktivace FLT3 receptoru, jeho patologické mutace a principy ucinku
ruznych inhibitori. FLT3 inhibitory typu I se vazou na receptor FLT3 v aktivni konformaci, bud’ v
blizkosti aktivacni smycky, nebo kapsy pro vazbu ATP, a jsou aktivni proti mutacim ITD a TKD. FLT3
inhibitory typu Il vazou receptor FLT3 v neaktivni konformaci v oblasti sousedici s ATP-vazebnou
doménou. V disledku této vazebné afinity inhibitory FLT3 typu II zabranuji aktivit¢ mutaci ITD, ale
necili na mutace TKD. JMD= juxtamembranova doména; TK= tyrosinkinaza. Upraveno podle (Daver
etal. 2019) a (URL 1).

2.8.1 Midostaurin

Midostaurin byl prvni inhibitor FLT3 schvaleny pro lécbu AML. Jeho u¢innost byla prokazéana
v klinické studii RATIFY, kde kombinace midostaurinu s chemoterapii signifikantné zlepsila
event-free survival (EFS) oproti standartni chemoterapii, skladajici se z cytarabinu a
daunorubicinu, u pacient s mutaci FLT3-ITD i FLT3-TKD. Midostaurin ptisobi jako inhibitor
typu L. Jeho hlavnim piinosem je prodlouZeni preZiti, avSak je spojen s nezadoucimi Ucinky,
jako je nevolnost, prijem nebo myelosuprese. Studie navic ukazuji, Ze jeho uc¢innost je
limitovéana rozvojem rezistence, zejména sekundarnich mutaci FLT3. (Milnerowicz et al. 2023;
Voso et al. 2020)

2.8.2 Quizartinib

Quizartinib je selektivni inhibitor typu II, ktery se vaZe na neaktivni konformaci FLT3. Byl
schvalen pro 1é€bu FLT3-ITD pozitivni AML v kombinaci s chemoterapii a jako udrzovaci
terapie po konsolida¢ni 1é¢bé. Kromé toho byl v Japonsku uznan také jako monoterapie pro
dospélé pacienty s relabujici nebo refrakterni FLT3-ITD pozitivni AML. Klinické studie
ukazaly, Ze pacienti 1éceni quizartinibem méli vyznamné delSi preZiti neZ ti na placebu. Jeho
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pouziti vSak doprovazi riziko zdvaznych nezéddoucich ucinka, véetné kardidlnich komplikaci,
jako je prodlouzeni QT intervalu. Proto je quizartinib dostupny v rdmci programu REMS (Risk
Evaluation and Mitigation Strategy). (Center for Drug Evaluation and Research 2024b; Cortes
2024; Milnerowicz et al. 2023)

2.8.3 Gilteritinib

Gilteritinib je inhibitor typu I ratifikovany pro 1é¢bu relabujici nebo refrakterni AML s mutaci
FLT3. Studie ukazuji, ze gilteritinib zlepSuje celkové preziti pacientl, ktefi nereagovali na
pfedchozi 1é¢bu. Jeho vyhodou je ucinnost proti mutacim ITD i TKD, coz jej Cini
univerzalnéj$im ve srovnani s quizartinibem. Gilteritinib se obvykle podava v monoterapii, coz
snizuje riziko farmakokinetickych interakci. Stejné jako jiné inhibitory vSak celi problému
rezistence, zejména v dusledku mutace F691L. (Milnerowicz et al. 2023; VVoso et al. 2020)
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Obrazek 11: Souhrn strukturnich vzorci klinicky vyuZivanych FLT3 inhibitord. Upraveno podle
(zhietal. 2019) a (URL 1).

2.9 Problematika rezistence onemocnéni vaci 1é¢ivim

Rezistence na lécbu AML pfedstavuje vyznamnou vyzvu, jelikoz je hlavnim faktorem
piispivajicim k relapsu onemocnéni a nizké pravdépodobnosti pieziti pacientii. Mechanismy
rezistence jsou komplexni a zahrnuji jak bunééné, tak molekularni procesy ovliviiyjici G¢innost
standardni chemoterapie i novych cilenych terapii.

2.9.1 Genetické a epigenetické zmény

Epigenetické zmény, jako je hypermetylace promotorii tumor supresorovych genli nebo zmény
v acetylaci histond, mohou ovlivnit expresi genli souvisejicich s odpovédi na 1é€bu. Takové
zmény mohou vést ke ztraté funkce klicovych proteint, které jsou cilem chemoterapie nebo
imunoterapie. (Zhang et al. 2019b)

2.9.2 Mikroprostredi kostni diené

Mikroprostiedi kostni dien¢ hraje klicovou roli v pteZziti leukemickych bunék a jejich rezistenci
vuci 1écbé. Bunky stromatu v kostni dfeni poskytuji podplrny prostor pro leukemické bunky,
zajistuji jim vyzivu a chrani je pfed toxickymi ucinky chemoterapie. Interakce mezi
leukemickymi buiikami a stromalnimi buiikami prostiednictvim adhezivnich molekul a
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cytokint, jako je IL-6 nebo CXCL12, miize zvysit odolnost bun¢k viici 1€cbé a prispét k jejich
preziti v dormantnim stavu. (Duy et al. 2016)

Cytochrom P450 3A4 (CYP3A4 ) je hlavni lidsky enzym zodpovédny za 1. fazi metabolismu
slozek potravy, predepsanych 1é¢iv a xenobiotik, steroidnich hormonti a zlucovych kyselin.
Inhibice aktivity CYP3A4 muze narusit fyziologické mechanismy, vcetné¢ endokrinniho
systému a odpovédi na piijem 1éka (Guttman a Kerem 2022). Mechanismus exprese enzymi
cytochromu P450 (CYP) byl identifikovan jako proces, kterym miize mikroprostiedi kostni
dfené prispivat k rezistenci na l1éciva. Byla zkoumana potencialni role CYP3A4 z hlediska
rezistence k FLT3 inhibitortim zprostiedkované mikroprostiedim kostni difené. Bylo zjisténo,
ze CYP3A4 hraje hlavni roli v potlaceni aktivity riznych FLT3 inhibitorG (sorafenib,
quizartinib a gilteritinib) (Chang et al. 2019).

eozinofilni
granulocyt

normoblast
délici se myelocyt
myelocyt

1 ——

Obrazek 12: SloZeni kostni diené z hlediska bunék. Vytvoreno autorkou podle (Anon. [b.r.]) a (URL
1).

2.9.3 P-glykoprotein a dalsi transportéry

Vyznamnym faktorem rezistence je rovnéz zvySena exprese transportnich proteint, jako je P-
glykoprotein (P-gp). Tento protein funguje jako pumpa, kterd aktivné transportuje
chemoterapeutické latky ven z leukemickych buné€k, ¢imz snizuje jejich intracelularni
koncentraci a U¢innost. ZvySena exprese P-gp byla spojena s rezistenci na doxorubicin,
vincristin a dalsi cytotoxické latky. (Zhang et al. 2019b)

DalSim podstatnym proteinem je glutathion-S-transferdza, ktera katalyzuje detoxikaci
reaktivnich latek a snizuje uc€innost chemoterapie. Tato detoxikacni schopnost je Casto zvySena
v rezistentnich bunikach, coz snizuje ti¢innost 1€k, jako jsou platinové slouceniny a alkylujici
¢inidla. (Zhang et al. 2019b)

2.9.4 Reverzibilni senescence

Rezistentni AML buiikky mohou vstoupit do stavu reverzibilni senescence, coZ je proces, pii
kterém bunky zlistavaji metabolicky aktivni, ale piestavaji proliferovat. Tento stav je indukovan
genotoxickym stresem vyvolanym chemoterapii a je zprostiedkovan aktivaci kinaz, jako je
ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein). Bunky ve stavu senescence mohou
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piezit 1é¢bu a po urcité dobé se reaktivovat, coz vede k relapsu. (Duy et al. 2016; Zhang et al.
2019b)

2.9.5 Rezistence onemocnéni na FL'T3 inhibitory

Rezistence vic¢i FLT3 inhibitorim mize byt primarni (vrozend) nebo sekundarni (ziskana)
(Eguchi et al. 2020).

Primérni rezistence se vyskytuje u pfiblizné tfetiny pacientd a souvisi s existujicimi vlastnostmi
rakovinnych bunék, které snizuji citlivost na inhibitory FLT3. Patii sem napiiklad upregulace
enzymu CYP3A4, zvySena sekrece fibroblastového riistového faktoru 2, aktivace FLT3 ligandu
(FLT3L) nebo zvysena exprese receptoru CXCR4. Tyto faktory brani ucinnosti 1é¢by jiz pii
jejim zahajeni. (Chang et al. 2019; Jacobi et al. 2010; Sato et al. 2011; Traer et al. 2016)

Sekundarni rezistence se vyviji v pribéhu lécby pod selektivnim tlakem inhibitort FLT3.
Mechanismy zahrnuji aktivaci alternativnich signdlnich drah (napt. JAK/STAT, PI3K/AKT)
nebo selekci subpopulaci rakovinnych bun¢k s odolnymi vlastnostmi. Dale miize dojit k ziskani
novych mutaci (napt. TET2, RAS, IDH1/2) nebo adaptivnim zménam v mikroprostiedi nadoru,
coz umoznuje preziti a proliferaci bunék navzdory 1é¢bé. (Daver et al. 2015; Lindblad et al.
2016; Natarajan et al. 2013; Park et al. 2015; Piloto et al. 2006)
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Obrazek 13: Schematické mechanismy primarni (on-target) a sekundarni (off-target) rezistence
vuci inhibitorim FLT3. FL= FLT3 ligand; FGF= fibroblastovy ristovy faktor; FGFR 1= receptor pro
fibroblastovy ristovy faktor; CXCL12= chemokin 12; CXCR4= chemokinovy receptor typu 4; RHO=
rod proteinl; RAS/MAPK= signalni drdha zahrnujici RAS a MAP kinazy; CYP3A4= enzym
cytochromu P450; CCR5= chemokinovy receptor typu 5; JAK (Janus kinaza)/STAT (signalni pfenase¢
a aktivator transkripce)= bunécnd signalizacni cesta; SHP2= fosfatdza 2 obsahujici doménu homologie
src 2; SOCS= supresor cytokinové signalizace; PIM= provirové integra¢ni misto pro virus Moloneyho
mysi leukemie; AXL= tyrozinkinazovy receptor; P= fosfatova skupina; Pgp= P-glykoprotein; TESC=
tescalcin; PBX1= transkripéni faktor 1 pre-B-bunétné leukémie; p21= protein p21(Cipl/Wafl);
RUNX 1= transkripéni faktor zapojeny do vyvoje hematopoetickych bunék. Upraveno podle (Ruglioni
et al. 2024) a (URL 1).

2.9.6 Strategie k prekonani rezistence

Soucasny vyzkum se zaméfuje na vyvoj novych inhibitord, které cilen¢ blokuji klicové drahy
rezistence, ale také monoklonalnich protilatek ¢i jinych moZnosti 1é€by. Naptiklad inhibitory
FLT3 jsou pouzivany k cileni na mutované leukemické buiky, zatimco inhibitory ATR se
zkoumaji jako prostfedky k naruSeni senescentniho stavu leukemickych bunék. RovnézZ se
zkouma kombinace chemoterapie s imunoterapii, ktera by mohla ptekonat ochranné ucinky
mikroprostiedi kostni diené. (Duy et al. 2016; Zhang et al. 2019b)

2.10 Budouci sméry cilené terapie vici FLT3 receptoru

Diky naristajicimu porozuméni molekuldrnim mechanismim AML a jejim rezistencim c¢i
moznostem v 1écbé se cilena terapie nejen FLT3 mutace neustale vyviji. AvSak navzdory
uspéchiim inhibitorii spolecnost stale celi vyzvam, které souviseji s relapsy €1 jiz zminénymi
rezistencemi na béznou 1é¢bu. Takovéto komplikace tak predstavuji motivaci pro vyvoj novych
strategii, jeZ se tykaji nejen zdokonalenych inhibitorti, ale také kombinaci s dalsimi moznymi

lécebnymi zpuisoby, a to za ti¢elem zlepseni dlouhodobé i¢innosti terapie.

Jednim z klicovych smérd je optimalizace kombinaci FLT3 inhibitori s dalSimi cilenymi
latkami nebo chemoterapii. Preklinické i klinické studie ukazuji, Ze kombinace s venetoklaxem,
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inhibitorem BCL-2, mohou pfekonat mechanismy rezistence, jako je zvySena exprese MCL-1,
a posilit apoptotické ucinky lécby. Tyto kombinace jiz prokazuji vyznamné synergické ucinky
a zlepSuji miru remise u pacientd, ktefi nereaguji na standardni terapii. (Fedorov et al. 2023,;
Lachowiez et al. 2023)

Imunoterapie je dalSim slibnym smérem. Vyzkum bispecifickych protilatek a CAR-T bunék
zaméeienych na FLT3 je v rané fazi vyvoje, ale jiz nyni vykazuje potencial prekonat limity
soucasné cilené¢ 1écby. Tyto metody vyuzivaji imunitni systém k piesnému zacileni
leukemickych bun¢k, coz by mohlo zasadné¢ zmeénit pfistup k terapii relabujicich nebo
refrakternich pacienti. (Lachowiez et al. 2023)

V neposledni fad¢ je kladen dliraz na minimalizaci toxicity a individualizaci terapie. Vyvoj treti
generace FLT3 inhibitor se zaméfuje na zlepSeni selektivity vi¢i mutovanym formam
receptoru, coz by mélo snizit nezddouci G€inky na zdravé bunky. Genomické analyzy a
biomarkery se také stavaji standardem pro vybér optimalni 1écby, coz umoziuje ptizptsobit
terapii specifickym potiebam jednotlivych pacientd. (Fedorov et al. 2023; Lachowiez et al.
2023)

Zavérem lze tedy fici, Ze budoucnost cilené terapie FLT3 piedstavuje kombinace pokrocilych
inhibitorti, pokrokové imunoterapeutické piistupy ¢i medicinu piizptisobenou a upravenou
konkrétnim pacientim. Takovéto koncepce by tak mohly vyznamné vést ke zdokonaleni
dlouhodobého preziti a kvality Zivota osob trpicich AML.
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3 Cile prace
Tato prace si klade za cil charakterizovat tfi nové syntetizované slouceniny s potencialem

inhibovat FLT3 mutovany receptor a nasledn¢ je porovnat s vysledky dosazenymi klinicky
pouzivanymi inhibitory, tj. midostaurinu a quizartinibu.

K objasnéni této problematiky byly stanoveny dva hlavni cile:

1) Ovetit vliv testovanych potencialnich 1é¢iv efekt na bunéénou proliferaci
prostiednictvim metody MTT na bunéénych liniich akutni myeloidni leukémie MV4-
11 a MOLM-13 (exprimujici mutovany FLT3 receptor) a kontrolni THP-1
(exprimujici wt FLT3 receptor) a posoudit, zda je jejich efekt specificky pro FLT3
mutovany receptor.

2) Ur¢it efekt téchto sloucenin u gilteritinib-rezistentni linie MV4-11 g45, porovnat jej

s u¢inkem u MV4-11 wt linie a tim zjistit, zdali by latky mohly byt schopny ptekonat
rezistenci vuci gilteritinibu.

34



4 Material

Prakticka cast prace byla uskutecnéna ve Vyzkumné skupiné bunécné farmakologie a onkologie
doc. Cetkové, na Katedfe farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové.

4.1 Chemikalie

4.1.1 Reagencie

e Fetal Bovine Serum (FBS) - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e kyselina chlorovodikova (HCI) - Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)

e Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e isopropylalkohol (C3HgO) - Lach-Ner s.r.0. (Neratovice, Ceska republika)

e L-glutamin - Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

e MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) - Merck KGaA
(Darmstadt, Némecko)

e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e RPMI-1640 Medium - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e trypanova modi (CzsH24NeNasO14S4) - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

4.1.2 Inhibitory

e gilteritinib - MedChemExpress (Monmouth Junction, USA)
e midostaurin - MedChemExpress (Monmouth Junction, USA)
e quizartinib - MedChemExpress (Monmouth Junction, USA)

4.1.3 Testované latky
e LG-2189 - Centrum biomedicinského vyzkumu FN HK (Hradec Kralové, Ceské

republika)

e PSU28 - Centrum biomedicinského vyzkumu FN HK (Hradec Kralové, Ceska
republika)

e PSU32 - Centrum biomedicinského vyzkumu FN HK (Hradec Kralové, Ceské
republika)

4.2 Laboratorni vybaveni

e centrifuga C-28A - Boeco Germany (Hamburk, Némecko)

e sterilni inkubator MCO-18AIC(UV) CO2 Incubator - Sanyo (Osaka, Japonsko)
e Jaminarni box HR1200-11A2-S - Haier Biomedical (Londyn, Spojené kralovstvi)
® lazen vodni nemichana - PolyScience (Niles, USA)

e mikroskop - Optika Microscopes Italy ( Ponteranica, Italie)

e multidetek¢ni destiCkovy systém (spektrometr) Hidex Sense Beta Plus - Hidex Oy
(Turku, Finsko)
e pocitatka bunék Bio-Rad TC20™ - Bio-Rad Laboratoies (Hercules, USA)
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e tfepaCka Thermomixer comfort - Eppendorf (Hamburk, Némecko)
e vortex V1 plus - Biosan (Riga, Loty$sko)

4.3 Software
e GraphPad Prism 10
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5 Metodika

5.1 Bunééna kultura

Bunééna kultura je pojem oznacujici proces ristu a udrzovani bun¢k ve vyhovujicim umeéle
vytvofeném prostiedi, tj. in vitro (ve skle), za presn¢ stanovenych podminek, jez vérné
napodobuji jejich fyziologické podminky (Kocarek et al. 2010). Kultivace (péstovani) bunék
se odehrava ve sterilni kultiva¢ni nadob¢ obsahujici rastové médium. Toto médium se svym
chemickym slozenim a fyzikalnimi vlastnostmi snazi co nejvice piiblizit pfirozenému prostiedi
v téle (in vivo), tedy télnim tekutinam (lymf€, krevni plazmé, mozkomisnimu moku atd.)
(Kocarek et al. 2010). Nezbytnou soucasti zivného média je sérum (fetalni bovinni sérum), které
iniciuje bunky k déleni a podporuje tedy i rast celé kultury. Dalsi soucasti tohoto média mohou
byt i antibiotika, z divodu ptedchazeni infekci a tim i zaniku celé kultury (Kocarek et al. 2010).

Kultivaéni lahev je vlozena do inkubatoru, ktery reguluje vhodnou teplotu, vlhkost a tiroven
CO2 a Oy v prostiedi, ve kterém se vzorek mnozi. Velky diraz se musi klast na sterilitu
pouzivanych nastroji, aby nedoslo k infikaci dané kultury. (Kocarek et al. 2010)

Rust bun€k probihé charakteristicky a lze jej popsat riistovou kiivkou, ktera vyjadiuje zmény
Cetnosti bun¢k v zavislosti na ¢ase (obr. 14) (Anon. 2015). Tato kiivka je sloZena ze Ctyf ¢asti.
Jakmile stoupne pocet bunc¢k na netinosnou miru, je potfeba bunky pasazovat (subkultivovat)
do nové kultiva¢ni nadoby.

- [ ]
Lag faze
Stacionarni

faze

3

Faze
odumirani

Nékteré buriky
zUstavaji Zivotaschopné
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Obrazek 14: Riistova kiivka bunééné kultury. Lag fize — pocatecni faze, pocet bunék nejprve mirné
klesne a poté zaina narustat. Log fize — pocet bun€k exponencialné roste; pasaZzovani bunék.
Stacionadrni faze — rust bun€k se postupné zastavuje, dochazi ke kontaktni inhibici; pasazovani bunék.

Faze odumirani — konecna faze, udrzeni kultury jiz neni mozné. Vytvoreno autorkou podle (Kocarek et
al. 2010) a (URL 1).
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5.2 Bunécné linie
V naSem experimentu byly pouzity tfi nadorové bunééné linie, jez byly odvozeny z krve
pacientil s akutni myeloidni leukémii. Ve vSech typech linii se jedna o suspenzni buiiky.

5.2.1 MV4-11 wt

Bunééna linie MV4-11 wt (obr. 15), izolovana z blastickych bunék desetiletého chlapce s
bifenotypickou B-myelomonocytarni leukémii, slouzi jako dilezity zdroj zejména pii studiu
akutni myeloidni leukémie. MV4-11 ma homozygotni mutaci FLT3-ITD a jasn¢ exprimuje
aktivovany receptor FLT3 (Ko et al. 2019). Pro nase experimenty jsme ji oznacovali téz MV4-
11 wt jako ,,wild type®, tedy zakladni MV4-11 bunécnou linii, od které byla v nasi laboratofi
odvozena téz linii rezistentni k FLT3 inhibitoru gilteritinibu. Tato je oznatovana MV4-11 g45,
a je popsana dale.

Obrazek 15: Bunééna linie MV4-11. Prevzato z (Anon. [b.r.]).

5.2.2 MV4-11 g45

Rezistentni linie MV4-11 g45 byla vytvofena z linie MV4-11 wt dlouhodobou kultivaci
S postupné narustajici koncentraci gilteritinibu. Rezistence se zda byt trvala, z divodu, Ze i po
ukonceni ptidavani gilteritinibu ke kultivaci, v bunkach pretrvava.

5.2.3 MOLM-13

MOLM-13 je bunécna linie lidské leukémie (obr. 16) odvozena z periferni krve pacienta s
akutni myeloidni leukémii pfi relapsu. MOLM-13 nese heterozygotni mutaci FLT3-1TD. Tato
mutace zpusobuje konstitutivni aktivaci FLT3 receptoru, coz vede k nefizené proliferaci
hematopoetickych bunék. (Zhang et al. 2008a)
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Obrazek 16: Bunééna linie MOLM-13. Prevzato z (Anon. [b.r.]).

5.24 THP-1

THP-1 je monocytarni lidskda bunééna linie (obr. 17) ziskané z krve pacienta trpiciho akutni
leukemii. Narozdil od piedeslé bunécné linie MV4-11, ktera nese mutaci FLT3-1TD, linie THP-
1 tuto specifickou mutaci nema (Tsuchiya et al. 1980). Absence mutace FLT3-ITD nebo jinych
aktivacnich mutaci ve FLT3 receptoru odliSuje THP-1 od bunéénych linii, které jsou vyrazné
zavislé na aberantni FLT3 signalizaci. Buné¢na linie THP-1 neprochézi nefizenou proliferaci
prostiednictvim konstitutivné aktivované FLT3 tyrosinkinazy, tudiz signalizace pies FLT3
receptor u THP-1 funguje normalné a je regulovana béznymi fyziologickymi podnéty (Liu et
al., 2015).

Obrazek 17: Bunééna linie THP-1. Prevzato z (Anon. [b.r.]).

5.3 Pasazovani a kultivace bunék

Vsechny bunky byly uchovavéany v kultiva¢nich lahvich ve vhodném médiu. Pro bunééné linie
MV4-11 wt a MV4-11 g45 to bylo médium IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) s
10% FBS (Fetal Bovine Serum) a 4 mM L-glutaminu. Liniim MOLM-13 a THP-1 bylo
poskytnuto médium RPMI-1640 rovnéz s 10% FBS. Bunétné linie byly kultivovany ve
sterilnim inkubétoru udrzujicim stalou teplotu 37 °C a 5 % CO2 v atmosféfe.
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Dle rychlosti ristu bunék probihala pasaz standartné kazdé 3-4 dny. Pied zacatkem experimentu
je nutné vysterilizovat laminarni box, véetn¢ predmétli uvniti, UV zafenim a nasledn€ povrchy
70% ethanolem, stejné jako vSechny pomucky pienasené dovnitt laminaru. Po celou dobu prace
V lamindrnim boxu je nutnosti pouzivat nitrilové rukavice, které¢ byly stejné, jako vSechny
ostatni predméty vlozené do laminarniho boxu, dezinfikovany ethanolem. V laminarnim boxu
byl mimo jiné umistén i plynovy kahan, jenz byl pouzit K duslednéjsi sterilizaci hrdel
kultivacnich lahvi s buiikami ¢i hrdel lahvi s médii. Tento krok byl vyuzivan pfedevsSim
Z diivodu manipulace pfedmétt v nesterilnim prostredi, v jehoz dasledku dochazi ke kumulaci
nezadoucich bakterii i v oblasti hrdel lahvi. Zejména z téchto mist mohou bakterie s velkou
pravdépodobnosti proniknout do sterilniho obsahu nadoby.

Nejdiive byla uréena zivotaschopnost bun¢k. Za ucelem oznaceni bunék s porusenou bunécnou
sténou byla pouzita 0,4% trypanova modt. Pro jejich nasledné spocitani byl vzorek na pocitacim
gipu vlozen do pocitacky bun&k Bio-Rad TC20™.

V dobé¢ paséaze se hustota bun¢k pohybovala vzdy v rozmezi 0,9 — 3,4 miliont bun¢k na 1 ml.
Bunky byly zpravidla nasazeny k dalsi kultivaci v hustoté 150 000 — 200 000 bunék na mililitr.

V ptipadé linie MV4-11 g45 byl pro udrzeni rezistence této linie vici jiz v praxi uzivanym
1éciviim dodan gilteritinib o vysledné koncentraci 0,492 nM. Inhibitor byl pfiddn na konci
celého procesu pasazovani. Experimenty na bunééné linii MV4-11 wt i MV4-11 g45 byly
provadény v dobg, kdy byla linie v rozmezi 9-13 pasaze, u linii MOLM-13 a THP-1 to byla
pasaz 3-7.

5.4 MTT test Zivotaschopnosti bunék

5.4.1 Princip

MTT test ptedstavuje prvni kolorimetrickou metodu, ktera byla poprvé predstavena v roce 1986
(Houghton et al. 2007). Test je vyuzivan k hodnoceni po¢tu zZivych bunék na zakladé méfeni
aktivity mitochondrii. Zluty solubilni roztok tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium) je redukovan v zivych a metabolicky aktivnich buikach
mitochondrialnimi dehydrogenazami a redukénimi €inidly na purpurové zbarvenou srazeninu
formazanu (Mahto et al. 2010; Stockert et al. 2012). Redukce MTT na formazan je omezena
Vv piipadé cytotoxického poskozeni ¢i zniCeni bunky (Mahto et al. 2010). K rozpusténi
formazanu a nésledné i vzniku heterogenni smési je potieba silného detergentu. Za timto icelem
byl pouzit acidyfikovany isopropylalkohol. Stupenn zabarveni je déale hodnocen
spektrofotometricky* pii vinové délce 570 nm a 720 nm. Hodnota 570 nm piedstavuje totiz
absorp¢ni maximum formazanu, vinova délka 720 nm pak slouZzi jako referen¢ni (porovnavaci)
hodnota. Mira absorbance je pfimo imérnd mnozstvi zivych bunék, to znamena, ze ¢im tmavsi
je zbarveni roztoku, tim vyssi je pocet zivych bunék (Van Meerloo et al. 2011).

V praci piedstavoval tento test zdkladni metodu, jelikoZ byla jeho prostfednictvim zji§tovéana
ucinnost inhibitorii na standartni i rezistentni leukemické bunééné linie.
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Obrazek 18: Chemicky znazornény prubéh redukce MTT na formazan prostiednictvim kenzymu
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NAD(P)H) a dehydrogenazy obsaZenych v metabolicky
aktivnich bunikach. Prevzato od (Kamiloglu et al. 2020).

*Spektrofotometricka analyza

Spektrofotometrie piedstavuje metodu méfeni detekujici, jak moc chemicka latka absorbuje svétlo, a to
meéfenim intenzity svétla pti prichodu jeho paprsku roztokem vzorku. Zakladnim principem je fakt, ze
kazda sloucenina absorbuje nebo propousti svétlo v uréitém rozsahu vinovych délek. Spektrofotometrie
biochemie, materialové a chemické inzenyrstvi a klinické aplikace. Tato metoda byla vyuzita i v nasi
studii ke zméfeni cytotoxicity/antiproliferativni aktivity kazdého testovaného FLT3 inhibitoru. (Vo
2013)

Voli¢ vinové délky Detektor
l (fotoburika)
Kolimator I l
}
® a or O o T
Monochrométor I Digitalni displej

Zdroj

- Vzorovy roztok
svétla

(v kyveté)

Obrazek 19: Zakladni struktura spektrofotometru sloZzeného ze spektrometru a fotometru.
Spektrometr vytvari pozadovany rozsah vinovych délek svétla. Nejprve kolimator (Cocka) prenasi piimy
paprsek svétla (fotonil), ktery prochazi monochromatorem (hranolem), aby jej rozdélil na nékolik
vinovych délek (spektrum). Poté voli¢ vinové délky (Stérbina) prenasi pouze pozadované vinové délky,
pricemz I; je intenzita svétla po priuchodu paprsku svétla kyvetou a I, je intenzita svétla pied prichodem
paprsku svétla kyvetou. Fotometr detekuje mnozstvi fotond, které je absorbovano poté, co pozadovany
rozsah vinovych délek svétla projde roztokem vzorku v kyveté, které je absorbovano. Dale odesle signal
do galvanometru nebo digitalniho displeje. Vytvoreno autorkou podle (Vo 2013) a (URL 1).
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5.4.2 Prehled testovanych latek, jez inhibuji kindzu mutace FLT3, na
bunécnych liniich

V piipad¢ sloucenin PSU28, PSU32 a LG-2189 se jednalo o latky 4. generace, vzniklé
postupnou chemickou tpravou struktury na zékladé predchoziho testovani antiproliferativniho
ucinku a selektivity k FLT3 receptoru. Latky byly syntetizovany v Centru biomedicinského
vyzkumu Fakultni nemocnice v Hradci Kralové a nasledné testovany Vyzkumnou skupinou
bunécné farmakologie a toxikologie na Farmaceutické fakult¢ Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové. Uvedena spoluprace probihd na zaklad¢é financovaného projektu Grantové agentury
Ministerstva zdravotnictvi CR & NU-23-08-00439.

V experimentu bylo testovano celkem 5 inhibitortt na 4 AML bunécnych liniich. Z divodu
validity vysledkt bylo testovani kazdého inhibitoru na dané linii provedeno minimaln¢ 3x.

Za ucelem otestovani potencialnich inhibitord PSU28 a PSU32 byl s témito latkami realizovan
experiment na kazdé z linii, s vyjimkou rezistentni bunétné linie MV4-11 g45, kde nebyl
experiment proveden s latkou PSU32, a to z davodu jeji jiz diive zjisténé nedostatecné
ucinnosti na senzitivni linii. Na kazdé z linii byly rovnéz testovany inhibitory, jez jsou aktuélné
vyuzivany v klinické praxi — midostaurin a quizartinib. Tyto latky byly vyuzity k porovnani
ucinnosti nové vyvijejicich se FLT3 inhibitord, tudiz k otestovani, zda se nové potencialni
inhibitory v riznych kritériich jevi 1épe nez ty jiz existujici. Testovani latky LG-2189 na liniich
MV4-11 wt, MOLM-13 a THP-1 bylo v minulosti jiz provedeno. Tato latka vykazovala jedny
Z nejlepsich vysledki z Sedesati testovanych inhibitorii. Vyzkum vSak nezahrnoval testy latky
LG-2189 na rezistentni linii MV4-11 g45, z tohoto divodu byly experimenty na této latce
zatazeny i do této prace. Tyto udaje byly shrnuty i schematicky, viz tabulka 2.

Pti testovani inhibitorii na rezistentni linii bylo den pied provedenim experimentu buiikdm
vyménéno médium za ti¢elem oddéleni bunck od pfidaného gilteritinibu. Tento krok byl zvolen
z divodu mozZného ovlivnéni vysledku nezadouci pfitomnosti inhibitoru a odstranéni vlivu této
latky na buiiky bezprosttedné pfed provedenim experimentu.
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Tabulka 2: Shrnuti testovanych inhibitori na jednotlivych liniich v experimentech

Bunécna linie Testovany inhibitor

midostaurin

quizartinib

MV4-11 wt PSU28

PSU32

LG-2189

midostaurin

quizartinib
MV4-11 g45

PSU28

LG-2189

midostaurin

quizartinib
MOLM-13

PSU28

PSU32

midostaurin

quizartinib
THP-1

PSU28

PSU32

5.4.3 Realizace experimentu

Po celou dobu trvani experimentu probihd prace za sterilnich podminek v laminarnim boxu.
Nejprve byly bunky spocitany, viz kapitola “PasdZovani a kultivace bunék. Z udajii bylo
definovano mnoZstvi bunék a média potfebného k nasazeni do jamek. V ptipadé€ linii MV4-11
wt, MV4-11 g45 a THP-1 byl pocet bun¢k 35 000/jamku, u linie MOLM-13 to bylo 50 000
bunék/jamku. Pro uskute¢néni experimentu byla ptipravena sterilni 96-jamkova desticka, jez
byla vizudln€ rozdélena na jamky, ve kterych probihal experiment, na kontrolni jamky a na
jamky indikacni, viz tabulka 3. Vysledny objem kazdé jamky dosahoval 150 pl.
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Tabulka 3: Demonstrativni schéma 96 jamkové desticky. © znazornuje postranni jamky obsahujici
PBS (z divodu zamezeni vypafovani testovanych vzorki); -/ pfedstavuje jamky s médiem, buitkami i
inhibitorem v riznych koncentraci, pti¢emz kazda koncentrace byla pro validitu vysledki nasazena
v triplikatu (viz barevné znazornéni; nejméné koncentrovany roztok byl nasazen do pravé spodni fady,
nejkoncentrovangjsi pak do levé horni fady); = znézorfiuje kontrolni jamky s médiem a bunikami; P
predstavuje indikacni jamky pouze s médiem.

X X X X X X X X X X
= = = X P P X
= = = X P P X
K K X
K K X - = -
K K X - - -
K K X - - -
X X X X X X

Za ucelem zamezeni odparovani testovanych latek v inkubatoru bylo ptidano 150 ul PBS do
kazdé z postrannich jamek a jamek leZicich v patém a osmém sloupci desticky.

Redéni testovanych latek, a tudiZ i jejich mnozstvi v kazdém triplikatu, se odvijelo od typu
bunécné linie a aplikovaného inhibitoru, viz tabulka 4. Koncentrace latek midostaurin a
quizartinib se pii testovani na liniich MV4-11 wt, MV4-11 g45 a MOLM-13 pohybovala
v rozmezi 0,061 nM - 0,125 pM. Na téchto liniich, nesoucich mutaci FLT3 receptoru, byla
zkoumana 1 latka PSU28, a to v koncentracni fadé€ od 97,719 nM - 2,0 uM. Koncentrac¢ni fada
inhibitord PSU32 a LG-2189 byla pro zminéné linie shodné¢ 0,11561 - 10,0 uM. Vyjimku
predstavuje pouze latka PSU32 v ramci linie MV4-11 g45 a latka LG-2189 u MOLM-13,
jelikoz zde testovani nebylo provedeno. V ptipadé bunécné linie THP-1 bylo nutno pouzit vyssi
koncentrace latek, jelikoz nenese mutaci FLT3 receptoru. Konkrétné byly tyto hodnoty 9,766
nM - 20,0 puM pro inhibitory midostaurin a quizartinib a 1,136868 - 200,0 uM pro PSU28 a
PSU32. Testovani latky LG-2189 nebylo v ramci této prace v pfipadé nemutované linie
provedeno. VSechny koncentracni kiivky byly dvanactibodové.
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Tabulka 4: Souhrn vyslednych koncentraci pouzitych inhibitoru, které byly testovany na
jednotlivych bunéénych liniich pii experimentech. Hodnoty znac¢i rozmezi koncentrace urcitého
inhibitoru (v uM/nM) na prislusné linii.

Testovany inhibitor

9,766 NM-20,0 pM

9,766 nM-20,0 pM

1,136868-200,0 uM

1,136868-200,0 uM

Bunécna
linte midostaurin quizartinib PSU28 PSU32 LG-2189

0,061 "M-0,125 uM | 0,061 nM-0,125 uM | 97,719 nM-2,0 yM | 0,11561-10,0 yM | 0,11561-10,0 pM
MVA-11945 1 0,061 n1M-0,125 uM | 0,061 nM-0,125 1M | 97,719 "M-2.0 M | - 0,11561-10,0 uM
MOLM-13 | 4,061 nM-0,125 uM | 0,061 "M-0,125 uM | 97,719 nM-2,0 M | 0,11561-10.0 uM | -
THP-1

Roztok bun¢k a prislusného média byl aplikovan do experimentalnich a kontrolnich jamek.
Desticka byla vzapéti umisténa do sterilniho inkubatoru, udrzujicim stalou teplotu 37 °C a 5 %
CO2 v atmosféie, na 48 hodin.

Z dtvodu citlivosti tetrazoliové soli MTT na svétlo byl od tohoto momentu cely experiment

provadén za podminek minimalizujici ptitomnost svétla. Bylo pfidano 15 ul MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) do kazdé z jamek, kromé¢ téch, jez obsahovaly
PBS. Desticka byla poté protiepana v tfepacce na 300 otacek/ minutu, pii 37 °C a po dobu 5
minut a nasledné vloZena do sterilniho inkubatoru, pifi podminkach 37 °C a 5 % CO:

V atmosféte, na 4 hodiny.

Pro dokonc¢eni experimentu bylo do vSech jamek (kromé jamek s PBS) ptidano 150 pl roztoku
isopropylalkoholu s 2M HCI. VsSechny jamky byly vicekanalovou pipetou dikladné
promichany a po dobu 8-12 minut byla desti¢ka ponechana bez jakéhokoli dalsiho zasahu (obr.

20).
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Obrazek 20: Ukazka desticky pripravené ke zméreni absorbance. Vytvoreno autorkou.

Me¢fteni absorbance pti 570 nm a 720 nm bylo provedeno pomoci multidetekéniho desti¢kového
systému Hidex.

5.5 Statistické zpracovani dat

Pro analyzu dat a jejich vizualizaci byl pouzit software GraphPad Prism 10. Hodnoty ICso a 95
% konfidenc¢ni intervaly byly stanoveny pomoci modelu variable slope. Neparovy t-test byl
aplikovan ke srovnani uc¢inku latek na bunky s rezistenci i bez ni. Vysledky s hodnotou p <0,05
byly povazovany za statisticky vyznamné. VSechna prezentovana data odpovidaji priméru tii
nezavislych biologickych experimentl, provedenych v triplikatu.

5.5.1 Hodnoty ICso a specifita K mutovanému FLT3 receptoru

V ramei prvni ¢asti experimentl bylo cilem porovndni klicovych faktori mezi nové
testovanymi potencidlnimi inhibitory PSU28 a PSU32. Jednou z téchto proménnych byla 50%
inhibic¢ni koncentrace (ICsp), kterd definuje koncentraci zpiisobujici 50% inhibici ristu bunééné
kultury vyvoldnim antiproliferativniho, respektive cytotoxického efektu. Vyslednd hodnota
ICx0 jiz ptedstavuje konkrétni ¢iselny udaj, jez je rozsifovan 95% konfidencnim intervalem. Jiz
zminény konfidencni interval, rovnéz také interval spolehlivosti, oznacuje rozsah odhadt pro
neznamy parametr. Spolehlivost tedy vyjadfuje, s jakou pravdépodobnosti dany interval
pokryva skutecnou (nezndmou) hodnotu parametru. Za timto ucelem byl v praci vyuzit
nejbéznéjsi konfidenéni interval, jenZ pracuje s 95% trovni spolehlivosti (zkracené CI 95 %).
Tento interval tak obsahuje redlnou hodnotu parametru s pravdépodobnosti 0,95. Dalsi
stanovovanou hodnotou byla specifita 1é¢iva k mutovanému FLT3 receptoru. Ta oznacuje jeho
vlastnost pusobit jen na buné¢éné linie nesouci FLT3 mutaci, a to s minimalnimi nezadoucimi
ucinky spojenymi s ovlivnénim 1 jinych mechanismi. Pro urceni tohoto tidaje je podminkou
provedeni experimentu na buiikach nesouci homozygotni ¢i heterozygotni mutaci a dale pak na
téch bez mutace. Vysledné hodnota je pak rovna podilu hodnot ICsp nemutované linie a té plné
Ci Castecné mutované, viz obr. 21. Vysledky jsou pak hodnoceny dle jednoduchého principu:
s rostoucim ¢iselnym udajem roste i specifita 1é¢iva k FLT3 mutaci.
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Obrazek 21: Vzorec pro vypocet specifity 1é¢iva k buiikam s heterozygotni (A) i homozygotni (B)
FLT3 mutaci. Vytvoreno autorkou podle (URL 1).

5.5.2 Rezistenc¢ni faktor

Cilem navazujici fady experimentii bylo testovani schopnosti inhibitorti piekonat rezistenci
bunécné kultury na gilteritinib, klinicky pouZzivany inhibitor. Za timto u¢elem byl u testovanych
latek stanoven rezisten¢ni faktor. Je-li vysledek rezistencniho faktoru latky roven prave ¢islu 1,
je latka stejné G¢inna na rezistentni i nerezistentni linii. Tato hodnota ptedstavuje podil hodnot
ICso rezistentni buné¢né linie a linie nerezistentni, viz obr. 22.

IC,, rezistentni linie
1C,, senzitivni linie

Obrazek 22: Vzorec pro vypocet rezisten¢niho faktoru (RF). Vytvoreno autorkou podle (URL 1).
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Inhibitor

6 Vysledky
6.1 Inhibitory PSU28 a PSU32

Pti vyhodnoceni vysledkii experimenti s latkami PSU28 a PSU32, provedenych na bunéénych
liniich MV4-11, MOLM-13 a THP-1, se jako vyrazné efektivngjsi prokazal inhibitor PSU28.
V ramci linie MV4-11 wt ¢inila vysledna hodnota ICso latky PSU28 0,27 uM. U inhibitoru
PSU32 byl tento udaj praveé 4,56 uM. Latka PSU28 tedy vykazovala az bezmala 17,2x nizsi
hodnoty ICso pii porovnani téchto udaju s latkou PSU32 naméfenych na totozné bunééné linii.
Specifita zkoumané latky PSU28 k mutaci FLT3 byla pfi srovnani vysledki vV rdmci plné
mutované linie zjiSténa takika trojnasobné vyssi, nez v ptipad¢ latky, s niz byla srovnavana.
Konkrétn¢ 38,94 v pripadé PSU28 a 13,77 pro latku PSU32. Vysledky a porovnani vSech
hodnot testovanych inhibitorti jsou znazornény a rozebrany nize, viz tabulka 5.

Tabulka 5: Srovnani naméienych vysledkii hodnot 50% inhibi¢nich koncentraci v ramci
testovanych latek PSU28 a PSU32 a jejich specifit k heterozygotni i homozygotni mutaci FLT3,
priCemZ experiment kazdé z liatek na jednotlivé linii byl proveden pravé 3x. Vyjimku
predstavovalo méieni slou¢eniny PSU28 na MV4-11 wt, kdy ¢inil pocet experimenti pravé 5.

Specifita k FLT3 @ Specifita
1Cs0 (uM) CI 95 % (uM) mutaci mutaci

Bunééna
linie

k FLT3

(THP-1/MOLM-13)  (THP-1/MV4-11)

MV4-11 wt | 0,27 0,22-0,31

PSU28 MOLM-13 0,25 0,22- 0,28 41,29 38,94
THP-1 10,33 9,21-11,54
MV4-11 wt | 4,56 4,20-4,98

PSU32 MOLM-13 6,87 6,13-7,83 9,15 13,77
THP-1 62,81 47,43-82,38

6.2 Porovnani latky PSU28 s klinicky pouzivanymi inhibitory

Jelikoz se latka PSU28 prokazala na zaklad¢ prvni série experimentl jako uc¢inngjsi z hlediska
hodnot ICsp i specifity viici FLT3 mutaci, byly vysledky tohoto testovani porovnany s G¢innosti
klinicky vyuZzivanych FLT3 inhibitorti midostaurinem a quizartinibem.

Pti srovnani ¢iselnych tidaji dosazenych latkou PSU28 viici inhibitorlim, jez jsou vyuzivany
bézné pii 1écbé€ AML pacientli s mutaci FLT3-ITD, bylo zjisténo, Ze novy potencidlni inhibitor
se z hlediska hodnot ICsg ¢i specifity vici FLT3 mutaci svymi vysledky neblizi hodnotam
dosazenych midostaurinem a quizartinibem. Linie MV4-11 wt vykazovala hodnoty ICso u latky
PSU28 vice nez 22x vyss§i v porovnani s midostaurinem a takika 422x vyssi v porovnani s
quizartinibem, a to konkrétné 0,27 uM pro PSU28, 0,012 uM pro midostaurin a 0,00064 uM
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pro quizartinib. Komparace inhibi¢nich schopnosti latek na kazdé z buné¢nych liniich byly
rovnéZz shrnuty v podobé& grafi, viz obrazek 23, 24, 25. Z pohledu specifity jednotlivych 1é¢iv
mezi zjisténymi udaji kazdé z testovanych latek byly jesté vyraznéjsi, tedy 38,94 pro PSU28,
123,25 pro midostauirn a 11993,80 pro quizartinib z hlediska homozygotni mutace FLT3-I1TD,
viz tabulka 6.

Tabulka 6: Srovnani naméienych vysledki hodnot 50% inhibi¢nich koncentraci v ramci
testovanych latek PSU28, midostaurin a quizartinib a jejich specifit k homozygotni i heterozygotni
mutaci FLT3, pricemZ experiment kazdé z latek na jednotlivé linii byl proveden pravé 3x.
Vyjimku predstavovalo méreni slouceniny PSU28 na MV4-11 wt, kdy ¢inil pocet experimenti
pravé 5.

v Specifita k FLT3 Specifita k FLT3
Bunécna

Inhibitor CI 95 % (uM) mutaci mutaci

lini
inie (THP-1/MOLM-13)  (THP-1/MV4-11)

MV4-11 wt | 0,27 0,22-0,31

PSU28 MOLM-13 0,25 0,22- 0,28 41,29 38,94
THP-1 10,33 9,21-11,54
MV4-11 wt | 0,012 0,0097-0,015

midostaurin MOLM-13 0,011 0,0097-0,011 140,99 123,25
THP-1 1,48 1,16-1,91
MV4-11 wt | 0,00064 0,00051-0,00081

quizartinib MOLM-13 0,0010 0,00091-0,0012 7372,36 11993,80
THP-1 7,68 6,25-9,51
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Obrazek 23: Zavislost ristu bunééné linie MV4-11 na koncentraci ¢tyr testovanych latek (PSU28,
PSU32, midostaurin, quizartinib), pricemzZ rust je vyjadien relativné vi¢i kontrolni skupiné
(100% ristu). Vytvoreno autorkou v GraphPad Prism 10.
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Obrazek 24: Zavislost ristu bunééné linie MOLM-13 na koncentraci ¢tyf testovanych latek
(PSU28, PSU32, midostaurin, quizartinib), pFicemzZ rist je vyjadien relativné viaci kontrolni
skupiné (100% riastu). Vytvoieno autorkou v GraphPad Prism 10.
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Obrazek 25: Zavislost rustu bunééné linie THP-1 na koncentraci ¢tyr testovanych latek (PSU28,
PSU32, midostaurin, quizartinib), pficemzZ rust je vyjadiren relativné vi¢i kontrolni skupiné
(100% ristu). Vytvoreno autorkou v GraphPad Prism 10.

6.3 Porovnani latek na rezistentni linii

Latka PSU32 nebyla testovdna na rezistentni bunééné kulture kvili nizké 0¢innosti v
predchozich experimentech. Naopak latka LG-2189, vykazovala v in vitro testovani na liniich
MV4-11 wt, MOLM-13 a THP-1 jedny z nejlepSich vysledki z 60 testovanych, ale jeji
schopnost pfekonat rezistenci dosud nebyla ovétena.

vvvvvvvvvvvv

1 byl pak konkrétné¢ naméten u inhibitoru LG-2189, coz vypovida o jeho potencidlni schopnosti
piekonat rezistenci bun¢k na béznou 1é€bu. Tato hodnota byla piesné 0,80. Nasledovala latka
PSU28, jejiz udaj RF byl roven 1,24, a tak pfesahoval hodnotu 1, coZ znamena, Ze latka vice
inhibuje rist senzitivni bunééné linie. U inhibitort midostaurin a quizartinib byly RF piesné
1,42 a 1,99, viz tabulka 7.
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Tabulka 7: Srovnani vysledki hodnot 50% inhibi¢nich koncentraci v ramci testovanych latek
PSU28, LG-2189, midostaurin a quizartinib pouze na bunéénych liniich nesoucich homozygotni
mutaci FLT3-ITD a soucasné jejich vyslednych rezisten¢nich faktori, pii¢emz experiment kazdé
z latek na jednotlivé linii byl proveden pravé 3x. Vyjimku predstavovalo méi‘eni slouceniny PSU28
na MV4-11 wt, kdy ¢inil pocet experimentu pravé 5.

Inhibitor Bunééna linie Cl1 95 % (uM) Rezistencni faktor
MV4-11 wt 0,27 0,22-0,31

PSU28 1,24
MV4-11 g45 0,33 0,28-0,38
MV4-11 wt 0,36 0,29-0,44

LG-2189 0,80
MV4-11 g45 0,29 0,26-0,33
MV4-11 wt 0,012 0,0097-0,015

midostaurin 1,42
MV4-11 g45 0,017 0,012-0,025
MV4-11 wt 0,00064 0,00051-0,00081

quizartinib 1,99
MV4-11 g45 0,0013 0,0011-0,0016
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7 Diskuze

Hlavnim cilem této prace bylo provéfit tcinnost nové syntetizovanych potencialnich 1éCiv,
zejména vyhodnotit jejich cytotoxicky efekt a schopnost potlacit rist AML bunécnych linii
prostiednictvim inhibice FLT3 receptoru. Studie zahrnovala téz hodnoceni, s jakou specifitou
pusobi vi¢i buitkdm exprimujicim mutovany FLT3 receptor oproti buiikdm bez mutace, a zda
jsou tyto nové slouceniny ucinné i u linie s navozenou rezistenci vuci jiz registrovanému a
Vv klinické praxi pouzivanému FLT3 inhibitoru gilteritinibu. Vysledky 48h MTT testu viability
prokézaly vyrazné nizs$i hodnoty ICso u obou novych testovanych latek PSU28 a PSU32 v ramci
linii s mutaci nez bez ni. Celkové lepsi specifitu k FLT3 mutaci ¢i schopnost prekonat rezistenci
bun¢k na gilteritinib prokazala sloucenina PSU28. V soucasnosti existuje mnoho dalSich
experimentalnich sloucenin, jez jsou prozatim ve fazi in vitro testovani, studium novych
potencialnich latek se schopnosti inhibovat FLT3 mutaci je tak pfedmétem fady aktudlnich
studii (Augustin et al., 2015; Kang et al., 2022; Zhang et al., 2021). S dosazenymi hodnotami
1C500,27 uM pro MV4-11 wt, 0,25 uM pro MOLM-13 a 10,33 uM pro THP-1 by latka PSU28
n¢kterym z nich prozatim konkurovat nemohla, jiné by vSak svymi vysledky predcila. Ve
vétsiné ptipadd vSak nelze naprosto optimalné porovnat slouceninu PSU28 s latkami
testovanymi jinymi studiemi z divodu mnoha odlisnych faktorii, které mezi pracemi &ini
zasadni rozdily. Mlze jit o testovani na odliSné buné¢né linii, kterd se svymi vlastnostmi
odliSuje od linii, na kterych probéhlo testovani v ramci této prace. Dale o rozdilnou inkubaéni
dobu. Délka expozice testovanych latek v bunééné kulture mlize vyrazné ovlivnit vysledky testu
— zejména pokud latka ptisobi pomalu, nebo naopak rychle degraduje. Pti srovnani takovych
vysledku tak Ize oc¢ekavat rozdily v mife metabolické aktivity bun¢k, coz miize mit dopad na
interpretaci cytotoxicity. Kratsi inkuba¢ni doba poukazuje vice na cytotoxicky efekt, delsi
naopak na antiproliferativni G¢inek. V neposledni fad¢ vytvari rozdil mezi vysledky studii
testovani schopnosti latek prostfednictvim odlisnych testli metabolické aktivity buné€k. Jejich
zivotaschopnost byla v této praci hodnocena pomoci MTT testu, v pfipadech zminénych studii
byl ale vyuzit i MTS test ¢i hodnoceni zivotaschopnosti bun€k na zakladé hladiny ATP. Zhang
et al. zaznamenali béhem testovani sloucenin na bazi imidazo[1,2- a Jpyridin-thiofenovych
derivati hodnoty ICso 0,053 uM, ale i 0,31 uM. Tato prace se vSak zabyvala pouze inhibici
FLT3 kinazy. Latka Cl14 (4-(4-aminofenyl)-6methylisoxazolo[3,4- b ]pyridin-3-amin),
ovérovana Kang et al., se prokazala hodnotami ICsp Vv ramci linie MV4-11 0,325 uM a pro
MOLM-13 0,507 uM. Sloucenina C-1305 zaznamenala po 48h inkubaci s buitkkami MV4-11
ICs0 0,19 uM a u bunécné linie RS4-11, jeZ exprimuje wt FLT3 receptor, to bylo 0,38 pM. L.
Lee et al. ve své studii naznacuji, ze PLX51107, novy potencialni inhibitor bromodomén a
extra-terminalnich domén proteinti s nizkonanomolarni afinitou, u¢inné inhibuje rast FLT3-
ITD AML buné&énych linii MV4-11 a MOLM-14 s hodnotami ICsg pouze 0,062 a 0,079 uM.
Yu et al. provedli vyzkum slouc¢eniny LT-171-861. Ta se v ramci studie prokazala niz§imi
hodnotami ICso, nez klinicky pouZzivany inhibitor sorafenib. Konkrétné dosahla hodnot 0,0018
puM pro linii MV4-11 a 0,0013 uM pro MOLM-13. Mnoho latek, vcetné vySe zminénych, se
prokazalo u¢inn¢ pii pocatecni ¢asti preklinického testovani, tedy in vitro, a jsou tak v dalsi fazi
vyzkumu (in vivo testovani), ktery probiha zejména na mysich (Lee et al. 2021; Lin et al. 2014;
Ma et al. 2014, Xiao et al. 2023; Yu et al. 2021). Testovani na mysich je dulezité kvuli jejich
genetické a fyziologické podobnosti s ¢loveékem, coz umoziuje studovat t¢innost a bezpecnost
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novych 1é¢iv. Poskytuje cenné informace o farmakokinetice, farmakodynamice a toxicité, které
by in vitro testy samy o sob¢ neodhalily. Mysi maji kratky reprodukéni cyklus, coz umoznuje
rychlé sledovani dlouhodobych ucinki 1€Civa, a lze je geneticky upravit tak, aby nesly mutace
odpovidajici onemocnéni u ¢lovéka. Diky tomu Ize detailné zkoumat mechanismy ptsobeni
1éciva jesté pred zahajenim klinickych studii. Pokud i v téchto testech prokazi potencial
inhibovat kindzu mutace FLT3, pokroc¢i jejich vyzkum do klinické faze testovani. Obecné
vSechny zminéné latky, véetné PSU28, preferencné potlacuji rast bunék AML s mutaci FLT3-
ITD. Naopak u bun¢k s FLT3 wt v nizkych koncentracich nevyvolavaji prakticky zadny
vyrazny toxicky efekt. Xiao et al. takovéto vysledky podpoiil ve své studii i z hlediska in vivo
testovani, pficemz §lo o mysi modely s transformovanymi Ba/F3 buitkami. Po osmidenni 1écbé
doslo k vyraznému snizeni poc¢tu leukemickych bun€k v periferni krvi. Zatimco ve skupiné s
kontrolnim roztokem (vehikulem) zistalo 51,9 % leukemickych bunék, ve skuping 1écené
gilteritinibem jejich podil klesl na 26,4 %. Nejvétsi efekt byl zaznamenan u GNF-7, kde se
pocet leukemickych bunék sniZil aZ na 9,6 %. V soucasnosti jiZz probihaji 1 klinické studie
novych slouéenin s potencialem inhibovat FLT3 mutaci, a to bud’to samostatné, ¢i v kombinaci
S jinymi terapeuticky pouZzivanymi inhibitory. Latka HYML-122 je momentalné ve druhé fazi
testovani (Anon. 2021a), MAX-40279 v prvni fazi (Anon. 2019a), TL-895 a KRT-232 rovnéz
ve fazi druhé (Anon. 2021b). Ve fazi in vitro hodnoceni vSak nelze na zakladé samotnych
parametrd, jako jsou hodnoty ICso a specificita k FLT3 mutaci, jednoznaéné¢ urcit superioritu
testovanych latek. Tyto udaje sice poskytuji dulezité informace o jejich efektivité a selektivite
na bunééné trovni, avSak neodrazeji jejich biologickou dostupnost, farmakokinetické vlastnosti
ani potencidlni toxicitu a u¢innost v organismu. Skute¢na terapeuticka hodnota se projevi az v
ramci klinickych hodnoceni, kde dochazi k posouzeni komplexniho ucinku latky v celém
organismu. Cilem vyvoje 1é¢iva je jeho uspéSné uvedeni na trh, pfi¢emz mirné niz$i G€innost v
bunéénych modelech nemusi byt limitujicim faktorem, pokud latka vykazuje lepsi
farmakodynamicky a farmakokineticky profil.

Latky PSU28 a midostaurin vice inhibovaly rast buné¢né kultury MOLM-13 nez MV4-11, coz
je pomérné nezvykly trend. Linie MV4-11 totiZ nese vysoky alelicky pomér FLT3-ITD,
vykazuje vyraznou aktivitu v signdlnich drdhach RAS/MAPK a PI3K/AKT, coz z ni Cini
citlivéjsi model pro testovani FLT3 inhibitorti, jako jsou midostaurin a gilteritinib. Naopak
MOLM-13, ktera miiZze mit kromé FLT3-ITD i mutaci NPM1, vykazuje vyssi rezistenci vici
témto inhibitorim, pravdépodobné diky aktivaci alternativnich signalnich drah a mechanismim
rezistence (Annageldiyev et al. 2020; Seipel et al. 2018; Yang a Friedman 2023). Z pohledu
charakteristiky téchto studii by tak mély latky jednoznacné vice inhibovat linii MV4-11
(Garitano-Trojaola et al. 2021; Guo et al. 2019). Hlavnim divodem je, Ze se realn¢ dle statistiky
o rozdil v hodnotach nejedna, coz potvrzuje Seipel et al.. Dale tento rozdil mize byt zptisoben
kombinaci genetickych, molekularnich a farmakodynamickych faktori. Ob¢ linie nesou FLT3-
ITD mutaci, avSsak MV4-11 vykazuje intenzivng€j$i aktivaci signalnich drah, coz miize v ur¢itém
bodé¢ snizovat citlivost na inhibitory zaméfené vyhradné na FLT3 receptor. MOLM-13 naopak
spoléhd mén¢ na redundantni drahy a vykazuje niz$i expresi antiapoptotickych proteind, jako
je MCL-1, coz usnadiuje indukci bunécné smrti. Dale se mohou lisit intracelularni koncentrace
l1é¢iv, coz je ovlivnéno membranovymi transportéry nebo metabolickymi procesy v
jednotlivych liniich. Kasper et al. a Seipel et al. shodné zjistili, Ze genetické rozdily mohou také
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zvySovat citlivost linie MOLM-13 na testované latky. V nuancich mohou rovnéz hrat roli
experimentalni podminky, naptiklad buné¢na hustota nebo ristové faktory v médiu. Potvrzeni
téchto hypotéz by vSak vyzadovalo dal$i analyzu signalizacnich drah a proteomickych profila
obou linii. Tento jev se zcela bézné nevyskytuje, Bregante et al. jej vsak jiz zaznamenal pii
vyzkumu novych sloucenin s potencidlem inhibovat bunééné kultury AML s FLT3 mutaci.
Vysledky podobné zjisténi této prace byly vykazovany latkami WS6, ispinesibem a
cabozantinibem, ktery je mimo to jiz schvalen pro 1é¢bu riznych typi malignich onemocnéni,
jako je karcinom ledvin, jater ¢i medularni karcinom $titné zlazy, a tak je v soucasné¢ dobé
testovan v klinickych studiich pro 1écbu AML.

V tuto chvili se pfesuneme ke komparaci zjisténych in vitro Gdaji mezi jiz zminovanymi
terapeuticky pouzivanymi inhibitory. Pfi srovnani hodnot ICsp inhibitori midostaurinu a
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Weisberg et al., a to i ptes urcité odliSnosti v metodice. Konkrétné dosahoval quizartinib v nasi
praci hodnot ICsg 0,64 nM pro linii MV4-11 wt a 1,04 nM pro MOLM-13. Oproti tomu
midostaurin vykazoval na shodnych liniich tyto hodnoty 12,0 nM a 10,49 nM. Quizartinib se
tedy vyznacuje vysokou ucinnosti proti FLT3-ITD, a jeho inhibi¢ni schopnosti jsou tak vici
buné¢nych linii s wt FLT3 receptorem ¢asto zanedbatelné (Nepomuceno et al. 2014). To tedy
naznacuje vysokou specifitu quizartinibu k FLT3 mutaci (Aikawa et al. 2020). Oproti tomu
midostaurin vykazoval vysledky, jez podporuji zjisténi, které ucinili i Galanis & Levis, tedy, ze
je ucinny jak vaci wild type FLT3 mutaci, tak vac¢i FLT3-ITD a FLT3-TKD. Dle oc¢ekavani
byly tedy z hlediska specifity latek vaci FLT3 mutaci absolutné nejvyssi hodnoty i v nasi praci
zaznamenany u inhibitoru quizartinibu, konkrétné¢ 7372,36 vici bunécné linii MOLM-13 a
11993,80 vici modelové linit MV4-11. Tyto Ciselné udaje jsou ve srovnani s hodnotami, jez
zjistili Carranza-Aranda et al., markantné vyssi, kde specifita vici liniit MV4-11 ¢inila necelych
8,2. Tento rozdil mohl byt velmi pravdépodobné zplisoben testovanim na rozdilné bunééné linii.
Linie HL60, pouzita ve zminéné studii, sice exprimuje Wt FLT3 receptor, avSak urcitymi
vlastnosti se odliSuje od linie THP-1, na niZ bylo provedeno testovani v této praci. Buitkky HL60
jsou diferenciované neutrofily a u THP-1 se jedna o monocyty. V obou pfipadech jde o bilé
krvinky, které se vSak liSi funkcemi, morfologii ¢i Zivotnosti.

Pfedchozi ¢ast pojednava o porovnani midostaurin a quizartinib in vitro, nyni se zamétime na
jejich t¢innost v klinickém prostiedi. Inhibitory prvni generace, mezi které spada i midostaurin,
se vyznaCuji nizsi selektivitou viici fad€ receptorovych tyrosinkinaz, véetné FLT3, KIT,
PDGFR a VEGFR2. To mutze vést k zdvaznym nezddoucim U¢inkiim, které omezuji jejich
klinické vyuziti. Nejcastéji jsou hlaSeny nezddouci u€inky hematologické a konstitu¢ni povahy.
U pacientli se mtize vyskytnout pancytopenie, diferenciacni syndrom, srde¢ni ischemie, bii$ni
diskomfort, prijem, periferni neuropatie, bolest hlavy a ptiznaky podobné chfipce. Tyto
nezadouci ucinky se mohou vyskytovat u pfiblizné u 5-6 % pacientt (Kennedy a Smith 2020;
Swaminathan et al. 2023). FLT3 receptor je primarné exprimovan na hematopoetickych
progenitorovych bunkach, ale i na téch imunitnich, endotelovych ¢i v CNS. Jeho exprese je
omezena prevazné na hematopoeticky systém, coZ naznacuje, Ze nezddouci U€inky spojené s
inhibici FLT3 by mély byt specifické pro tento systém (Drexler 1996). Nicmén¢ inhibitory
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prvni generace, svou nizsi selektivitou inhibuji 1 dalsi kindzy, coz muze vysvétlovat Sirsi
spektrum nezddoucich uc€inkd. Inhibitory druhé generace, zahrnujici quizartinib, se jiz
vyznacuji vyssi specifitou viaci FLT3 receptoru, coz by se hypoteticky mohlo projevovat v
mensi toxicité a nezadoucich ucincich spojenych s 1écbou (Nitika et al. 2022). Avsak klinické
pouziti inhibitorti druhé generace je také spojovano s nezddoucimi uc¢inky, coz naznacuje, ze
samotna specifita k onemocnéni nemusi byt dostate¢na pro eliminaci téchto komplikaci (Erba
et al. 2021). Kuptikladu i pfes to, Ze se zda, Ze quizartinib je 1épe tolerovan nez midostaurin, je
spojen s prodlouzenim QT intervalu (Anon. 2024). Quizartinib byl navic teprve nedavno
schvalen pro klinické pouziti, prozatim tedy neexistuje mnoho dat o jeho dlouhodobych
nezddoucich ucincich jako u midostaurinu. S dal§im klinickym pouZzivdnim se mize ukazat
odli$ny profil toxicity nebo se mohou objevit dosud nehlaSené nezadouci tcinky. Obecné Ize
fici, Ze inhibitory druhé generace maji tendenci mit specific¢téj$i ii€inky a mohou mit odlisny
profil nezadoucich G¢ink ve srovnani s inhibitory prvni generace. Nicmén¢ zavaznost a cetnost
téchto nezadoucich u¢inka se mohou lisit v zavislosti na konkrétnim 1éku a pacientovi (Erba et
al., 202; Zhao et al., 2022). In vitro data naznacuji, Ze quizartinib vykazuje nizsi ICso pro FLT3-
ITD mutaci oproti midostaurinu, coZ miize znamenat vyssi €innost pii stejnych koncentracich.
Pouzivané davkovani se v§ak mezi témito 1€ky 1i8i, coz mlze mit vliv jak na terapeuticky efekt,
tak na vyskyt nezddoucich ucinkii. U quizartinibu se napiiklad pti indukéni i konsolidacni 1€¢bé
podava za presné stanovenych okolnosti davka 35,4 mg denné (Anon. [b.r.]), zatimco
midostaurin se uziva v davce 50 mg dvakrat denné (Anon. [b.r.]). Quizartinib se tedy podava v
nasobn¢ niz§i davce, tudiz je mozné pozorovat stejny trend, jako v piipad¢ in vitro testovani, a
to vys$s$i ucinnost quizartinibu. Tyto rozdily mohou ovlivnit nejen pfimou uc¢innost 1écby, ale i
jeji snasenlivost u jednotlivych pacientl. Tato zjisténi tak podtrhuji pottebu dalSiho vyzkumu
zaméten¢ho na pochopeni mechanisml nezddoucich G¢inkd a vyvoj novych terapeutickych
strategii, které by minimalizovaly toxicitu pti zachovani G¢innosti lécby AML s FLT3 mutaci.
M. H. Lee et al. porovnavali G¢innost zminénych inhibitori u nové diagnostikovanych pacientt
s akutni myeloidni leukémii. Studie ukazuje, Ze quizartinib dosahuje vySs$i miry kompletni
remise u pacienti s AML nez midostaurin, s niz8i pottebou reindukce ¢i Uprav davkovani.
Vyskyt nezadoucich Uc€inkti obou 1é¢iv byl srovnatelny, 1 kdyZ pacienti v obou skupinach
zazivali podobné miry febrilni neutropenie a infekci. Quizartinib se jevi jako efektivnéjsi volba,
avSak dlouhodobé vysledky vyzaduji dalsi sledovani. Efekt na pacientech se vSak sklada z
daleko vice mechanismi, a nizsi ICso tak nemusi znamenat lepsi efekt na pacientech. Porovnani
quizartinibu s jinymi inhibitory u pacientl v§ak prozatim existuje jen vzacné, jelikoz, jak bylo
jiz dfive zminéno, je quizartinib pro lécbu registrovan necelé dva roky, coz je diivodem
nedostatku dikazi pfimého porovnani. V soucasnosti vSak takovéto studie probihaji a jejich

N

vysledky by mély brzy poskytnout relevantnéjsi udaje (Lee et al. 2024; Shaik et al. 2024).

Pti srovnani vysledkii hodnot ICsp a specifity vici FLT3 mutaci mezi dvojici klinicky
pouzivanych inhibitord a dvojici novych syntetizovanych sloucenin, a to pouze z hlediska dat
naméfenych touto praci, byly zaznamenany vysledky, Ze se experimentalni latky z tohoto
hlediska nepfiblizuji naméfenymi hodnotami midostaurinu s quizartinibem, a terapeuticky
vyuzivané inhibitory je tak v testovanych parametrech vyrazné ptedcivaji. Je vSak dilezité
zdtraznit, ze hodnoty ICso a specifita k FLT3 mutaci v ramci in vitro experimentti nejsou
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jedinymi faktory urcujicimi klinickou uspéSnost 1éCiva, a proto nelze na zakladé téchto
vysledku predjimat jejich skutecny terapeuticky potencial.

Bunééna linie MV4-11 g45, nesouci trvalou rezistenci vici gilteritinibu, byla vyuzita v druhé
Casti této prace, za ucelem otestovani, zda nové zkoumané latky nedisponuji schopnosti tuto
rezistenci prekonat. Vysledky ziskané testovanim na rezistentni linii byly porovnany s
puvodni wild type linii MV4-11. Latky PSU28 a LG-2189 prokazaly srovnatelny inhibi¢ni efekt
na rezistentni i nerezistentni linii. Tyto molekuly se tak jevi nadéjné z hlediska schopnosti
piekonani sekundarni rezistence. Tohoto efektu bylo podobné dosazeno i1 midostaurinem.
Nejvetsi rozdil mezi inhibicemi jednotlivych bunécnych kultur byl zaznamenan u quizartinibu,
jenz vétsi mérou potlacoval rast wt linie MV4-11. S dosazenou hodnotou RF 1,99 je mozné
pozorovat tuto tendenci i z pohledu statistiky. Z hlediska schopnosti vSech testovanych latek
prekonat rezistenci bunééné kultury na giteritinib, tudiz i ziskaného rezisten¢niho faktoru, tak
prindsi nove zjisténé skutecnosti opacné vysledky, nez tomu bylo v prvni ¢asti prace.
V soucasnosti existuji i vyzkumy zabyvajici se schopnostmi nové syntetizovanych slouc¢enin
Z hlediska piekondni rezistence bunécnych linii. Napfiklad jiz zminovand potencidlni
slouéenina, inhibujici mutaci FLT3, GNF-7, kterou testovali Xiao et al., vykazovala rezistenéni
faktor ptiblizn€ 2,9. Mezi nasi praci a porovndvanou studii existuje nékolik podobnosti, ale i
mnoho rozdill, jejichz pfi¢inénim nelze naprosto objektivné vzdjemné porovnat ziskana data.
Kupiikladu k testovani slou¢eniny GNF-7 byla vyuzita bunééna linie Ba/F3 FLT3-1TD/F691L,
jez vykazuje rezistenci vici quizartinibu i gilteritinibu a pravdépodobné se vyznacuje odliSnym
typem mutace. Shodnym vysledkem vsak je, Ze v ramci obou praci mély vyssi inhibi¢ni G¢inek
experimentalni latky ve srovnani s klinicky pouzivanymi inhibitory.

Ne zcela obvyklym zjisténim byla také skutecnost, ze nejhorSich vysledkl rezistenéniho
faktoru, konkrétné 1,99, bylo dosazeno quizartinibem, inhibitorem, jenz z hlediska hodnot 1Csy,
tudiz 1 specifity viici FLT3 mutaci, v prvni ¢asti prace pomérné¢ dominoval. To potvrzuje a
objasfiuje i Yang et al., ktefi se zabyvali vznikem rezistence bunéénych linii, které jsou podobné
liniim pouzitych v této praci. Buitky AML si totiz pomérné rychle vyvijeji rezistenci prave vici
zminénému inhibitoru. Tato studie naznacuje, ze zatimco quizartinib je t¢inny FLT3 inhibitor,
mechanismus, kterym se bunky stavaji vi¢i nému rezistentni, je stejny s mechanismy vzniku
rezistence ke gilteritinibu, a rezistence je tak tzv. zkiizena. Schopnost quizartinibu prekonavat
rezistenci vici gilteritinibu mizZe byt omezena kuptikladu i kvili klonalni heterogenit¢ AML,
coz znamend, Ze nadorové buiky nejsou geneticky identické, ale tvoii rizné subklony s
odliSnymi mutacemi. Tyto subklony mohou mit rlizné biologické vlastnosti, jako je rezistence
na lécbu nebo odlisné schopnost proliferace. Heterogenita se vyviji v Case, coz ztézuje 1écbu,
jelikoz n€které subklony mohou piezit terapii a zpusobit relaps onemocnéni (Stiehl et al. 2014).
I ptes to, ze piesnou piic¢inu nejsme schopni znat, poznamenavaji Yang et al., ze rist bunécné
kultury mohou ovlivnit 1 jiné mechanismy nez mutace rezistence. Kombinace quizartinibu s
jinymi inhibitory nebo terapeutickymi piistupy vSak miiZe zlepsit jeho u¢innost pii prekonavani
rezistence, jak naznacuji i Patel et al. a Smith et al.. Jak jiz bylo zminéno, quizartinib se
vyznacuje nachylnosti ke vzniku rezistenci. Oproti tomu midostaurin je méné ucinny, avSak
plsobi i na mutaci FLT3-D835Y a dalsi kinazy, coz mlZze pomoci zpomalit vznik rezistence
(Voso et al. 2020). Weisberg et al. testovali Gi¢innost vybranych inhibitort dale na mysich

57



modelech s implantovanymi bunkami exprimujicimi mutované formy FLT3 nebo KIT, kde
byly potvrzeny in vitro data.

Dalsi neobvykld tendence, kterou bylo mozné z vysledkii zpozorovat, byla zaznamendna
Vv ramci testované latky LG-2189. Hodnota ICso byla ve vSech pfipadech experimentalnich latek
a inhibitorti vys$si pro rezistentni linii, nez pro bunécnou linii charakteru wild type. V tomto
piipadé tomu vSak bylo pravé naopak. Tento neocekavany jev mohl byt zpiisoben vice moznymi
faktory. V prvni fad¢ je mozné, Zze realna hodnota RF neni nizsi nez jedna, protoze statistika
nepotvrdila rozdil mezi testovanymi liniemi. Az vétsi pocet méieni by ukézal, zda se jednalo
pouze o nahodu nebo zda je efekt latky LG-2189 opravdu vyssi u rezistentni linie. Pokud by
tomu tak skute¢né bylo, zde je mozné vysvétleni tohoto jevu. Dale mohou mit rezistentni buiiky
zcela jiny profil odpovédi na urcité molekuly v disledku mutaci nebo zmén ve specifickych
molekularnich drahdch. Napiiklad rezistence mize byt zplisobena aktivaci kompenzacnich
drah, které¢ se mohou stat citlivéjSimi na novou molekulu LG-2189. Pokud rezistentni linie
aktivovala alternativni drahy, které jsou vice zavislé na mechanismech u¢inku LG-2189, mohlo
by to vysvétlit nizsi ICso pravé u ni. Rezistentni buiikky mohou taktéz mit zvySenou aktivitu
efluxnich transportéra (napt. P-glykoproteinu), které aktivné vyluc€uji 1é¢ivo z buiiky. Pokud
LG-2189 neinteraguje nebo je méné ovlivnéno témito transportéry, miuze byt efektivni i v
rezistentnich bunkach, kde jiné latky mohou byt rychle vylu¢ovany. Dalsi studie ukazuje, ze
rezistentni bunky, které jsou viici jedné terapii necitlivé, mohou byt citlivéjsi na jiné molekuly,
zejména pokud dochazi k epigenetickym zménam. Pokud LG-2189 cili na odlisny
mechanismus nez jiné testované inhibitory, miZze to objasnit, pro¢ rezistentni bunky vykazuji
nizsi ICsp pro tuto latku (Larrosa-Garcia a Baer 2017; San José-Enériz et al. 2019). Je vsak
dilezité zminit, Ze vSechny tyto studie piedstavuji jen podobné, mozno fici modelové, situace.
Vyzkum této prace z hlediska latek ¢i pouzitych bunéénych linii se se studiemi prakticky
neshoduje, tudiz jde jen o hypotézu na zakladé vyvozenych spojitosti. Takovyto fakt by mohl
do budoucna piedstavovat poutavy predmét navazujiciho vyzkumu.

Lepsi porozuméni a poznatky o schopnostech novych sloucenin PSU28, PSU32 a LG-2189 by
mohly poskytnout nové terapeutickée strategie. Soucasné studie ukazuji, ze inhibice FLT3-1TD
mutaci mize G¢inn¢ zastavit proliferaci leukemickych bunék a podpofit apoptdzu, coz otevira
prostor pro vyvoj novych inhibitor s vyssi selektivitou a G¢innosti (Chen et al. 2016).
Experimentalni latky, jako je PSU28, se jevi jako slibné, s ptihlédnutim k faktu, ze je jejich
vyzkum prozatim ve fazi in vitro testovani. Takovéto poznatky o slouceninach, jako znalost
jejich inhibic¢nich schopnosti, specifity a schopnosti piekonat rezistenci bunécné linie na jiz
pouzivané lécivo, by mohly poskytnout zdklad pro syntézu novych podobnych molekul
s vyhodng&jsimi vlastnostmi.
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8 Zavér

Terapie akutni myeloidni leukémie s mutaci FLT3 se v poslednich letech vyrazné zlepsila,
zejména diky zavedeni latek se schopnosti inhibovat mutovany FLT3 receptor, které poznatelné
prodlouzily pfeziti pacientil. Pfesto vSak AML s touto mutaci ztistava obtizné 1é¢itelna, jelikoz
se ¢asto vyznacuje vysokou agresivitou a sklonem k relapsu, pfi¢emz vznik rezistence vici
dostupnym FLT3 inhibitorim ptfedstavuje zasadni komplikaci v terapii. Potfeba vyvoje novych,
ucinngjsich latek, které by dokazaly prekonat rezistentni mechanismy, tak neustale roste.

V této praci byly charakterizovany 3 nové syntetizované slouceniny prostfednictvim in vitro
metody MTT na bunécnych liniich odvozenych od pacientii s AML. Jejich inhibi¢ni efekt byl
nasledn¢ porovnan se dvéma terapeuticky pouzivanymi FLT3 inhibitory, midostaurinem a
quizartinibem. Z testovanych potencialnich FLT3 inhibitort prokazala latka PSU28 nejnizsi
hodnoty 50% inhibi¢ni koncentrace a specifity na FLT3-ITD mutovanych bunikach. Ve
srovnani s klinicky pouzivanymi inhibitory projevila vSak tato sloucenina nékolikanasobné
nizsi ucinek, presto obé testované slouceniny vykazuji specifitu k FLT3 mutaci. Konkrétné pro
latku PSU28 byly tyto hodnoty rovny 38,9 pro linii MV4-11 wt a 41,3 pro MOLM-13. ICs a
specifita k FLT3 mutaci v ramci in vitro experimentd v$ak nejsou jedinymi faktory urcujicimi
klinickou ispé$nost 1éCiva, a proto nelze na zdkladé téchto vysledka ptedjimat jejich skute¢ny
terapeuticky potencial.

Na linii MV4-11 g45, jeZ nese trvalou rezistenci vici jinému klinicky pouzivanému inhibitoru,
gilteritinibu, byl zanalyzovan uc¢inek latky PSU28 a LG-2189, v porovnani s gilteritinib-
senzitivni linii MV4-11 wt. V druh¢ ¢asti experimentti byly zaznamenany opacné vysledky nez
hodnot rezistencniho faktoru dosahovaly nové syntetizované latky, pfi€emz jejich ucinek byl
takika srovnatelny na rezistentni i senzitivni linii. Nasledoval midostaurin a na zavér
quizartinib. Takovéto zjiSténi tak predstavuje poutavy pfedmét pro budouci vyzkum.

Tato studie tedy pfinasi dilezité poznatky z hlediska chemické struktury k vlastnosti uc¢inku
molekul pro vyvoj novych 1é¢iv zamétenych na AML s mutaci FLT3-ITD, ptfi¢emz jeji hlavni
pfinos spociva v identifikaci inhibitort, které mohou byt perspektivni v boji proti rezistenci na
1é€bu. Takovéto znalosti o slouc¢eninach by mohly poskytnout zéklad pro syntézu novych
podobnych molekul s vyhodnéjSimi vlastnostmi. Kombinace téchto inhibitorit s dalSimi
cilenymi terapiemi by pak mohla v budoucnu vést k piekonani mechanismi rezistence a k
poskytnuti nové 1é€ebné moznosti u AML pacientt.
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