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u leukemické bunédéné linie

Akutni myeloidni leukemie (AML) je agresivni nadorové onemocnéni se Spatnou
progndzou, za kterou €asto stoji selhani 1é€by. Mezi nejCastéjsi priiny selhani
leéCby patfi rozvoj lékové rezistence. Pfesné mechanismy vedouci k rezistenci
nejsou znamy, zejména u |éka nedavno zavedenych do klinické praxe, jako je
napfiklad gilteritinib. Proto byla v naSi laboratofi vytvofena a charakterizovana
leukemicka bunécna linie rezistentni na gilteritinib (oznaCovana jako HL-60 g75).
Cilem této studie bylo zhodnatit citlivost bunék HL-60 g75 na gilteritinib a objasnit
stabilitu ziskané rezistence. Odhalili jsme, ze rezistence bunék HL-60 g75 je
doCasna, protoze uz po 4 tydnech kultivace bez gilteritinibu se citlivost téchto
bunék obnovila. Zatimco gilteritinib indukoval apoptézu podobné u bunék
citivych na gilteritinib (HL-60 wt) i rezistentnich, analyza bunéného cyklu
odhalila nizsi citlivost HL-60 g75 na gilteritinib nez HL 60 wt. Dale byla zjiSténa
citlivost HL-60 g75 na midostaurin a sunitinib, 1éCiva s podobnym mechanismem
ucinku jako gilteritinib. HL-60 g75 vykazoval zkfiZzenou rezistenci k sunitinibu, ale
ne k midostaurinu. Vzhledem k fyzikalné-chemické podobnosti gilteritinibu
a sunitinibbu a skute€nosti, Ze rezistence na sunitinib nastava disledkem
lysozomalni sekvestrace, jsme se rozhodli otestovat mozZnou souvislost
lysozomU a gilteritinibu. Bunécné linie byly obarveny barvivem Lysotracker,
specifickym pro lysozomy, které odhalilo vy$Si median intenzity fluorescence
(MFI) Lysotrackeru u HL-60 g75 nez u HL-60 wt. Naopak vystaveni bunék
sunitinibu vykazovalo nizSi MFI u HL-60 g75, coz naznaCuje mozné zmeény

lysozomalniho pH, zapojeni efluxnich transportéri nebo saturaci lysozomu.



Nicméné k uplnému odhaleni bunécnych mechanismu navozujicich rezistence

na gilteritinib bude tfeba provést dalSi experimenty.
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Acute myeloid leukemia (AML) is an aggressive cancer with a poor
prognosis for which therapy failure is often responsible. Development of drug
resistance is among the most common causes of treatment failure. The exact
mechanisms leading to the resistance are not known, especially for drugs
recently introduced into the clinical practice such as gilteritinib. Therefore, the
gilteritinib-resistant leukemic cell line (referred to as HL-60 g75) has been
established in our lab and further characterized. The aim of this study was
to evaluate the sensitivity of HL-60 g75 cells to gilteritinib and to clarify the stability
of acquired resistance. We revealed that the resistance of HL-60 g75 cells is
transient, since only after 4 weeks of gilteritinib-free cell culture, sensitivity
of these cells was restored. While gilteritinib induced apoptosis similarly in both
gilteritinib-sensitive (HL-60 wt) and -resistant cells, cell cycle analysis revealed
lower responsiveness of HL-60 g75 to gilteritinib than HL-60 wt. Furthermore,
sensitivity of HL-60 g75 to midostaurin and sunitinib, drugs with similar
mechanism of action as gilteritinib, was established. HL-60 g75 showed cross-
resistance to sunitinib, but not to midostaurin. Given the physicochemical
similarities between gilteritinib and sunitinib, and the fact that sunitinib resistance
results from lysosomal sequestration, we decided to test the possible association
of lysosomes and gilteritinib. Cell lines were stained with LysoTracker,
a lysosome-specific dye, which revealed a higher median fluorescence intensity
(MFI) of LysoTracker in HL-60 g75 than HL-60 wt. On the contrary, cell exposure
to sunitinib showed lower MFI in HL-60 g75 suggesting alterations of lysosomal
pH, involvement of efflux transporters or saturation of lysosomes. Nevertheless,



further experiments will have to be performed to fully uncover cellular

mechanisms leading to gilteritinib resistance.
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2 UVOD

Akutni myeloidni leukémie (AML) je nadorové onemocnéni, které postihuje
myeloidni krevni fadu. Zacina v kostni dfeni, kdy se krevni buriky nevyvijeji tak,
jak by fyziologicky mély. Je to onemocnéni se Spatnou progndézou, kdy 5Sletého

doziti je dosahovano u 27 % pacientu [1].

Lécba AML se v dnedni dobé sklada z klasickeé terapie cytostatiky, kde se
|éCba déli na indukéni a udrzovaci |éCbu po dosazeni remise. V 1éCbé cytostatiky
se pouziva cytarabin a néktery z antracyklind (daunorubicin nebo idarubicin)
v terapeutickém schématu 7+3. U pacientl, u kterych je dosazeno remise je
provadéna transplantace kostni dfené. U pacientl se berou v tvahu vysledky
predchozi |éCby, vék a celkovy zdravotni stav pacienta [2]. Pro pacienty
s prokazanou mutaci ve FLT3 (FML-like tyrosine kinase 3), coz znamena horsi
prognozu, jsou nové vyuzivany inhibitory FLT3. V prvni generaci je pouzivany
midostaurin, ktery se podava jak v indukéni, tak také v udrzovaci [éCbé. U néj je
problém vyskytu sekundarnich mutaci a ztraté lécebné odpovédi, v takovém
pfipadé je nové pouzivan gilteritinib. Gilteritinib je FLT3 inhibitor druhé generace
a je indikovan u pacientld s mutaci FLT3 u rezistentni/refrakterni formy AML.

Podavan je jako monoterapie [3].

Gilteritinib je nové léCivo pouzivané v IéCbé AML, ale uz se objevuji pfipady
vyskytu rezistence, proto se vtéto praci budu zabyvat charakterizaci

gilteritinib-rezistentni leukemické bunécné linie.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Akutni myeloidni leukémie

3.1.1 Charakteristika onemocnéni

AML je nadorové onemocnéni kostni dfené, kdy dochazi k naruSeni
krvetvorby, coz vede k nekontrolované proliferaci nezralych krevnich bunék.
Za normalnich okolnosti hematopoetické kmenové burnky (HSC) dozravaji
v myeloidni a lymfoidni prekurzory a nasledné diferencuji do svych terminalnich
stadii, které pfedstavuji krevni buriky jako jsou erytrocyty, trombocyty Ci leukocyty
(Obr. 1). V pripadé, Zze dojde k maligni transformaci HSC, dochazi ke vzniku
tzv. leukemickych kmenovych bunék, které jsou zodpoveédné za vznik
leukemickych blastu. Tyto blasty pfedstavuji nezrala stadia myeloidnich bunék
a jsou charakteristické svou schopnosti neomezené proliferovat a akumulovat se
v kostni dfeni ¢imZ nenechavaji zadny prostor normalni krvetvorbé. Maligni
transformace HSC mulze byt zpusobena nékolika faktory. NejCastéji se jedna
o genetické mutace v HSC a prekursorech krevnich bunék, které brani burikam
dozravat a také je chrani pfed apoptézou ¢i jinou formou bunééné smrti.
Mensi ¢ast pfipadl onemocnéni AML je davana do souvislosti s pfimymi faktory,
dusledkem, kterych, se toto onemocnéni vyvinulo. Takovymi faktory muze byt
pfedchozi chemoterapie, expozice urCitym chemickym latkam ¢i onkogennim

virim [4].
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Obr. 1. Hierarchické usporadani krvetvorby. Z hematopoetické kmenové
buriky (stem cell) dochazi v procesu krvetvorby ke vzniku myeloidnich
a lymfoidnich prekurzort (myeloid/ lymphoid stem cell), které pak diferencuji na
razné typy krevnich bunék, napr. erytrocyty (red blood cell), trombocyty
(platelets) Ci buriky patfici do skupiny leukocytt (white blood cells). Pfevzato z:

[5].
3.1.2 Diagnostika, prognéza

Symptomy provazejici onemocnéni jsou spojeny se Spatnou funkci
krevnich elementd v dusledku postizeni kostni dfené, kde se krevni elementy
tvofi. Casto se vyskytuji anémie z nedostatku &ervenych krvinek, infekce
v disledku ovlivnéni bilych krvinek nebo ¢asté modfiny, krvaceni z dasni nebo

nosu kvuli nizkému poctu krevnich desticek [5].



Diagnéza onemocnéni AML je nespecificky a slozity systém. Klasifikace
a diagnéza zahrnuje i informace o tom, zda byl pacient dfive vystaven
cytotoxickym IéCivim a pfipadné ma urcitou genetickou predispozici. Dale se
hodnoti pfitomnost blastl, ktera uréuje AML definovanou diferenciaci a hodnota
blastu je poZadovana alespon 20 %. Dale se hodnoti a diagnostickymi metodami
urCuji genové mutace a abnormality (Obr. 2), pro nastaveni lepsi I1&éCby s lepSi

odpovédi pro daného pacienta [6].

v | |
FLT3 matated Without targetable mutations. LAML, AML-MR CK andfor TP53

v v b v
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Marphologic Remistion [+f- MRD)

A 4

ELN Favomable risk L ELN

& L]
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Obr. 2. Moznosti terapie AML po diagnostikovani moznych mutaci. Pfevzato

z: [6].

Co se tyka progndézy, méla by byt léCba dostateCné agresivni, aby
u pacientt doslo ke kompletni remisi. U 60-70 % pacientl je po indukéni lécbé
dosazeno kompletni remise a u 30 % je dosahovano 5letého preziti. Progndza je
vSak velice zavisla na typu AML [7, 8]. Onemocnéni se vyskytuje u pacientl ve

véku s medianem 72 a s primérnym vékem 68 let [9].

3.1.3 Rizikové faktory

Jednim zrizikovych faktori je geneticka a familiarni predispozice,
vyskytuje se ale pouze v malé Casti pfipadu. Jedna se predevSim o postizeni
genl zodpovidajicich za regulaci myeloidni diferenciace (CEBPA, GATA?2,
RUNXT1), genl kédujicich proteiny regulujici autofagii ¢i geny kodujici razné
transkripCni faktory a proteiny zapojeny v transkripci [10]. DalSimi faktory
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uplatiujicimi se v rizikovosti vzniku AML jsou reprodukéni faktory a expozice
rodi€d. Hlavnim reprodukénim faktorem je porodni vaha novorozence, kdy
porodni hmotnost vySSi nez 4 000 g nebo nizSi nez 2 500 g je asociovana
s vysSim rizikem vyskytu AML [11]. ZvySeny vyskyt AML byl také prokazan u déti,

jejichz matky byly v t€hotenstvi exponovany pesticidim nebo alkoholu [12, 13].

Fyzikalni a chemické faktory jsou faktory, které provazi vSechna
onemocnéni a neni tomu jinak ani tady. Z fyzikalnich faktorl se na vzniku
onemocnéni podili ionizujici zafeni. Zafeni ma akutni i chronické uc€inky na
malignity [14]. Mezi fyzikalni faktory fadime i specifickou postterapeutickou nebo
sekundarni AML, ktera vznika u pacientd podstupujici celotélové ozafovani
v ramci |léCby nebo pfipravy na operace. K chemickym latkam radime také
cytotoxickou IéCbu vramci cytotoxické terapie ostatnich nadort jako latky

alkylujici, inhibitory topoizomerazy nebo antimetabolity [15].

3.1.4 FLT3 mutace

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) je protein ze skupiny tyrosinkinaz, ktery
se vyskytuje pfedevsim u HSC a nezralych stadii krevnich bunék a podili se na
jejich proliferaci a diferenciaci. Za normalnich okolnosti reaguje na pfitomnost
svého specifického ligandu a posila signal dale ve své signalni draze. Mutace ve
FLT3 genu zpusobuji neustalou aktivaci FLT3 receptoru, co vede k nadmérné
a nekontrolované proliferaci leukemickych bunék a také k inhibici jejich apoptozy
[16].

K mutaci ve FLT3 genu muze dochazet bud vnitfni tandemovou duplikaci
(FLT3-ITD) nebo bodovou mutaci (FLT3-TKD), ktera nastava predevSim
v tyrosinkinazové doméné FLT3 receptoru. FLT3 mutace jsou jedny z nejCastégji
se vyskytujicich mutaci u AML pacientu, pficemz FLT3-ITD postihuje az 30 %
pacientl, zatimco FLT3-TKD se vyskytuje jen pfiblizné u 7-10 %. Pacienti
s FLT3-ITD mutaci maji vyrazné horsi prognézu, niz8i odezvu na indukéni terapii,
vetsi riziko relapsu, a tedy i niz§i pravdépodobnost piného vyléceni. Pravé kvli
nepfiznivym prognostickym vlastnostem, které sebou nesou FLT3 mutace se

intenzivné pracovalo na vyvoji ucinnych léCiv, které by vedly k inhibici nadmérné
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aktivniho FLT3 receptoru. Na zakladé ucinnosti a specifiCnosti téchto I1éCiv
rozliSujeme dvé generace FLT3 inhibitord. Prvni generace, ktera je méné
selektivni a druha generace, ktera je svym uclinkem specifictéjSi (vice
v podkapitole 3.1.5.4) [17].

3.1.5 Lécba

Lécba AML je velmi naro¢na pro organismus, proto se pfi ni pfihlizi k véku,
celkovému zdravotnimu stavu pacienta a dalSim faktordm jako jsou napf.
komorbidity. Pacienty pak délime na tzv. fit pacienty, ktefi intenzivni terapii
mohou podstoupit a non-fit pacienty, u kterych se voli méné intenzivni varianta
lécby. LéEba AML se typicky zacina indukéni chemoterapii (u fit pacientd) nebo
paliativni [éCbou (u non-fit pacientd), které maiji za cil zbavit se co mozna nejvice
nadorovych bunék pacienta. Po této fazi 1éEby nasleduje léCba konsolidacni
(nazyvana také post-remisni) cilici na nadorové bunky, které i po
indukéni/paliativni terapii zGstaly v krvi a dfeni pacienta. Jejim cilem je zbavit se
téchto bunék a minimalizovat tak navrat aktivni nemoci. V této fazi muze dojit

také k autologni nebo alogenni transplantaci kmenovych bunék pacienta [18].
3.1.5.1 Indukéni & paliativni terapie

Indukéni terapie u fit pacientd mladSich 60 let je typicky kombinace dvou
chemoterapeutickych latek, a to cytarabinu a antracyklinu, nejCastéji
daunorubicinu nebo idarubicinu. Tato kombinace se nazyva 7+3, co je odvozeno
Z jejich chemoterapeutického schématu, jelikoZ cytarabin se podava nepretrzité
po dobu 7 dni a antracyklin se spolu s cytarabinem podava prvni 3 dny v kratkych
infuzich. V pfipadech, kdy je u pacientl prokazana pfitomnost FLT3 mutace se
po indukéni terapii podava také Iécivo cilici pravé na tuto mutaci, a to midostaurin

(blize popsano v podkapitole 3.1.5.4).

U pacientl spadajicich do non-fit kategorie tato kombinace nemUze byt
pouzita, proto se voli jind chemoterapeutika, napf. hypometylaéni latky (decitabin
nebo azacitidin), které se podavaji samotné nebo v kombinaci s venetoklaxem.
Po prvnim cyklu chemoterapie se provadi vySetfeni kostni dfené pacienta, které

ukaze, zda se v ni stale vyskytuji leukemické buriky. Pokud ano, uvedeny
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terapeuticky cyklus se zopakuje. Pokud biopsie prokaze remisi, pfechazi se na
léCbu konsolidacni, ktera udrzuje pacienta v remisi a brani navratu aktivni nemoci
[19].

3.1.5.2 Konsolidaé€ni terapie

Jak jiz bylo zminéno, konsolidacni |éCba vede ke zni€eni zbylych
leukemickych bunék a k zabranéni navratu aktivni nemoci, tedy relapsu.
Podobneé jako pfiinduk&ni/paliativni I€Cbé, i tady zohledriujeme zafazeni pacientu
do fit a non-fit kategorie. Také se ale zohlednuje prognéza jednotlivych pacientu,
a tedy riziko navratu leukémie po indukéni 1éEbé. Pacientim s nizkym rizikem se
podavaiji vysoké davky cytarabinu po dobu 5 dnul a to ve 3 az 4 cyklech, pfiCemz
doba mezi jednotlivymi cykly €ini 4 tydny. V této mezifazi neni pacient léCeny
cytarabinem . V pfipadé€, Ze pacient v indukéni fazi dostaval i midostaurin, tedy
latku cilici na FLT3 mutaci, doporuCuje se v jeho podavani pokraCovat
i v konsolidac¢ni Ié¢bé [20]. Pacientlim s vysokym rizikem je idealni co mozna
nejdfiv po dosahnuti remise transplantovat kmenové buriky, protoze bylo
prokazano, ze transplantace kostni diené u téchto pacientl snizuje riziko relapsu
az na 50-55 %. Pfednost se dava alogenni transplantaci, kdy jsou pacientovi
podané kmenové bunky darce. Pokud neni mozné najit vhodného darce, voli se
transplantace autologni, kdy se pacientovi podavaiji jeho vlastni kmenové bunky
[21].

3.1.5.3 Relaps a refrakterni nemoc

Pokud pacient na indukéni, resp. paliativni terapii neodpovida, hovofime
o tzv. refrakterni nemoci, pfi které pacient neni schopen dosahnout remise.
V pripadech, kdy vySe uvedené zpusoby |éCby nejsou uc€inné a nedojde tak
k uplné eradikaci leukemickych bunék, se muaze aktivni nemoc vratit a tehdy
hovofime o relapsu. V obou téchto pfipadech se pacientim zkousi navodit
remise vysokodavkovanou chemoterapii a nasledné transplantovat kmenové
buriky. Ne vzdy je tato varianta Uspésna, proto se Casto voli terapie specificka
pro kazdého pacienta. Ta se uruje na zakladé riznych charakteristik pacienta,
nejCastéji na zakladé pfitomnych mutaci. Pfikladem jsou pacienti s detekovanou

FLT3 mutaci, u kterych se pouziva gilteritinib (blize popsano v podkapitole
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3.1.5.4) nebo pacienti s prokdzanou IDH1 mutaci, kterym se podava ivosidenib.
Pacientiim trpicim relabujici nebo refrakterni nemoci se doporucuje také
zapojeni do Klinickych studii, které testuji mnohdy velmi slibné, ale zatim

neschvalené latky [22].

3.1.5.4 Cilena lé¢ba inhibitory FLT3

Mimo standardni chemoterapeutika, které plsobi nespecificky na vSechny
bufiky organismu, zdravé i nadorove, se pouzivaji i léCiva cilené, které
neposkozuji zdravé bunky. Tyto IéCiva se liSi svym mechanismem ucinku a kazdé
z nich cili na svUj konkrétni cil. Jednim z takovych cilu jsou i specifické genové
mutace Castokrat vedouci k pozménéné funkci proteinu, které koéduiji. V téhle
diplomové praci se budeme vénovat IéCivim blokujicim jednu z takovych mutaci,

a to mutaci ve FLT3 genu.

FLT3 inhibitory |ze obecné rozdélit do dvou generaci. Ta prvni je méné
specificka, ma Sirokou protikinazovou aktivitu a tim, Ze pusobi na vicero cilu,
muze byt jeji terapeuticky efekt doprovazen i ruznymi vedlejSimi ucinky
Ci toxickymi uc€inky. Inhibitory prvni generace se silné vazou na plazmatické
bilkoviny, cozZ snizuje jejich u€innost a maji také kratSi poloCasy. Tyto vlastnosti
maji za nasledek omezenou ucinnost téchto IéCiv v monoterapeutickém podani,
proto se spiSe vyuzivaji v kombinaci s jinymi IéCivy. Do této generace patfi IéCiva
jako sunitinib, midostaurin nebo sorafenib. Druha generace je na rozdil od té
prvni navrzena tak, aby pUsobila jenom na konkrétni cile a tim padem je u ni

i snizené riziko vedlejSich ucinkd. Patfi do ni napf. gilteritinib &i quizartinib [23].

FLT3 inhibitory Ize také rozdélit na zakladé jejich ucinku vuéi FLT3, ato na
typ | a typ Il. Pod typ | spadaji IéCiva, které pusobi na mutaci FLT3-ITD, ale i na
FLT3-TKD (napf. midostaurin, gilteritinib), zatimco typ Il pfedstavuji IéCiva

pusobici vyluéné na FLT3-ITD (napf. sorafenib €i quizartinib) (Obr. 3).

10



FLT3ITD
mutation

FLT3TKD = ITD
mutation

1
\ Type Il inhibitors

sorafenib

ponatinib
quizartinib
T

Type | inhibitors
midostaurin
crenolanib
gilteritinib

Obr. 3. Rozdéleni FLT3 inhibitord na typ | a typ Il. FLT3 inhibitory patfici
k typu | (midostaurin, crenolanib, gilteritinib) pisobi na obé mutace vyskytujici se
u AML ve FLT3 genu (ITD i TKD), zatimco léCiva patrici k typu Il (sorafenib,

ponatinib, quizartinib) t¢inkuji jenom na FLT3-ITD mutaci. Pfevzato z: [24].

Midostaurin

Midostaurin je fazen mezi FLT3 inhibitory typu | a pusobi tak proti mutacim
ITD (interni tandemova duplikace) i TKD (tyrosinkinazova doména) ve FLT3 genu
[25]. DalSi cile, na které midostaurin pusobi, jsou PKC, VEGFR2, PDGFR nebo
c-kit [26]. Midostaurin byl schvalen pod vyrobnim nazvem RYDAPT, a to v roce
2017 americkym Ufadem pro kontrolu potravin a légiv (FDA) a Evropskou
agenturou pro léky (EMA), pro Ié€bu nové diagnostikované AML s mutaci ve
FLT3[27, 28]. Midostaurin se v Ié€bé pouziva spolu se standardni chemoterapii
(cytarabin a daunorubicin), ktera se podava v terapeutickém schématu 7+3.
Midostaurin se pacientim nasazuje po ni, tedy 8. az 22. den Ié¢by. Midostaurin
se nepodava soucCasné s chemoterapii kvuali nepfiznivé gastrointestinalni
snasenlivosti. Stejné tak se pouziva v konsolidacni |écbé AML spolu

s chemoterapii [29].
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Gilteritinib

Gilteritinib patfi do druhé generace FLT3 inhibitord a svou specifickou
aktivitou vuci FLT3-ITD spada pod typ Il FLT3 inhibitord. Doposud je jedinym
schvalenym inhibitorem druhé generace. V klinické praxi je pouzivan jako
monoterapie pro IéCbu relabované a refrakterni AML s prokazanou FLT3 mutaci
pod vyrobnim nazvem Xospata [30]. Pro tuto indikaci byl schvalen v roce 2018
regulacni autoritou FDA a vroce 2019 EMA [31,32]. Vzhledem ke stale
rostoucimu mnozstvi FLT3 pozitivnich pacientl nereagujicich na midostaurin se
voli gilteritinib jako dalSi volba v terapii FLT3* AML. Gilteritinib je selektivnéjsSi nez
midostaurin, neplsobi jenom na FLT3. Mezi jeho terapeutické cile patfi také AXL,
ALT nebo ALK. Navazanim gilteritinibu na tyto tyrosinkinazové receptory dochazi
k inhibici jejich funkce a jejich signalizace, coz ma za nasledek snizenou
proliferaci anebo zvySenou apoptézu nadorovych bunék. Co se jeho
farmakologickych vlastnosti tyCe, méné se vaze na plazmatické bilkoviny, a proto
je i ucinnéjsi, ma dlouhy plazmaticky polo€as a jeho plazmaticka koncentrace
v ustaleném stavu je 282 ng/mL. Jeho plny uCinek a ustaleni plazmatické

koncentrace nastava 15. den lécby [33].
Sunitinib

Sunitinib je dalSim z inhibitord FLT3, ktery vstoupil na trh v roce 2006
v USA a vroce 2007 v Evropské Unii [34, 35]. Pouziva se v Ié¢bé solidnich
nadoru jako jsou napf. gastrointestinalni tumor zaludku a stfeva nebo nador
slinivky bfisni, dale pfi selhani |éCby jinymi protinadorovymi léCivy, a v roce 2017
byl FDA indikovan k adjuvantni |é¢bé renalniho karcinomu [36]. Sunitinib je
multikinazovy inhibitor plsobici na VEGFR-2, PDGFR, FLT3, KIT [37].
| u sunitinibu vznika v Ié€bé rezistence a nedavno byl popsan jeden z jejich
mechanismus, kterym je lysozomalni sekvestrace IéCiva. Sunitinib je slabé
bazické lécivo, které pronika do kyselych lysozomu a tam se sekvestruje a tim ho
buriky zadrzuji, tudiZ na né nemlze puUsobit protinadorové a tlumit jejich dalSi
déleni [38].
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3.2 Rezistence v Ié¢bé akutni myeloidni leukemie

Leukemické bunky jsou mimofadné odolné a vysoce heterogenni, proto je
velmi naroCné na né uspésné terapeuticky zacilit. Terapie navic mnohdy neni
dostateCné uspésna. Jednou z nejCastéjSich pficin, pro€ chemoterapie
u nadorovych onemocnéni vCetné AML selhava je vyvinuti |ékové rezistence
leukemickymi bufikami. Ty jsou schopny si vytvofit vysokou odolnost jak na
chemoterapeutika pouzivana v prvni fadé lécby, tak i na cilena léCiva z fad FLT3

inhibitory.

Fenomén rezistence predstavuje obrovsky problém, jelikoz i kratce
pouzivana l|éCiva prestavaji v organizmu pacientd adekvatné ucinkovat.
Pfikladem je midostaurin patfici do skupiny FLT3 inhibitora, ktery byl schvalen
pro lé¢bu FLT3-mutované AML vroce 2017 a uz par let se zkouSeji ruzné
kombinace I&Civ, které by zvysSili jeho u€innost Ci zpUsoby, kterymi zabranit rozvoji
rezistence Ci umoznit jeji pfekonani. DalSim pfikladem je gilteritinib, také ze
skupiny FLT3 inhibitoru, ktery se voli Castokrat u pacientl neodpovidajicich pravé
na midostaurin. AvSak uz i u pacientu Ié€enych gilteritinibem byla pozorovana

vyvijejici se rezistence na toto IéCivo.

Rezistenci k inhibitordm FLT3 muizZeme rozdélit na primarni (vrozenou)
a sekundarni (ziskanou). Pfi primarni rezistenci je u€inkim FLT3 inhibitora
zabranéno jiz pfi po¢ate€nim podavani. Tento efekt zavisi na pfitomnosti ligandd
FLT3, stromalnim vyskytu CYP3A4 a také na aktivaci dalSich signalnich drah.
K sekundarni rezistenci dochazi v dusledku mutaci pfimo ve FLT3 genu
(tzv. ,on-target‘ rezistence) nebo na mistech jinych nez FLT3 (tzv. ,off-target”
rezistence). U FLT3 inhibitord typu Il byly doposud popsany sekundarni bodové
mutace v kinazové doméné FLT3 receptoru jako nejCastéji se vyskytujici.
Uvedené mutace byly pozorovany i u pacientd lé€enych gilteritinibem, ale
v posledni dobé se objevuji studie, které zaznamenaly rezistenci

zprostfedkovanou i jinymi bunéénymi mechanismy [39].
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3.2.1 Lysozomy

Lysozomy jsou intracelularni organely, které maji kyselé prostfedi a obsahuji
kyselé hydrolazy a proteiny specificky asociované na membrané. Kyselé
prostfedi lysozom je udrzovano V-ATPazou a je nezbytné pro optimalni ¢innost
hydrolaz. Funkce lysozomu neni jen degradacni, ale ma i vyznamnou roli
v nékolika patologickych stavech jako kardiovaskularni onemocnéni,
Alzheimerova choroba, amyotroficka lateralni skler6za nebo nadorové

onemocnéni [40].
3.2.1.1 Lysozomalni sekvestrace

Lysozomalni sekvestrace I|éCiv neboli zachyceni [é€Civ je duUlezitym
mechanismem ziskani rezistence k chemoterapeutikiim. VétSina pouzivanych
chemoterapeutik jsou lipofilni, slabé bazicka a volné difunduji pfes membrany
vCetné plazmatické a lysozomalni, nebo jsou alternativné transportovana dovnitf
obracenymi efluxnimi transportéry s nadrodiny ATP-vazajicich transportéru.
Kyselé prostiedi lysozomU usnadriuje rychlou protonizaci slabé bazickych [&Civ,
a to snizuje schopnost prochazet membranou zpét z lysozomu, tim dochazi
k vyrazné lysozomalni akumulaci. Chemoterapeutika, ktera jsou sekvestrovana
v lysozomech, jsou spojena s jevy lékoveé rezistence a patfi mezi né inhibitory
tyrosinkinaz, antimetabolity, alkylacni latky, inhibitory topoizomeraz. Lysozomy
jsou zfidka kdy cilem puasobeni chemoterapeutik, a proto lysozomalni

sekvestrace snizuje subcelularni distribuci a tim sniZuje i u€innost |eéCby [41].
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4 CILE

Cilem mé diplomové prace bylo charakterizovat gilteritinib-rezistentni
bunécnou linii HL-60 g75, ktera byla vytvofena v laboratofich Vyzkumné skupiny

bunécné farmakologie & onkologie, na Farmaceutické fakulté UK, a to z pohledu:

- miry a stability rezistence vuci gilteritinibu,

- odpovédi na gilteritinib v souvislosti zmén fazi v buné&fném cyklu
a pohotovosti bunék k apoptoze,

- moznosti zkfizené rezistence k vybranym |éCivim — midostaurin
a sunitinib

- mozné role lysozomu v rezistenci ke gilteritinibu.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Material a metody

5141

Chemikalie

Roswell Park Memorial Institut (RPMI) Medium, Merck KGaA (Darmstadt,
Némecko)

Fetalni bovinni sérum (FBS), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
Trypanova modf, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

Fosfatovy pufr (PBS), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

Roztok 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5,difenyltetrazolin bromid (MTT),
Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

Isopropanol, Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)

Absolutni etanol, Penta Chemicals (Praha, Ceska republika)

Propidium jodid (PI1), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

RNaza A, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, Merck KGaA (Darmstadt,
Némecko)

Gilteritinib, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)

Sunitinib, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

Midostaurin, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
Lysotracker™ Deep Red, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Pristroje

Laminarni box Jouan (Saint-Herblain, Francie)

Centrifugy Hettich Universal 32R & Hettich Mikro 22R (A. Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen, Némecko)

Centrifuga Boeco C-28 (Boeckel+Co GmbH+Co, Hamburg, Némecko)
Reader mikrodestiCek Hidex Sense Beta Plus 425-311 (Hidex, Francie)
Spektralni analyzator SONY SA3800 (SONY Biotechnology, San Jose,
CA, USA)

Automatizovana pocitacka bunék Bio-Rad TC20™ (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA)
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5.1.3 Bunécné linie

V nasich experimentech byly pouZzity leukemické buriky zvané HL-60 (dale
oznacovany jako HL-60 wt), které byly ziskané z periferni krve 36leté Zeny trpici
akutni promyelocytarni leukémii [42]. Bunky byly poskytnuty Dr. Balaszem
Sarkadim z Madarské akademie véd v Budape$ti. Bunky byly kultivovany
v kultivanim médiu RPMI s L-glutaminem a 10 % pfi standardnich kultivacnich
podminkach (37 °C, 5 % COz2) [43].

Bunécnou linii HL-60 g75 jsme ziskali dlouhodobym kultivovanim vysSe
uvedenych HL-60 wt v pfitomnosti gilteritinibu, kdy se v ¢ase postupné zvySovala
jeho koncentrace v kultivaénim médiu. Nejprve se stanovila hodnota ICso pro
gilteritinib na HL-60 wt na zakladé které se urc€ila vychozi koncentrace gilteritinibu
pro vytvarenou HL-60 g75. Tato koncentrace odpovidala 20 % stanovené |Cso.
V pribéhu kultivace se koncentrace gilteritinibu zvySovala vzdy o 5 % kazdé 2-3
tydny, dokud bunky nevykazovali maximalni moznou rezistenci ke gilteritinibu.
Této maximalni rezistence jsme dosahli pfi koncentraci 1,8 uM, co odpovidalo 75
% stanovené ICso. Tato koncentrace pro bunky nebyla toxicka a dalSi navySeni
uz nevedlo ke zvySeni rezistence HL-60 bunék vac&i gilteritinibu. Vytvofena
bunétna linie HL-60 g75 byla kultivovana v RPMI obohaceném
o L-glutamin, 10 % FBS a 1,8 uM roztok gilteritinibu. Jeji rezistence vici

gilteritinibu byla pravidelné testovana pomoci MTT testu (viz podkapitolu 5.1.4).
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5.1.4 MTT test
5.1.4.1 Princip metody

MTT test je kolorimetricky test, ktery urCuje metabolickou aktivitu bunék.
Principem tohoto testu je pfeména Zluté tetrazolinové soli MTT na fialové krystaly
formazanu, ke které dochazi prostfednictvim oxidoreduktaz. Tuto pfeménu jsou
schopné zajistit pouze mitochondrie zivych bunék, proto je diky tomuto testu
mozné odliSit Zivotaschopné bunky (zbarveny do fialova) od téch mrtvych
(zbarveny do Zluta). Tento test lze také pouzit pro stanoveni cytotoxicity

potencialnich léCiv nebo pro stanoveni jejich cytostatické aktivity [44].
5.1.4.2 Pribéh metody

Prvni den experimentu byly buriky HL-60 wt i HL-60 g75 pfekultivovany do
kultivacniho média (RPMI + 10 % FBS) bez pfidavku gilteritinibu, aby se zamezilo
zkresleni vysledkd v dusledku jeho pozustatkd v kultufe. Po 24 h byly obé
bunéné linie nasazeny na 96jamkovou destiCku v koncentraci
9000 bunék/jamku a v kone&nym objemu 150 pL/jamku. Ctyfi jamky obsahovaly
150 pL samotného kultivacniho média RPMI obohaceného o 10 % FBS a slouzily
jako negativni kontrola (viz Obr. 4). Do osmi jamek bylo pfidano 150 uL
jednotlivych bunécnych linii v poZzadované koncentraci, které slouzily jako
pozitivni kontrola. Do dalSich 32 jamek bylo napipetovano dvanact triplikatd
s postupné se snizujicimi koncentracemi testovanych Ié€iv, a to v objemu 30 pL.
K témto léCivim bylo nasledné pfidano 120 L jednotlivych bunéénych suspenzi
v pozadovanych koncentracich. Do zbylych jamek bylo napipetovano 150 L PBS,
aby se predeSlo evaporaci jednotlivych jamek. Takto pfipravené destiCky se
nechaly inkubovat 96 h pfi standardnich kultivaénich podminkach
(37 °C /5 % CO2).

Po této inkubaci bylo do kazdé jamky kromé téch s PBS pfidano 15 pL
MTT ¢&inidla (5 mg/uL). MTT je fotosenzitivni, proto celé pokraCovani experimentu
bylo provadéno ve tmé. Bunky se spolu s MTT €inidlem nechaly lehce promichat
po dobu 5 min na tfepacce a poté byly inkubovany 4 h ve tmé (37 °C /5 % COy).
Poté bylo ke v8em jamkam pfidano 150 pL isopropanolu, ktery byl pfedem

okyseleny 2M HCI, ¢im doSlo k rozpusténi vytvofenych formazanovych krystalQ.
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Desti¢ky se nechaly 10 min stat a nasledné byla zméfena jejich absorbance pfi
vinovych délkach 540 nm a 720 nm na multidetekénim destickovém systému
zvaném Hidex Microplate Reader. Ze ziskanych hodnot se nasledné stanovila
hodnota ICs0 oznacdujici koncentraci testované latky, ktera zpUsobila 50% inhibici

rastu bunék.
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Obr. 4. ny priklad napipetovhé es Cky pro MT
96jamkoveé desticce jsou Zluté znazornény jamky, které obsahovaly negativni
kontrolu (samotné kultivacni médium bez bunék), zelena predstavuje jamky
s pozitivni kontrolou (buriky v kultivaénim médiu) a ¢ernou jsou znazornény
jamky, ve kterych byly buriky vystavené testované latce (gilteritinibu,
midostaurinu nebo sunitinibu). U kazdé z testovanych latek byla pouZita
koncentraCni fada, pficemz nejvy$Si koncentrace byla napipetovana do levé
horni Casti desti¢ky a ta nejniZs8i do pravé spodni asti. VSechny ostatni jamky

byli vyplnény PBS.

19



5.1.5 Apoptéza a bunéény cyklus
5.1.5.1 Princip metody — apopto6za

Apoptéza je programovana smrt bunky, ktera slouzi k odstranéni
nepotfebnych, poskozenych nebo nespravné fungujicich bunék. Navozena maze
byt nékolika faktory, napf. porusenim DNA, ubytkem rdstovych faktoru, radiaci
nebo ligandy, které se vazou na membranové a cytoplazmatické receptory.
Samotny proces apoptozy je spustén nejcastéji vnéjSi nebo vnitfni cestou. Pfi té
vnitini dochazi k poskozeni mitochondrii, zatimco vnéjSi cesta zacCina na
cytoplazmatické membrané a souvisi s aktivaci imunitnich bunék jako jsou
T-lymfocyty & NK-buriky [45]. Bunky podléhajici apoptéze se vyznaduji
specifickymi morfologickymi zménami jako je smrsténi bunky, rozklad cytoskeletu
Ci pykndza chromatinu. Jednou z takovych zmén je i externalizace fosfolipidu
zvaného fosfatidylserin (PS), ktery se za normalnich okolnosti vyskytuje
vyhradné na vnitfni strané cytoplazmatické membrany. V procesu apoptdzy je
vystaven na jeji vnéjSi strané a slouZzi jako tzv. ,eat-me” signal, diky kterému je

burika rozpoznana fagocyty a nasledné zlikvidovana [46].

V této diplomové praci jsme apoptozu detekovali pravé prostrednictvim
externalizovanych PS, na které se vaze protein annexin V konjugovany
s fluorescenénim barvivem fluoresceinem (FITC). Pomoci annexin V-FITC jsme
schopni odlisit bufiky v brzké apoptéze od téch zdravych, jelikoZ annexin V neni
schopen prestupovat membranou buriky a vazat se na PS lokalizované na jeji
vnitfni strané. AvSak v pfipadech nekrozy, kdy dojde k naruseni bunécéné
membrany se annexin V dostava i dovnitf buriky a vaze se i na tyto PS. Tim muze
dojit k faleSné pozitivité, proto se buriky sou¢asné znaci také PI. Toto barvivo
vazici se na jadernu DNA se dostane jediné do bunék s naruSsenou membranou,
zatimco buriky s neporuSsenou membranou zUstavaji pro Pl neprostupné (Obr. 5)
[47, 48].
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Obr. 5. Princip znaceni apoptotickych bunék pomoci annexin V/PI.

U zdravych bunék je fosfatidylserin (PS) na vnitini strané membrany. Pokud
burika pfechazi do apoptdzy vystavuje PS zbytky na vnéjsi stranu a tim padem
Jjsou  kdispozici annexinu V konjugovanému s fluoresceinom  FITC
(annexin V-FITC), ktery se na PS navaze. Takto oznacCené buriky pfedstavuji
buriky v brzké apoptéze. U pozdni apoptézy se nejen annexin V-FITC vazZe na
PS zbytky, ale dochazi také k navazani propidium jodidu (Pl) na nukleové
kyseliny bunky. Buriky v pozdni apoptéze maji totiz naruSenou bunéecnou
membranu a umozni Pl dostat se dovnitr buriky, ktery neni schopen prejit do

neporuSenych bunék. Prevzato a upraveno z [49].

21



Na zakladé znadeni pomoci annexin V-FITC aPl muzeme tedy

identifikovat Ctyfi populace bunék (Obr. 6),

HL-60 wt — kontrola HL-60 wt - 5 pM GIL

.08% ;- 11.10%

0.54% $0.54%

Pl

0.60% 2.43%
T T T
100 10° 10° 10 10° 10° 10°  10°

Annexin V-FITC
Obr. 6. Dvouparametrovy graf neboli ,,dot plot“ znazornujici apoptotické

buriky. Buriky Zivotaschopné jako annexin V-FITC negativni / Pl negativni, buriky
v brzké apoptéze jako annexin V-FITC pozitivni / Pl negativni, buriky v pozdni
apoptoze jsou annexin V-FITC pozitivni / Pl pozitivni a nekrotické buriky jsou

annexin V-FITC negativni / Pl pozitivni.
5.1.5.2 Princip metody — bunéény cyklus

Bunécny cyklus je obdobi, kterym burka pfechazi mezi svymi délenimi

(Obr. 7). Je tvofen nékolika procesy, které mohou byt rozdéleny do téchto fazi:

e Interfaze — je charakterizovana pfipravou na vlastni déleni bunky
a zdvojovanim genetického materialu. Nachazi se tu kontrolni body, které
maiji za ukol zkontrolovat pfipravenost buriky pfed vstupem do dalsi faze
bunééného cyklu. Sklada se ze tfi fazi:

o G1 faze — dochazi ke zdvojeni buné&né hmoty, k rustu bunky
a k pripravé na replikaci DNA (tvorba RNA a proteind, nukleotidu
a enzymua),

o S faze — dochazi k replikaci DNA,

o G2 faze — geneticky material se zhusStuje a pfipravuje se na

rozdéleni na dvé identické casti.
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e Mitdza (M faze — dochazi zde k rozdéleni jadra s identickym genetickym
materialem a rozdéleni samotné burnky do dvou dcefinych bunék. Cyklus

se touhle fazi uzavira a zacina znovu [50].
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Obr. 7. Bunécny cyklus. Prevzato z: [51].

Ke kontrole spravného fungovani bunééného cyklu slouzi burice kontrolni
zabezpecluji, Ze k pfesunu bunky do dalSi faze dojde aZz po dokonceni v8ech
potfebnych procesu v dané fazi. Dulezitou funkci kontrolnich bodu je také
monitorovat poskozeni DNA béhem interfaze. Jakmile je zaznamenano
posSkozeni DNA, kontrolni body pozastavi bunécny cyklus a iniciuji opravu DNA
nebo u buriky naprogramuji bunéénou smrt. DalSimi dulezitymi procesy, které
kontrolni body sleduji jsou ztrata replikacni vidlicky v S fazi a sestaveni déliciho

vieténka béhem M faze.

Pro rozliSeni jednotlivych fazi bunééného cyklu se vyuziva PI, coz je
fluorescencni barvivo, které se stechiometricky vaze na DNA. Vzhledem k tomu,
ze v kazdé faze bunélného cyklu je jiné mnozstvi DNA, mizeme snadno
identifikovat bunky v G1, Si G2 faze. Pfed samotnym barvenim a vlastnim

méfenim musi byt vzorek fixovan ledovym 70% etanolem, aby se pfedeslo lyze
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bunék a autolytické degradaci, a zaroven se permeabilizovala membrana bunék,

co umozni Pl vstoupit do buriky a navazat se na DNA [52].
5.1.5.3 Prubéh metod — apoptéza + bunéény cyklus

Podobné jako u MTT testu, i v pfipadé detekce apoptézy a bunécného
cyklu byly bunky HL-60 wt a HL-60 g75 prekultivovany do kultivacniho média
(RPMI + 10 % FBS) bez pfidavku gilteritinibu. Po 24 h byly buné&céné linie
nasazeny na 12jamkovou desti¢ku v koncentraci 0,5 x 108 bunék/jamku pro 24 h
inkubaci nebo v koncentraci 0,25 x 108 bunék/jamku pro 48 h inkubaci
v kone¢ném objemu 1 mL. V kazdém pokusu byla na destiCku zafazena jamka
se samotnymi bunkami, ktera slouZila jako negativni kontrola. K ostatnim jamkam
obsahujicim bunécnou suspenzi se pfidala koncentraCni Ffada gilteritinibu
(1, 3, 5, 10 uM) Takto pfipravené desticky byly inkubovany po dobu 24 nebo
48 h pfi 37 °C /5 % CO..

Po inkubaci byl objem kazdé jamky rozdélen do pfipravenych zkumavek
pro analyzu apoptoézy a bunécného cyklu. Pro detekci apoptézy bylo z kazdé
jamky odebrano 200 L, které se promyly 3 mL PBS a stocili po dobu 5 min pfi
200 g. Mezitim se pfipravil annexin vazici pufr (annexin binding buffer, ABB)
obsazeny v ,Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit‘, ktery byl pouzit
v nasledujicich krocich experimentu. Buriky se jesté jednou promyly, tentokrat
v 200 uL ABB a nechaly se stocCit po dobu 5 min pfi 200 g. Poté se k burikdm
pridalo 200 pL roztoku annexin V-FITC v ABB, a to v poméru 1:40. Vzorky byly
inkubovany 1 h ve tmé. Po inkubaci byly vzorky promyty 200 puL ABB
a centrifugovany 5 min pfi 200 g. Nasledné se k burikam pfidalo 400 uL PBS
a 10 pL PI (20 pL/mL). Vzorky byly okamzité zméfeny na prutokovém cytometru
pomoci laseru o vinové délce 488 nm (excitaCna/emisna [ex./em.] vinova délka
pro FITC —488/530 nm, pro Pl — 488/620 nm).

Pro detekci bunécného cyklu bylo z kazdé jamky odebrano 800 uL. Buriky se
promyly 1,5 mL PBS a stoCily po dobu 5 min pfi 200 g. K peleté byl pfidan
1 mL ledového 70% etanolu, a to po kapkach a za stalého michani. Bunky se
nechaly stat pfes noc v lednici (4 °C), aby se zajistila jejich fixace. Na dalSi den
byly bunky dvakrat promyty v PBS. Pfi prvnim promyti bylo pfidano 2 mL PBS
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a bunky byly centrifugovany 5 min pfi 200 g, pfi druhém promyti bylo pfidano
3 mL PBS a opét centrifugovano 5 min pfi 200 g. Poté se k bunénym peletam
pfidalo 50 yL RNasy o koncentraci 100 pg/mL, aby se v nasledujicim kroku
zamezilo nespecifické vazani Pl na nukleové kyseliny. Vzorky se nechaly
inkubovat 30 min pfi 37 °C / 5 % CO2 a poté se k nim pfidalo 200 yL 50 pg/mL
Pl. Vzorky byly okamzité analyzovany na pratokovém cytometru s laserem

o vinové délce 488 nm (ex./em. vinova délka pro Pl — 488/620 nm).

5.1.6 Akumulace lysozomalni sondy a sunitinibu
5.1.6.1 Princip metody

Akumulacni studie jsou zalozeny na sledovani intenzity fluorescence
testovanych latek, v naSem pfipadé sunitinibu a lysozomalni sondy zvané
Lysotracker™ Deep Red (dale Lysotracker). Sunitinib byl v nasich experimentech
pouzit jako alternativa gilteritinibu, jelikoz ma porovnatelné fyzikalné-chemické
vlastnosti jako gilteritinib, podléha lysozomalni sekvestraci a na rozdil od

gilteritinibu vykazuje fluorescencni vlastnosti.

Lysotracker je slabé zasadity amin, ktery se hromadi v bunéénych
organelach s nizkym vnitftnim pH jako jsou lysozomy. Tato selektivni
fluorescencni sonda je schopna volné pfechazet bunéénou membranou, proto
slouZi jako vyborny nastroj na sledovani téchto kyselych bunéénych organel.
Jakmile se Lysotracker dostane do kyselého prostfedi, dochazi k jeho protonizaci

a retenci v téchto organelach [53].
5.1.6.2 Pribéh metody

Koncentrace 5 x 10° bunék/mL byla pouZita pro obé linie HL-60 wt
i HL-60 g75. K 300 uL bunécné suspenze byl pfidan 300 nM Lysotracker nebo
koncentracni fada sunitinibu (1, 5, 10, 20 yuM) a vzorky byly inkubovany 1 h pfi
37 °C/ 5 % COz2. Do kazdého pokusu byl zafazen jeden vzorek, ktery obsahoval
samotné buriky a slouzil jako negativni kontrola. Po inkubaci byly vzorky dvakrat
omyty 2 mL PBS a sto€eny po dobu 5 min pfi 200 g. Nasledné bylo k burfikdm
pridanych 400 pyL PBS, 10 ul PI (20 pg/mL) a vzorky byly okamzité analyzovany

na pratokovém cytometru za pouziti lasert 488 a 638 nm v pfipadé Lysotrackeru
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a 405 a 488 nm v pfipadé sunitinibu (ex./em. vinové délky pro Lysotracker —
638/670 nm, pro Pl — 488/620 nm a pro sunitinib — 420/470 nm). Jen Zivé burky

byli pouzité pro analyzu

5.1.7 Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu byl pouzit GraphPad Prism 9.3.1 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). MTT testy byly vyhodnoceny pomoci
nelinearni regrese, zatimco apoptéza a akumulacni studie s Lysotrackerem
i sunitinibem byly analyzovany pomoci neparového t-testu. VSechna data jsou
prezentovana jako primér alespon tfech nezavislych méfeni + smérodatna
odchylka (SD). Statisticky vyznamné hodnoty byli oznacené nasledovné:
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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6 VYSLEDKY
6.1 Rezistence HL-60 g75 vugci gilteritinibu a jeji stabilita

K ovéfeni, zdali si nami vytvorena linie HL-60 g75 vyvinula rezistenci vUci
gilteritinibu, jsme vyuzili MTT test. Touto metodou jsme stanovili hodnotu ICso pro
gilteritinib u obou linii (HL-60 wt i HL-60 g75), coz je koncentrace gilteritinibu, pfi
které doSlo k 50% inhibici rdstu bunék. Vysledky ukazali, ze HL-60 g75 burky
byly méné citlivé vuci gilteritinibu (ICso = 1,087 pyM) nezZ linie HL-60 wt
(ICs0 = 0,500 pM). Pomérem jejich hodnot ICso jsme ziskali tzv. rezistenéni faktor
V naSem pripadé se RF rovnal 2,2, coz znamena, ze pro 50% inhibici ristu HL-
60 g75 byla potfebna 2,2-nasobné vyssi koncentrace gilteritinibu nez pro HL-60
wt (Obr. 8).
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HL-60 wt  ICs = 0.500 uM (95% CI: 0.449 - 0.555 uM)
HL-80 g75  ICg = 1.087 M (95% CI: 0.890 - 1.343 uM) ~ RF =2.2

Obr. 8. Proliferacni schopnost HL-60 wt senzitivni linie a HL-60 g75
rezistentni linie po 96 h inkubaci s gilteritinibem provedena MTT testem.
Buriky rezistentni ke gilteritinibu HL-60 g75 vykazuji rezistenci s rezistencnim
faktorem (RF) 2,2. Rezistencni faktor je pomér ICso rezistentni ku ICso senzitivni
linie, které jsou uvedeny v obrazku. Uvedené vysledky jsou prezentovany jako
priaméry + SD z nejméné 3 nezavislych méreni a na obrazku jsou uvedeny

intervaly spolehlivosti (Cl), metoda byla hodnocena nelinearni regresi.
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Po prokazani rezistence HL-60 g75 na gilteritinib nas zajimalo, nakolik
stabilni tato rezistence je. Bunécné linii HL-60 g75 jsme vysadili gilteritinib
a kazdy tyden jsme provadéli MTT a sledovali, jestli dochazi ke zménam
v hodnotach RF, které vyjadfuji pomér hodnot ICso pro HL-60 g75 a HL-60 g75-.
Jako HL-60 g75- byla oznaCena pravé linie, které byl vysazen gilteritinib.
Vysledky vyobrazeny na Obr. 9 nize ukazuji, ze RF kazdym tydnem klesal, a tedy
i rezistence vuci gilteritinibu se postupem ¢€asu ztracela. Uz po &tyfech tydnech
od vysazeni gilteritinibu se HL-60 g75- pfiblizili svou hodnotou ICso parentnim
burikam HL-60 wt. Tyto vysledky tedy ukazali, ze HL-60 g75 si vytvofili doCasnou
rezistenci vici gilteritinibu. Jelikoz se tato rezistence uz po &tyfech tydnech zcela
vytratila, mizeme konstatovat, Ze k jeji vzniku nedoSlo prostfednictvim mutaci,
které byvaji spojeny vyhradné s trvale pretrvavajici rezistenci. V naSem pfipadé
pravdépodobné doslo k ovlivnéni obecnych bunéénych mechanism, diky ¢emu

byly HL-60 g75 schopny Iépe odolavat gilteritinibu.
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HL-60 g75 (1 tyden)  [Cgy = 0.861 pM (95% CI: 0.687 - 1.086 uM RF=1.6

HL-60 g75 (2 tydny)  Cg = 0.680 M
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Obr. 9. Proliferacni schopnost rezistentnich bunék HL-60 g75. U bunék, které
byly kultivovany bez léCiva, oznaceny jako HL-60 g75-, byla sledovana stabilita
rezistence. V ¢ase muzZeme sledovat pokles ICsoa RF, kdy po 4 tydnech dochazi
k poklesu hodnot az na uroven senzitivnich bunék HL-60 wt. Vysledky jsou
prezentovany jako priméry + SD alespori 3 na sobé nezavislych méreni.

V obrazku jsou uvedeny hodnoty Cl a metoda byla hodnocena nelinearni regresi.
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6.2 Efekt gilteritinibu na bunéény cyklus

O gilteritinibu je znamé, ze zastavuje bunky v G1 faze bunécného cyklu,
proto nas zajimalo, jestli bunky dlouhodobé kultivované v jeho pfitomnosti budou
na néj reagovat jinym rozlozenim bunécného cyklu nez ty, které v gilteritinibu
kultivovany nebyly. HL-60 wt i HL-60 g75 byly vystaveny koncentracni radé
gilteritinibu a jejich odpovéd byla zaznamenana po 24 h a 48 h. V pfipadé
HL-60 wt jsme po 24 h v nizSi koncentraci gilteritinibu (1 pM) pozorovali
markantni narast G1 faze (Obr. 10 A), na rozdil od HL-60 g75, kde bylo rozlozeni
fazi bunéného cyklu porovnatelné u vSech koncentraci gilteritinibu a také
s negativni kontrolou (Obr. 10 B). Mnohem vyraznégji bylo tohle nezménéné
rozlozeni pozorovano po 48 h inkubaci (Obr. 10 D). Co nas ale zaujalo, byl
vyrazny narust G2/M faze u HL-60 wt po vystaveni vy$Sim koncentracim
gilteritinibu (5, 10 uyM; Obr. 10 A), coz byva mnohdy pozorovano u bunék

vstupujicich do apoptézy.
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Obr. 10. Vliv gilteritinibu na bunéény cyklus. (A, C) Ovlivnéni bunééného cyklu
u senzitivni linie bunék (HL-60 wt), vy$Si odpovéd’ na gilteritinib davaji buriky po
24 h inkubaci. MuzZeme vidét zvySeni G1 faze uz pfi nizké koncentraci (1 uM) po
24 h, oproti negativni kontrole je to az o }i. Zéarover u senzitivni linie po
24 a 48 h narasta zastoupeni bunék v G2/M fazi pri vy$8Si koncentraci
(6 uM, 10 uM). (B, D) Buriky rezistentni ke gilteritinibu HL-60 g75 vykazuji
v rozloZeni fazi po 24 i 48 h nizkou odpovéd, coZ znacCi nizkou senzitivitu ke
gilteritinibu. V§echny hodnoty jsou prezentovany jako pruméry + SD alespon

3 na sobé nezavislych méreni.
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6.3 Indukce apoptézy viivem gilteritinibu

Na zakladé vysledkl ziskanych z analyzy bunécného cyklu nas zajimalo,
jestli narist G2/M faze u HL-60 wt nevede k apoptdéze bunék. HL-60 wt
a HL-60 g75 byly vystaveny stejnym koncentracim gilteritinibu a po stejnou dobu
jako v pripadé analyzy bunécného cyklu. Po 24hodinovem ani po 48hodinovem
vystaveni obou buné&cnych linii gilteritinibu nebyli pozorovany zadné rozdily
v mnoZzstvi jejich apoptotickych bunék (Obr. 11), proto budou s velkou
pravdépodobnosti do vzniku rezistence HL-60 g75 zapojeny jiné mechanismy

nez ty spojené s apoptozou.
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Obr. 11. Viiv gilteritinibu na apoptdézu. Senzitivni linie HL-60 wt ani rezistentni
linie HL-60 g75 mezi sebou nemaji po 24 h inkubaci velké rozdily a odpovidaji na
gilteritinib apoptézou podobné. Viditelny rozdil je po 48 h ve vys$i koncentraci
gilteritinibu (5 uM), kdy je indukovana apoptéza vice u senzitivni linie HL-60 wt
nez u rezistentni HL-60 g75. V koncentraci 10 uM byla apoptéza zvySena ale
opét u obou linii podobné. VSechny hodnoty jsou prezentovany jako praméry
+ SD alespori ze 3 na sobé nezavislych mérfeni. Statisticka analyza byla

provedena pomoci neparoveého t-testu.
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6.4 Zkrizena rezistence HL-60 g75 vici midostaurinu a sunitinibu

Jelikoz jsme predchozimi pokusy potvrdili rezistenci HL-60 g75 na
gilteritinib, chtéli jsme zjistit, zda tyto buriky nejsou zkfizené rezistentni i na jiné
|éCiva z kategorie FLT3 inhibitort, a to konkrétné na midostaurin a sunitinib.
Midostaurin jsme zvolili z toho divodu, Ze je podobné jako gilteritinib pouzivan
v klinické praxi pfi léCbé novo diagnostikované AML s pfitomnou FLT3 mutaci.
Sunitinib jsme zvolili kvili jeho fyzikalné-chemické podobnosti s gilteritinibem,
jelikoz jsme méli podezfeni, Ze ke vzniku rezistence na gilteritinib mize dochazet
prostfednictvim lysozomalni sekvestrace. Navic u sunitinibu jiz byla lysozomalni
sekvestrace prokazana jako jeden z mechanismu rezistence. A také proto,

Ze vykazuje fluorescenci, ktera byla vyuZita v dalSich pokusech.

Ke stanoveni zkfizené rezistence HL-60 g75 na midostaurin a sunitinib jsme
vyuzili MTT test podobné jako pfi stanoveni rezistence téchto bunék na
gilteritinib. Na midostaurin reagovaly obé linie HL-60 wt i HL-60 g75 porovnatelné,
kdy se ICs0 u HL-60 wt rovnala 0,300 uM a u HL-60 g75 0,288 uM. RF byl tedy
rovny 1,0, coz znamena, Zze HL-60 g75 nevykazovaly zkfiZzenou rezistenci vUici
midostaurinu (Obr. 12).
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HL-60 g75  ICg = 0.288 uM (95% CI: 0.254 - 0.327uM)  RF=1.0
Obr. 12. Zkfizena rezistence k midostaurinu. Pomoci MTT testu nevykazuje
HL-60 g75 zkfizenou rezistenci k midostaurinu, s RF 1,0, ziskaného pomérem
z uvedenych ICso. Vysledky jsou uvedeny jako priméry + SD z minimalné 3 na
Sobé nezavislych méfeni, na obrazku je uvedena Cl a metoda byla hodnocena

pomoci nelinearni regrese.

Pfi vystaveni bunék sunitinibu jsme urcity rozdil v odpovédi HL-60 wt
a HL-60 g75 zaznamenali. HL-60 g75 byly oCividné vice rezistentni vici sunitinibu
nez HL-60 wt, jelikoZ hodnota ICso sunitinibu Cinila 0,980 yM u HL-60 wt
a 3,120 pyM u HL-60 g75. RF tedy dosahl hodnoty 3,2, z ¢eho je zfejmé, Ze nami
vytvofené HL-60 g75 jsou také rezistentni vUci sunitinibu. Navic RF dosahl
podobné nizké hodnoty jako v pfipadé gilteritinibu, co je typické pravé pro
lysozomalni sekvestraci. Ztéchto vysledkl lze tedy predpokladat, ze
mechanismus spojeny s lysozomy muze byt zapojen i do vzniku rezistence bunék
na gilteritinib (Obr. 13).
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Obr. 13. Zkrizena rezistence k sunitinibu. Pomoci MTT testu buriky HL-60 g75
vykazuji zkfiZzenou rezistenci k sunitinibu s RF 3,2. Vysledky jsou prezentovany
jako pruméry + SD z minimalné 3 na sobé nezavislych méreni, jsou uvedeny CI

a metoda byla hodnocena pomoci nelinearni regrese.
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6.5 Akumulace lysozomalni sondy

Zjisténim, ze HL-60 g75 bunky jsou zkfizené rezistentni také na sunitinib
byla podpofena teorie, Ze do vzniku rezistence na gilteritinib mdZou byt zapojeny
lysozomy. Proto jsme bunky inkubovali s Lysotrackerem, selektivni lysozomalni
sondou, a porovnali miru jeho akumulace v HL-60 wt a HL-60 g75. Vysledky
ukazaly, Ze bunky HL-60 g75 dosahovaly vysSi akumulace Lysotrackeru, ktera je
na Obr. 14 niZe vyobrazena jako stfedni mira fluorescence (MFI). To naznacuje,
Zze HL-60 g75 mély nejen vySSi signal Lysotrackeru, ale dost mozna obsahovaly

i vétSi mnozstvi lysozomul nebo byly tyto lysozomy zvétSeny.

150,000 e
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Obr. 14. Akumulace bunécnych linii s lysozomalni sondou. Rezistentni
buriky HL-60 g75 vykazovaly vy$Si signal fluorescenéniho zareni Lysotrackeru
nez buriky senzitivni HL-60 wt. Viysledky jsou prezentovany jako prumér + SD
alespori 3 méreni. Statisticka analyza byla provedena neparovym t-testem ale

statisticka vyznamnost zde nebyla prokazana.
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6.6 Akumulace sunitinibu

Po zjisténi, ze gilteritinib-rezistentni bunky HL-60 g75 vykazovaly vysSSi
signal Lysotrackeru nez bunky parentni HL-60 wt, jsme obé linie vystavili
sunitinibu a zméfili intenzitu jeho fluorescenéniho zarfeni pomoci prutokového
cytometru. Vysledky jsou na Obr. 15 vyjadieny jako MFI. Vzhledem k tomu, Ze
sunitinib je Iécivo, které je zname svym sekvestrovanim v lysozomech jsme
ocCekavali, ze jeho MFI bude vysSi v HL-60 g75 burikach. AvSak nase vysledky
ukazaly prfesny opak, kdy bunky parentni HL-60 wt vykazovaly vySSi akumulaci
sunitinibu nez bunky HL-60 g75. Tyto vysledky mohou naznacovat nékolik
bunéénych jevu, které se v HL-60 g75 bunkach mohou odehravat paralelné

s lysozomalni sekvestraci, napf. zvysSeny eflux Ci snizeny influx sunitinibu.
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Obr. 15. Akumulace bunéénych linii se sunitinibem. Buriky HL-60 wt
vykazovaly vy$si fluorescenéni signél oproti burikam HL-60 g75, a to ve vdech
zkouSenych koncentracich (1, 5, 10, 20 uM). Vysledky jsou prezentovany jako
primér = SD alespori 3 méfeni. Statisticka analyza byla provedena neparovym
t-testem, *p < 0,05; **p < 0,01.
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7 DISKUSE

AML je zavazné nadorové onemocnéni s relativné Spatnou prognézou
a vysokym vyskytem relapsu, coz je do zna¢né miry zpusobeno nizkou odezvou
leukemickych bunék na chemoterapii a zaroven jejich vysokou mirou rezistence.
Pacienti, ktefi jsou v relapsu onemocnéni nebo v refrakterni fazi AML a zaroven
je u nich prokazana mutace ve FLT3 genu, jsou od roku 2018 na uzemi USA
a od roku 2019 v EU lécCeni inhibitorem FLT3 gilteritinibem [31, 32]. Pfestoze je
toto léCivo na trhu necelé Ctyfi roky, uz i za tak kratkou dobu byly popsany pfipady
rezistence u gilteritinibem IéCenych AML pacientld [54, 55, 56]. NejCastéji
popisovanymi zménami u pacientl, ktefi si vyvinuli rezistenci vici gilteritinibu
jsou bodové mutace ve FLT3 jako je napf. FLT3-F691L. V nedavné studii, ktera
se zaobirala mechanismy vzniklé rezistence u leukemickych buné&cénych linii byly
identifikovany dva typy rezistence, a to &asna a pozdni. Casna rezistence byla
dana do souvislosti s mikroprostfedim kostni dfené&, pozdni pak pfedevsim
s vyskytem novych mutaci jako je NRAS [57]. Jelikoz dat k rezistenci neni mnoho
a vétSina studii pozoruje rezistenci vUCi gilteritinibu v zavislosti na nové
vytvofenych mutacich, probiha aktualné intenzivni snaha o pochopeni

adaptacnich mechanism, které buriky vyuzivaji pravé k vyvoiji této rezistence.

Proto byly i v nasi laboratofi vytvoreny burnky HL-60 g75, které si v disledku
dlouhodobé kultivace s gilteritinibem vyvinuly rezistenci va¢i tomuto [éCivu.
V proliferaCni eseji se ukazalo, Zze po vysazeni |éCiva rezistence mizi a uz po
Ctyfech tydnech kultivace bez pfitomnosti gilteritinibu bunky nevykazovaly Zzadné
znamky rezistence a evokovali svym chovanim parentni linii HL-60 wt. Tato
doCasna rezistence naznacCuje, Ze v naSich burikach nevznikla jejich vysSSi
odolnost vici gilteritinibu vlivem nové vytvofenych mutaci, jak je popisovano
v dosavadnich védeckych studiich. Jednou z takovych studii je i ta od McMahon
a kol. [58], kde jsou u bunék rezistentnich na gilteritinib popsany mutace gen
vdraze RAS/MAPK (napf.. NRAS, CBL) nebo pfimo ve FLT3
(napf.: F691L, D835). Nami vytvofené bunky budou proto s velkou
pravdépodobnosti vyuzivat jiné bunécné mechanismy k tomu, aby rezistence ke

gilteritinibu dosahly.
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Jelikoz gilteritinib pozastavuje buriky v G1 fazi buné&ného cyklu, ovlivnéni
jeho kontrolnich bodu nebo gend zapojenych do procesu bunétného déleni se
jevi jako prvni moznost [59]. U AML dochazi k expanzi nezralych myeloidnich
bunék dasledkem transformace HSC, kterym je umoznéno neustale dokola
prochazet bunécnym cyklem a byt odolnymi k bunécné smrti [60]. V této praci
jsme rezistentni buriky HL-60 g75 vystavili gilteritinibu a sledovali, zdali dojde
k odliSnému rozlozZeni téchto bunék do bunécnych fazi oproti buikkam citlivé
parentni linie, ktera pfedtim do kontaktu s gilteritinibem nepfisla. Z naSich
vysledku Ize vidét, Ze rozlozeni HL-60 g75 bunék do fazi bunééného cyklu se
vlivem gilteritinibu vyrazné neménilo. Oproti tomu HL-60 wt buriky odpovidaly na
niz§i koncentrace gilteritinibu vyraznym nardstem G1 faze a na ty vyssi
koncentrace gilteritinibu zase naristem G2/M faze. ZvySeni této faze bylo
popsano i ve studii Vavrova a kol. [61], kde pozorovaly nahromadéni bunék
v G2/M fazi poté, co byly buriky ozafeny gamma zafenim. Znacna cCast téchto
bunék poté pfechazela pfimo do apoptdzy, co by znamenalo, Ze k podobnému
jevu mize dochazet i v nadi HL60 wt linii. Jednoznacné je tedy ziejmé, Ze
zatimco HL60 wt bunky reaguji na gilteritinib zvySenim poctu bunék v G1 fazi
a postupnym pfechodem bunék do G2/M faze s pravdépodobnym sméfovanim
do apoptdzy, rezistentni HL60 G75 buriky jsou vici gilteritinibu vyrazné odolnégjsi
a uvedené zmény rozloZzeni bunék v jednotlivych fazich cyklu u nich

nepozorujeme.

Navic u gilteritinibu bylo popsano, ze svym plasobenim ovliviiuje i apoptotické
drahy bunék a vede tak k zvySené apoptéze [62]. Tenhle fakt spolu
s pozorovanym zvySenim G2/M féaze u HL-60 wt linie naznacCoval, Ze by
dlouhodoba kultivace HL-60 g75 v gilteritinibu mohla ovlivnit jejich apoptotické
drahy. To jsme v naSich pokusech ale nepotvrdili, jelikoz buriky citlivé ke
gilteritinibu a rezistentni bunky odpovidaly na apoptoticky stimul v podobé
gilteritinibu podobné. K indukci apoptdzy navic dochazelo az pfi vystaveni bunék
vysokym koncentracim gilteritinibu, z ¢eho vyplyva, Zze u HL-60 g75 byly

pozmeéneény spise jiné bunéfné mechanismy nez pravé apoptotické drahy.

Co byva u nadorovych onemocnéni Casto pozorovano, je zkfizena

rezistence bunék vici vice lé€ivim, tj. Zze i kdyz jsou nadorové bunky plvodné
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rezistentni k jednomu lé&ivu, byvaji zpravidla rezistentni i k [éCivim jinym,
zejména pokud si jsou strukturalné podobna. Proto jsme otestovali chovani nasi
gilteritinib-rezistentni linie i v pfitomnosti dvou dalSich FLT3 inhibitord, a to
midostaurinu a sunitinibu. Midostaurin je 1éCivo, které je indikovano u AML
pacientl s prokazanou FLT3 mutaci, ale narozdil od gilteritinibu se nepouziva
v monoterapii, nybrz spoleCné s béznou chemoterapii [63]. Pokud IécCba
midostaurinem neni dostate¢né ucinna anebo u pacientl dojde k relapsu
onemocnéni, muze se v léCbé téchto relabovanych a refraktérnich pacientl
pouzit gilteritinib. Studie Perl A. et al. [64] dokonce ukazuje, ze pacienti, ktefi
v prvni fazi |é€by podstoupili Ié€bu midostaurinem méli lepSi odpovéd na [éCbu
gilteritinibem a lepSi vliv na celkové preziti nez ti, kterym midostaurin podavan
nebyl. To plyne i z naSich pokusu, kdy jsme proliferacnim MTT testem dokazali,

Ze gilteritinib nevykazuje zadnou zkfiZzenou rezistenci k midostaurinu.

Stejny proliferacni MTT test byl proveden i se sunitinibem, u kterého se
zkfizena rezistence ke gilteritinibu prokazala, a to dokonce o néco vyssi, nez byla
rezistence ke gilteritinibu. Toto zjiSténi a velka fyzikalné-chemicka podobnost
sunitinibu s gilteritinibem nas vedli k hypotéze mozného vzniku rezistence
prostfednictvim lysozomu. Jelikoz obé tyto IéCiva splfuji podminky pro
lysozomalni sekvestraci, a navic u sunitinibu byl tenhle mechanismus i popsan
jako pfic¢ina vzniklé rezistence, rozhodly jsme se bliZze otestovat mozné zapojeni
lysozomu [37]. Pro tyto experimenty jsme vyuzili pravé sunitinib a to také diky
jeho fluorescenénim schopnostem, které gilteritinib postrada, a proto nebylo
mozné proveést tyto pokusy pfimo s nim. Inkubace s lysozomalni sondou zvanou
Lysotracker nejprve ukazala vyssi fluorescencni signal u rezistentnich HL-60 g75
bunék nez u bunék parentnich, coz naznacuje zvySené mnozstvi lysozoml nebo
i zvétSeni jejich kapacity v HL-60 g75. Vysledky prezentované v této praci
vykazuji tendenci k vySSimu signalu LysoTrackeru, avSak bez statisticky
vyznamného rozdilu. Dal8i, dosud nepublikovana data nicméné toto zvySeni
jednoznacné potvrzuji s pouzitim stejné metody a vétSiho pocltu opakovani,

a zejména pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Pfi vystaveni bunék sunitinibu jsme ocCekavali, Ze pro jeho schopnosti

sekvestrovat se v lysozomech budeme pozorovat vysSi akumulaci sunitinibu
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prave v gilteritinib-rezistentnich HL-60 g75. Nase vysledky vSak ukazaly pfesny
opak, kdy u rezistentnich bunék doslo ke snizeni signalu, a tedy i akumulaci
muZze byt dana zvySenym vyskytem efluxnich transportéru, co jsou membranové
pfenaseCe schopny transportovat urcité latky z buriky do vnéjSiho prostredi.
Sunitinib byl popsan jako substrat jednoho z efluxnich transportért, a to
P-glykoproteinu [65]. Existuji ale i tzv. influxni transportéry, které funguji presné
opacnym smérem nez ty efluxni. Jejich vlivem dochazi k transportu latek
z vnejSiho prostredi dovnitf burniky. Pokud by tedy tyto transportéry vykazovaly
vyS8Si expresi a/nebo aktivitu v parentnich HL-60 wt burnkach, mohlo by to
vysvétlovat, pro¢ pozorujeme vysSSi akumulaci sunitinibu pravé u nich. DalSim
dlvodem pozorované snizené akumulace sunitinibu u HL-60 g75 muze byt
zména pH lysozomd, které se u HL-60 bunék musi pohybovat v rozmezi 5-6, aby
byla zajisténa spravna funkce lysozomul. To znamena, Ze kdyz dojde k posunu
tohoto pH, nemusi dochazet k lysozomalni sekvestraci, ktera je zaloZzena pravé

na pH a tim se zabrani prostupu IéCiva do lysozomd.
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8 ZAVER

V predkladané praci byla charakterizovana nové  generovana
gilteritinib-rezistentni linie HL-60 g75. Rezistence u ni byla potvrzena stanovenim
rezistenCniho faktoru, a dale byla prokazana jako transientni, tj. docCasné
rezistentni, kdy buriky pfiSly o svou zvySenou odolnost vi¢i gilteritinibu b&éhem
mésice kultivace v Cistém médiu bez tohoto IéCiva. V dusledku tohoto zjisténi
predpokladame, Ze v bufikach nedochazelo k rezistenci ze strany genovych
mutaci, ale spiSe ovlivnénim funk&nich mechanismu. Z pohledu rozlozeni bunék
do jednotlivych fazi bunééného cyklu, rezistentni linie reagovala oproti citlivé
parentni linii na gilteritinib pouze minimalné. V indukci apoptézy nebyly shledany
zadné vyrazné zmény mezi liniemi, z tohoto divodu se mizeme domnivat, Zze
k bunécné rezistenci dochazi ovlivnénim jinych drah nez téch apoptotickych.
Zkfizenou rezistenci vykazovala HL-60 g75 linie pouze ve vztahu k sunitinibu,
nikoli k midostaurinu. ZkfiZzena rezistence k sunitinibu nas vedla k hypotéze, zda
podstatou rezistence neni lysozomalni sekvestrace gilteritinibu, jako je tomu
pravé u sunitinibu. U akumulace lysozomalni sondy bylo pozorovano zvyseni
signalu u gilteritinib-rezistentni linie. Pfi akumulaci se sunitinibem byl signal nizsi
u rezistentnich linie nez u linie senzitivni. Toto zjisténi mdze poukazovat na
pfevahu jinych mechanismd, zejména na odliSny vyskyt efluxnich €i influxnich
transportéric mezi obéma liniemi, ovlivnéni pH lysozomd ¢&i metabolizaci

sunitinibu v burikach a inaktivaci jeho u¢inku.

41



CITOVANA LITERATURA

. Cancer.Net. Leukemia - Acute Myeloid - AML: Statistics. (2023, leden).
Dostupné z: https://www.cancer.net/cancer-types/leukemia-acute-myeloid-
aml/statistics

. Cancer.Net. Leukemia — Acute myeloid — AML: Types treatmant
(2023, Leden). Dostupné z: https://www.cancer.net/cancer-types/leukemia-
acute-myeloid-aml/types-treatment

. Cerfian, M., Szotkowski, T. (2021). Sougasné trendy v 1é&bé& akutni myeloidni
leukémie — od indukéni chemoterapie ,7+3“ po cilenou IéCbu. Klin Farmakol
Farm (2021), 35(3), 61-69

. Pelcovits, A., Niroula, R. (2020). Acute Myeloid Leukemia: A Review. Rhode
Island medical journal (2013), 103(3), 38—40.

. Acute myeloid leukaemia AML | Macmillam cancer support (2023, duben)
Dostupné Z: https://www.macmillan.org.uk/cancer-information-and-
support/leukaemia/acute-myeloid-leukaemia-aml

. Shimony, S., Stahl, M., & Stone, R. M. (2023). Acute myeloid leukemia: 2023
update on diagnosis, risk-stratification, and management. American journal of
hematology, 98(3), 502-526. https://doi.org/10.1002/ajh.26822

. National Cancer Institut. Acute Myeloid Leukemia Treatment (PDQ®)—Health
Professional Version (2023, leden) Dostupné z:
https://www.cancer.gov/types/leukemia/hp/adult-aml-treatment-

pdg# 393 toc

. SEER*Explorer | National Cancer Institut (2023, kvéten) Dostupné z:
https://seer.cancer.gov/statistics-network/explorer/application.html

. Juliusson, G., Antunovic, P., Derolf, A., Lehmann, S., Mollgard, L.,
Stockelberg, D., Tidefelt, U., Wahlin, A., & Hoglund, M. (2009). Age and acute
myeloid leukemia: real world data on decision to treat and outcomes from the
Swedish  Acute  Leukemia  Registry. Blood, 113(18), 4179-4187.
https://doi.org/10.1182/blood-2008-07-172007

42



10.Babushok, D. V., & Bessler, M. (2015). Genetic predisposition syndromes:
when should they be considered in the work-up of MDS? Best practice &
research. Clinical haematology, 28(1), 55-68.
https://doi.org/10.1016/j.beha.2014.11.004

11.Caughey, R. W., & Michels, K. B. (2009). Birth weight and childhood leukemia:
a meta-analysis and review of the current evidence. International journal of
cancer, 124(11), 2658-2670. https://doi.org/10.1002/ijc.24225

12.Bailey, H. D., Fritschi, L., Infante-Rivard, C., Glass, D. C., Miligi, L., Dockerty,
J. D., Lightfoot, T., Clavel, J., Roman, E., Spector, L. G., Kaatsch, P., Metayer,
C., Magnani, C., Milne, E., Polychronopoulou, S., Simpson, J., Rudant, J.,
Sidi, V., Rondelli, R., Orsi, L., ... Schiz, J. (2014). Parental occupational
pesticide exposure and the risk of childhood leukemia in the offspring: findings
from the childhood leukemia international consortium. International journal of
cancer, 135(9), 2157-2172. https://doi.org/10.1002/ijc.28854

13.Karalexi, M. A., Dessypris, N., Thomopoulos, T. P., Ntouvelis, E., Kantzanou,
M., Diamantaras, A. A., Moschovi, M., Baka, M., Hatzipantelis, E., Kourti, M.,
Polychronopoulou, S., Stiakaki, E., Mora, A. M., Wunsch-Filho, V., Infante-
Rivard, C., Loutradis, D., & Petridou, E. T. (2017). Parental alcohol
consumption and risk of leukemia in the offspring: a systematic review and
meta-analysis. European journal of cancer prevention : the official journal of
the European Cancer Prevention Organisation (ECP), 26(5), 433-441.
https://doi.org/10.1097/CEJ.0000000000000350

14.Little, M. P., Wakeford, R., Borrego, D., French, B., Zablotska, L. B., Adams,
M. J., Allodji, R., de Vathaire, F., Lee, C., Brenner, A. V., Miller, J. S,
Campbell, D., Pearce, M. S., Doody, M. M., Holmberg, E., Lundell, M.,
Sadetzki, S., Linet, M. S., & Berrington de Gonzalez, A. (2018). Leukaemia
and myeloid malignancy among people exposed to low doses (<100 mSv) of
ionising radiation during childhood: a pooled analysis of nine historical cohort
studies. The Lancet. Haematology, 5(8), e346—e358.
https://doi.org/10.1016/S2352-3026(18)30092-9

15.Heuser M. (2016). Therapy-related myeloid neoplasms: does knowing the
origin help to guide treatment?. Hematology. American Society of
Hematology. Education Program, 2016(1), 24-32.
https://doi.org/10.1182/asheducation-2016.1.24

43



16.Mooney, C. J., Cunningham, A., Tsapogas, P., Toellner, K. M., & Brown, G.
(2017). Selective Expression of FIt3 within the Mouse Hematopoietic Stem
Cell Compartment. International journal of molecular sciences, 18(5), 1037.
https://doi.org/10.3390/ijjms18051037

17.Antar, A. 1., Otrock, Z. K., Jabbour, E., Mohty, M., & Bazarbachi, A. (2020).
FLT3 inhibitors in acute myeloid leukemia: ten frequently asked
questions. Leukemia, 34(3), 682-696. https://doi.org/10.1038/s41375-019-
0694-3

18.Doéhner, H., Wei, A. H., Appelbaum, F. R., Craddock, C., DiNardo, C. D.,
Dombret, H., Ebert, B. L., Fenaux, P., Godley, L. A., Hasserjian, R. P., Larson,
R. A., Levine, R. L., Miyazaki, Y., Niederwieser, D., Ossenkoppele, G., Rollig,
C., Sierra, J., Stein, E. M., Tallman, M. S., Tien, H. F., ... Lowenberg, B.
(2022). Diagnosis and management of AML in adults: 2022 recommendations
from an international expert panel on behalf of the ELN. Blood, 140(12),
1345-1377. https://doi.org/10.1182/blood.2022016867

19.Cortes, J. E., & Mehta, P. (2021). Determination of fithess and therapeutic
options in older patients with acute myeloid leukemia. American journal of
hematology, 96(4), 493-507. https://doi.org/10.1002/ajh.26079

20.Typical Treatment of Acute Myeloid Leukemia | American Cancer Society
(2022, Fijen). Dostupné z: https://www.cancer.org/cancer/types/acute-
myeloid-leukemia/treating/typical-treatment-of-aml.html

21.Burnett, A., Wetzler, M., & Lowenberg, B. (2011). Therapeutic advances in
acute myeloid leukemia. Journal of clinical oncology : official journal of the
American Society of Clinical Oncology, 29(5), 487-494.
https://doi.org/10.1200/JC0.2010.30.1820

22.Thol, F., & Heuser, M. (2021). Treatment for Relapsed/Refractory Acute
Myeloid Leukemia. HemaSphere, 5(6), e572.
https://doi.org/10.1097/HS9.0000000000000572

23.Ambinder, A. J., & Levis, M. (2021). Potential targeting of FLT3 acute myeloid
leukemia. Haematologica, 106(3), 671-681.
https://doi.org/10.3324/haematol.2019.240754

44



24.Marconi, G., Giannini, M. B., Bagnato, G., Simonetti, G., Cerchione, C.,
Mosquera Orgueira, A., Musuraca, G., & Martinelli, G. (2021). The safety
profile of FLT3 inhibitors in the treatment of newly diagnosed or
relapsed/refractory acute myeloid leukemia. Expert opinion on drug
safety, 20(7), 791-799. https://doi.org/10.1080/14740338.2021.1913120

25. Stone, R. M., Mandrekar, S., Sanford, B. L., et al. (2015). The Multi-Kinase
Inhibitor Midostaurin (M) Prolongs Survival Compared with Placebo (P) in
Combination with Daunorubicin (D)/Cytarabine (C) Induction (ind), High-Dose
C Consolidation (consol), and As Maintenance (maint) Therapy in Newly
Diagnosed Acute Myeloid Leukemia (AML) Patients (pts) Age 18-60 with
FLT3 Mutations (muts): An International Prospective Randomized (rand) P-
Controlled Double-Blind Trial (CALGB 10603/RATIFY [Alliance]). Blood,
126(23), 6-6. https://doi.org/10.1182/blood.v126.23.6.6

26.El Fitori, J., Su, Y., Buchler, P., Ludwig, R., Giese, N. A., Buchler, M. W.,
Quentmeier, H., Hines, O. J., Herr, I., & Friess, H. (2007). PKC 412 small-
molecule tyrosine kinase inhibitor: single-compound therapy for pancreatic
cancer. Cancer, 110(7), 1457-1468. https://doi.org/10.1002/cncr.22931

27.FDA. Midostaurin. (2023, duben). Dostupné z:
https://www.fda.gov/drugs/resources-information-approved-
drugs/midostaurin

28.EMA. Rydapt. (2023, duben). Dostupné z:
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/rydapt

29.Stone, R. M., Manley, P. W., Larson, R. A., & Capdeville, R. (2018).
Midostaurin: its odyssey from discovery to approval for treating acute myeloid
leukemia and advanced systemic mastocytosis. Blood advances, 2(4), 444—
453. https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2017011080

30.Lee, L. Y., Hernandez, D., Rajkhowa, T., Smith, S. C., Raman, J. R., Nguyen,
B., Small, D., & Levis, M. (2017). Preclinical studies of gilteritinib, a next-
generation FLT3 inhibitor. Blood, 129(2), 257-260.
https://doi.org/10.1182/blood-2016-10-745133

31.FDA. FDA approves qilteritinib for relapsed or refraktory acute myeloid
leukemia (AML) with a FLT3 mutation. (2023, kvéten). Dostupné z:
https://www.fda.gov/drugs/fda-approves-gilteritinib-relapsed-or-refractory-

acute-myeloid-leukemia-aml-flt3-mutatation

45



32.EMA. Xospata. (2023, kvéten). Dostupné z:
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/xospata

33.DrugBank. Gilteritinib. (2023, leden). Dostupné z:
https://go.drugbank.com/drugs/DB12141

34.FDA. FDA Approves Firt Drug for Fourth-Line Treatment of Advanced
Gastrointestinal Stromal Tumors (2020). (2023, duben). Dostupné z:
https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-first-
drug-fourth-line-treatment-advanced-gastrointestinal-stromal-tumors

35.EMA. Sutent. (2023, duben). Dostupné Z:
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/sutent#authorisatio
n-details-section

36.FDA. FDA approves sunitinib malete for adjuvant treatment of renal cell
carcinoma. (2023, duben). Dostupné z: https://www.fda.gov/drugs/resources-
information-approved-drugs/fda-approves-sunitinib-malate-adjuvant-
treatment-renal-cell-carcinoma

37.Rock, E. P., Goodman, V., Jiang, J. X., Mahjoob, K., Verbois, S. L., Morse,
D., Dagher, R., Justice, R., & Pazdur, R. (2007). Food and Drug
Administration drug approval summary: Sunitinib malate for the treatment of
gastrointestinal stromal tumor and advanced renal cell carcinoma. The
oncologist, 12(1), 107-113. https://doi.org/10.1634/theoncologist.12-1-107

38.Gotink, K. J., Broxterman, H. J., Labots, M., de Haas, R. R., Dekker, H.,
Honeywell, R. J., Rudek, M. A., Beerepoot, L. V., Musters, R. J., Jansen, G.,
Griffioen, A. W., Assaraf, Y. G., Pili, R., Peters, G. J., & Verheul, H. M. (2011).
Lysosomal sequestration of sunitinib: a novel mechanism of drug
resistance. Clinical cancer research : an official journal of the American
Association for Cancer Research, 17(23), 7337—7346.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-11-1667

39.Eguchi, M., Minami, Y., Kuzume, A., & Chi, S. (2020). Mechanisms Underlying
Resistance to FLT3 Inhibitors in Acute Myeloid Leukemia. Biomedicines, 8(8),
245 https://doi.org/10.3390/biomedicines8080245

46



40.Hrabéta, J., Belhajova, M., Subrtova, H., Merlos Rodrigo, M. A., Heger, Z., &
Eckschlager, T. (2020). Drug Sequestration in Lysosomes as One of the
Mechanisms of Chemoresistance of Cancer Cells and the Possibilities of Its
Inhibition. International journal of molecular sciences, 21(12), 4392.
https://doi.org/10.3390/ijms21124392

41.Cuesta-Casanovas, L., Delgado-Martinez, J., Cornet-Masana, J. M., Carbd,
J. M., Clément-Demange, L., & Risuefio, R. M. (2022). Lysosome-mediated
chemoresistance in acute myeloid leukemia. Cancer drug resistance
(Alhambra, Calif.), 5(1), 233—244. https://doi.org/10.20517/cdr.2021.122

42.ATCC. CCL-240. (2023, leden). Dostupné z:
https://www.atcc.org/products/ccl-240

43.Sorf, A., Sucha, S., Morell, A., Novotna, E., Staud, F., Zavrelova, A., Visek,
B., Wsol, V., & Ceckova, M. (2020). Targeting Pharmacokinetic Drug
Resistance in  Acute Myeloid Leukemia Cells with CDK4/6
Inhibitors. Cancers, 12(6), 1596. https://doi.org/10.3390/cancers12061596

44.Ghasemi, M., Turnbull, T., Sebastian, S., & Kempson, |. (2021). The MTT
Assay: Utility, Limitations, Pitfalls, and Interpretation in Bulk and Single-Cell
Analysis. International journal of molecular sciences, 22(23), 12827.
https://doi.org/10.3390/ijms222312827

45.Elmore S. (2007). Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic
pathology, 35(4), 495-516. https://doi.org/10.1080/01926230701320337

46.Depraetere, V. (2000). “Eat me”signals of apoptotic bodies. Nat Cell Biol 2,
E104 https://doi.org/10.1038/35014098

47.Lakshmanan, I., & Batra, S. K. (2013). Protocol for Apoptosis Assay by Flow
Cytometry Using Annexin V Staining Method. Bio-protocol, 3(6), e374.
https://doi.org/10.21769/bioprotoc.374

48.Rieger, A. M., Nelson, K. L., Konowalchuk, J. D., & Barreda, D. R. (2011).
Modified annexin V/propidium iodide apoptosis assay for accurate
assessment of cell death. Journal of visualized experiments : JOVE, (50),
2597. https://doi.org/10.3791/2597

49. AATBioquest. Annexin V. (2023, duben). Dostupné z:
https://www.aatbio.com/resources/application-notes/annexin-v

50.NIH. Cell Cycle. (2023, leden). Dostupné z:

https://www.genome.gov/genetics-glossary/Cell-Cycle

47



51.Cusabio. Cell cycle. (2023, leden). Dostupné z:
https://www.cusabio.com/Cell-Biology/Cell-Cycle.html

52.Sheerar, D. Cell Cycle Analysis. (2023, leden). Dostupné z:
https://cancer.wisc.edu/research/resources/flow/

53.Zhitomirsky, B., Farber, H., & Assaraf, Y. G. (2018). LysoTracker and
MitoTracker Red are transport substrates of P-glycoprotein: implications for
anticancer drug design evading multidrug resistance. Journal of cellular and
molecular medicine, 22(4), 2131-2141. https://doi.org/10.1111/jcmm.13485

54.Zhou, S., Yang, B., Xu, Y., Gu, A., Peng, J., & Fu, J. (2022). Understanding
gilteritinib resistance to FLT3-F691L mutation through an integrated
computational strategy. Journal of molecular modeling, 28(9), 247.
https://doi.org/10.1007/s00894-022-05254-0

55.Joshi, S. K., Sharzehi, S., Pittsenbarger, J., Bottomly, D., Tognon, C. E.,
McWeeney, S. K., Druker, B. J., & Traer, E. (2021). A noncanonical FLT3
gatekeeper mutation disrupts  gilteritinib  binding and  confers
resistance. American  journal  of  hematology, 96(7), E226-E229.
https://doi.org/10.1002/ajh.26174

56.Zavorka Thomas, M. E., Jeon, J. Y., Talebi, Z., Buelow, D. R., Silvaroli, J.,
Campbell, M. J., Sparreboom, A., Pabla, N., & Baker, S. D. (2021). Gilteritinib-
induced upregulation of ST00A9 is mediated through BCL6 in acute myeloid
leukemia. Blood advances, 5(23), 5041-5046.
https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2021005614

57.Joshi, S. K., Nechiporuk, T., Bottomly, D., Piehowski, P. D., Reisz, J. A,,
Pittsenbarger, J., Kaempf, A., Gosline, S. J. C., Wang, Y. T., Hansen, J. R,,
Gritsenko, M. A., Hutchinson, C., Weitz, K. K., Moon, J., Cendali, F., Fillmore,
T.L., Tsai, C. F., Schepmoes, A. A, Shi, T., Arshad, O. A, ... Traer, E. (2021).
The AML microenvironment catalyzes a stepwise evolution to gilteritinib
resistance. Cancer cell, 39(7), 999-1014.e8.
https://doi.org/10.1016/j.ccell.2021.06.003

58.McMahon, C. M., Ferng, T., Canaani, J., Wang, E. S., Morrissette, J. J. D.,
Eastburn, D. J., Pellegrino, M., Durruthy-Durruthy, R., Watt, C. D., Asthana,
S., Lasater, E. A., DeFilippis, R., Peretz, C. A. C., McGary, L. H. F., Deihimi,
S., Logan, A. C., Luger, S. M., Shah, N. P., Carroll, M., Smith, C. C., ... Perl,
A. E. (2019). Clonal Selection with RAS Pathway Activation Mediates

48



Secondary Clinical Resistance to Selective FLT3 Inhibition in Acute Myeloid
Leukemia. Cancer discovery, 9(8), 1050-1063. https://doi.org/10.1158/2159-
8290.CD-18-1453

59.Ueno, Y., Mori, M., Kamiyama, Y., Saito, R., Kaneko, N., Isshiki, E.,
Kuromitsu, S., & Takeuchi, M. (2019). Evaluation of gilteritinib in combination
with chemotherapy in preclinical models of FLT3-ITD+ acute myeloid
leukemia. Oncotarget, 10(26), 2530-2545.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.26811

60.Schnerch, D., Yalcintepe, J., Schmidts, A., Becker, H., Follo, M., Engelhardt,
M., & Wasch, R. (2012). Cell cycle control in acute myeloid
leukemia. American journal of cancer research, 2(5), 508-528.

61.Vavrova, J., Rezacova, M., Vokurkova, D., & Psutka, J. (2004). Cell cycle
alteration, apoptosis and response of leukemic cell lines to gamma radiation
with high- and low-dose rate. Physiological research, 53(3), 335-342. [1]

62.Kuravi, S., Cheng, J., Fangman, G., Polireddy, K., McCormick, S., Lin, T. L.,
Singh, A. K., Abhyankar, S., Ganguly, S., Welch, D. R., Jensen, R. A,
McGuirk, J. P., & Balusu, R. (2021). Preclinical Evaluation of Gilteritinib on
NPM1-ALK-Driven Anaplastic Large Cell Lymphoma Cells. Molecular cancer
research : MCR, 19(5), 913-920. https://doi.org/10.1158/1541-7786.MCR-
20-0738

63.Kim E. S. (2017). Midostaurin: First Global Approval. Drugs, 77(11), 1251—
1259. https://doi.org/10.1007/s40265-017-0779-0

64.Perl, A. E., Hosono, N., Montesinos, P., Podoltsev, N., Martinelli, G.,
Panoskaltsis, N., Recher, C., Smith, C. C., Levis, M. J., Strickland, S., Rdllig,
C., GroB-Langenhoff, M., Chou, W. C., Lee, J. H., Yokoyama, H., Hasabou,
N., Lu, Q., Tiu, R. V., & Altman, J. K. (2022). Clinical outcomes in patients with
relapsed/refractory FLT3-mutated acute myeloid leukemia treated with
gilteritinib who received prior midostaurin or sorafenib. Blood cancer
Journal, 12(5), 84. https://doi.org/10.1038/s41408-022-00677-7

65.Shukla, S., Robey, R. W., Bates, S. E., & Ambudkar, S. V. (2009). Sunitinib
(Sutent, SU11248), a small-molecule receptor tyrosine kinase inhibitor, blocks
function of the ATP-binding cassette (ABC) transporters P-glycoprotein
(ABCB1) and ABCG2. Drug metabolism and disposition: the biological fate of
chemicals, 37(2), 359-365. https://doi.org/10.1124/dmd.108.024612

49



