Michaela Gregorova

Budoucnost v 1é¢bé chronické
lymfocytarni leukémie?
Inhibice kasein kinazy 1

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nadorové onemocnéni, které se radi
mezi nejcastéjsi typy leukémie v zapadnich zemich a postihuje predevsim starsi
jedince (median véku pri této diagnéze je 65 let). V Evropé a Severni Americe
tvoii 30 % ze viech leukemickych pripadi. V Ceské republice se incidence pohy-
buje okolo 5-6 novych piipadu na 100 tisic osob za rok (obr. 1) a podle statistik
se vyskytuje skoro dvakrat castéji u muzi nez u Zen. Jde stile o nevylécitelné

onemocnéni, jehoz prabéh byva vyrazné rozdilny.

Chronicka lymfocytarni leukémie vychazi
z bunék imunitntho systému, bilych krvi-
nek, konkrétné B-lymfocytd v periferni
krvi, kostni dieni a sekundarnich lymfatic-
kych organech, jako jsou slezina a lymfa-
tické uzliny, kde se buiiky nekontrolova-
né mnozi. Rozvoj onemocnéni probiha
vétsinou velmi pomalu. Typické je dlouhé
obdobi (roky az desetileti) bez pfiznaki,
kdy lze nemoc diagnostikovat pouze z krev-
niho obrazu. Mezi ptiznaky CLL patf{ lym-
focytéza (mnohonasobné zvyseni poctu
B-lymfocytt v krvi; > 5 000 bunék v 1 ul
krve, oproti 1 500 u zdravého jedince),
déle nebolestivé zvétseni lymfatickych
uzlin, sleziny (splenomegalie, obr. 2), jater
(hepatomegalie) az selhani imunitntho sys-
tému, které mize vést ke smrti pacienta.
Pokud nemoc probiha asymptomaticky,
nemocni jsou pouze sledovani a lé¢ba jim
poskytovana neni. Ta je zahdjena, aZ po-
kud se objevi ptiznaky a dojde k progresi.
Pacient v takovych p¥ipadech trpi inavou,
prudkym hubnutim, no¢nim pocenim, ané-
mii (zpisobenou infiltraci kostni dfené
CLL burikami) a dal$imi jiZz zmitiovanymi
pfiznaky. Onemocnéni ma u rtiznych jedin-
ct hodné heterogenni pribéh. Nejcastéji
je podavéna kombinované 1é¢ba, imuno-
chemoterapie — fludarabin, cyklofosfamid,

rituximab (FCR), tedy kombinace purinové-
ho analogu, alkyla¢ni latky a monoklonalni
protilatky. Standardné se pouZiva v prvni
fazi 1écby. V p¥ipadech, kdy leukemické
buriky nesou cytogenetické aberace — de-
fekty, napf. del(17p), nebo mutaci v genu
TP53—zodpovédné za agresivnéjsi prabéh
onemocnéni, viak tato lé¢ba nemusi byt
i¢innd a je nutné nasadit jiné latky, vaci
kterym budou tyto buriky citlivé. V posled-
nich letech se objevuji stile nové piistu-
py, napf. latky schopné zastavit signaliza-
ci B-buné&éného receptoru odpovédnou za
rozvoj onemocnéni. Typickym piikladem
je inhibice Brutonovy tyrozin-kinazy (BTK)
nebo fosfatidylinositol-3-kindzy (PI3K),
tedy slozek drdhy B-bunéc¢ného recepto-
ru, kterd je v leukemickych burkach aktiv-
ni. Alternativné také mutize byt spusténa
u leukemickych bunék fizend bunécna
smrt — apoptéza, ptisobenim antagonistt
antiapoptické signalizace Fizené protei-
nem Bcl2. Klinické studie, jeZ se zabyva-
ly t¢inkem téchto latek u pacientt s CLL
a dalsimi typy leukémifi ¢i lymfomi (obec-
né nadora lymfatického systému), ukaza-
ly, Ze jsou velmi efektivni a prospésné pro
mnoho z nich. Vysoce G¢inné byvaji ze-
jména v rizikovych p¥ipadech, u kterych
jiz pfedchozi terapie selhala. Problémem
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Pocet pfipadi na 100 tisic osob

Chronicka lymfocytarni leukémie — vyvoj v ¢ase

— incidence — mortalita

Zdroj dat: Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR; incidence N = 18 670, mortalita N = 9 597
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v8ak nadale zistava mnozstvi vedlejsich
ucinku téchto latek a fakt, Ze 1écba ne-
vede k naprostému vyléteni nemocnych
a musi neustale pokrac¢ovat nebo byt pie-
ruSena a nahrazena jinou. Vyvoj novych
1é¢iv je potiebny pfedevsim pro pacienty
s velmi §patnou prognézou a je dilezité
pfistupovat ke kazdému individualné
(Gomes a kol. 2018).

Wnt signalni draha a kasein kinaza 1

V laboratoti Vitézslava Bryji v Ustavu
experimentalni biologie Pfirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity v Brné se
s témito inovativnimi p¥i{stupy snazime
pracovat a zaméfili jsme se na inhibici dal-
§tho typu bunécéné signalizace zodpovéd-
né za rozvoj CLL. Zabyvédme se studiem
Wnt signalni drahy (pojmenované podle
dvou genti, Wingless — wg, Integration 1 —
int-1), konkrétné jeji nekanonickou vétvi,
drahou planarni bunééné polarity (PCP).
Ta mutiZe regulovat buné¢nou migraci, po-
laritu leukemickych B-lymfocyti a jeji
aktivita hraje roli v progresi onemocnéni
a infiltraci lymfatickych orgdnt CLL burii-
kami. Pravé inhibice této drahy by mohla
byt aéinnou formou terapie CLL, lymfomu
s podobnou patogenezi i dalsich néddoro-
vych onemocnéni, u nichz je zndma zavis-
lost na aktivité Wnt signalnf drahy. Latky,
které vyvijime, ptsobi jako inhibitory této
drahy, pfedevsim jeji klicové slozky ka-
sein kindzy 1 (CK1, obr. 3). Tato kinéza se
tcastni regulace bunécného ristu, embryo-
nélniho vyvoje, homeostéazy, diferenciace,
apoptézy a dalsich dilezitych bunénych
procesu. Podili se také na regulaci imu-
nitnfho systému, kde ovliviiuje vyvoj a di-
ferenciaci lymfocytt z hematopoetickych
progenitorovych bunék. Deregulaci uve-
denych procesti mtze dojit ke vzniku rtiz-
nych typt leukémif a lymfomd, véetné CLL.
Kinéza CK1 je tedy vyznamnou molekulou
pfi vzniku a vyvoji téchto onemocnéni.
V buiice ji miZeme najit témét ve vech
oddilech, bylo popsano jiz 7 izoforem
a mezi nejvice zkoumané patii CK1d/e,
jimiz se zabyvame i v nas{ laboratofi.

Ve spolupraci s organickymi chemiky
ze skupiny Kamila Parucha (Ustav chemie
PiF MU) se snazime vyvinout latky (inhi-
bitory), které by tc¢inné blokovaly CK1
a tim zabrénily rozvoji onemocnéni. Napl-
ni mé prace je hlavné testovani téchto po-
tencidlnich novych 1é¢iv, pfevazné in vitro
nejen na bunéénych kulturédch (obr. 4), ale
i pfimo na krevnich buiikach pacientd.

Testovani neprobiha pouze na leukemic-
kych liniich, ale také na buné¢nych liniich
odvozenych od jinych naddorovych one-
mocnéni, jako je karcinom prostaty, vajec-
nikd, prsu a §titné zlazy. Timto $irsim spekt-
rem bychom chtgli zjistit, zda by mohly
mit nové vyvinuté latky i dalsi uplatnéni.
Dosavadni preklinicka testovani dostup-
nych inhibitord CK1 dokazuji, Ze tento
piistup k 1écbé by mohl byt G¢inny, ale
dostupné latky nejsou dostatec¢né aktivni
nebo selektivni pro CK1. Nasim cilem je
tedy vytvotit skupiny latek s lep§imi vlast-
nostmi potencidlné vyuzitelnymi k 1é¢bé.

Pro testovani nové pfipravenych latek
vyuzivame riznych p¥istupt a metod. Sle-
dujeme napt. cytotoxické pusobeni, kdy
bunky kultivujeme spolu s inhibitory po
dobu 6-24 hodin a zaznamenavame po-
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1 Casovy vyvoj incidence (pocet novych
pfipadt na 100 tisic osob) a mortality
(pocet imrti na danou diagnézu

na 100 tisic osob) pro chronickou lymfo-
cytarni leukémii (CLL) v celé populaci
tehdejstho Ceskoslovenska i dnegnf
Ceské republiky. Pfevzato z webového
portalu www.svod.cz, upraveno

2 Snimek z pocitacové tomografie (CT)
ukazuje zvétsenou slezinu — splenomega-
lii (viz 8ipky) jako jeden z ptiznaka CLL.
Prevzato z Wikimedia Commons,

v souladu s podminkami pouziti

3 Schéma Wnt/PCP drahy a role izofor-
my kasein kindzy CK1d/e u leukemickych
B-lymfocytt a jeji inhibice pomoci nové
pripravovanych latek s riznymi struktur-
nimi modifikacemi. Po navazani Wnt
ligandu na receptory dochézi k aktivaci
signalni dréhy a pfenosu signédlu na dalsi
proteiny véetné CK1, kterou se snazime
blokovat inhibitory a zabrénit tak progresi
nadorového onemocnéni. BliZe v textu.
R1-R6 — riizné modifikace chemické
struktury centrédlniho farmakoforu; ROR1
a Frizzled — transmembranové receptory,
které pfijimaji a dale pfenéseji signal

v burice, Wnt — ligand spousté&jici tuto
signalizaci.

4 Populace B-lymfocytt, konkrétné
HG3 CLL — bunéc¢né linie odvozené

od CLL, v kultuf¥e in vitro. Foto S. Cada
5 Vysledky testu cytotoxického ptisobent
CK1 inhibitori po dobu 6 hodin na
primérn{ leukemické buriky izolované

z periferni krve pacientd. Ibrutinib je
latka, ktera se jiz bézné vyuziva pii lécbé.
Jde o inhibitor Brutonovy tyrozin kinazy,
kterd ma klicové postaveni v pfenosu
signédlu od B-bunééného receptoru
ovliviiujiciho aktivaci B-lymfocytt,
jejich proliferaci a produkci protilatek.

Je zde vidét, Ze s rostouci koncentraci
dochazi k vyraznému snizeni poctu
zivych bunék. Nejtoxictéjsi dcinky
vykazuje pravé ibrutinib, déle nase nova
latka a nejslabsi i¢inek méa komerc¢ni
CK1 inhibitor PF-670462.

¢et buneék, které pirezily jejich ptisobeni
(obr. 5). Pro analyzu vysledki z téchto
experimentl vyuzivame predevsim prito-
kovou cytometrii jako rychlou a zaroven
velmi spolehlivou metodu. S pomoci fluo-
rescencénich latek 1ze buiilky oznacit a tim
nésledné odlisit zivé a mrtvé.
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Aktivitu CK1 kinazy v butikach jsme sle-
dovali metodou western blot (obr. 6) spolu
s autofosforyla¢nimi analyzami (Cheong
a Virshup 2011). Autofosforylace CK1 je
studovéna na nenadorové bunécné linii
HEK293 (human embryonic kidney), ktera
se pouziva standardné a poskytuje konzis-
tentni, dob¥e porovnatelné vysledky.

Kromé experimentt provadénych na bu-
néc¢nych liniich ¢i leukemickych burikach
z krve pacientti kolegyné Pavlina Janovskéa
testuje uc¢inek inhibitord CK1 in vivo na
modelu leukemickych mysi (transgenni
mysi linie Eu-TCL1), u nichZ dochéazi ke
spontannimu rozvoji B-lymfocytarni leuké-
mie s vét§inou p¥iznakd bézné se nachéze-
jicich u pacientt trpicich CLL. Na tomto
modelu se potvrdilo, Ze 1é¢ba CK1 inhibi-
torem zpomaluje rozvoj onemocnéni, pro-
dluzuje dobu pfeziti mysi a také prokazatel-
né zlepsuje jejich zdravotni stav. Uvedena
fakta dopliiuji nase predchozi pozorovani
u bunécénych linif a bunék pacientd. Na
zékladé vsech téchto poznatkli mizeme
Fict, Ze inhibice CK1 by mohla pfedstavo-
vat vhodny terapeuticky prostedek.

Vliv inhibitori CK1 na sekreci
chemokini a migraci bunék

Dalsim cilem bylo sledovéani vlivu inhi-
bitortt CK1 na nadorové mikroprostiedi
pomoci spole¢nych kultivaci CLL bunék
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s podptrnymi stroméalnimi burikami kost-
ni dfené (obr. 7). Stromalni bunky tvoii
béZnou soucést kostni dfené a produkuji
velké mnozstvi faktort, jimiz komunikuji
s okolnimi buiikami, v€etné nadorovych
CLL bunék, a mohou chranit nadorové
buitky pfed ptisobenim chemoterapeutik
nebo podporovat jejich proliferaci (déle-
ni). Buiiky chronické lymfocytarni leuké-
mie pfi interakci se stromalnimi nebo sa-
motné stromalni buniky produkuji mnoho
ristovych faktort a také chemokint CCL3
a CCL4, které mohou podporovat dalsi
interakci CLL bunék s podpirnymi T-lym-
focyty a dale mohou vést k aktivaci a pro-
liferaci CLL buné&k. Sledovali jsme, zda
pasobenim CK1 inhibitort dochézi k potla-
¢eni produkce téchto chemokinti na drov-
ni genové exprese v CLL buiikach a také
k sekreci proteint burikami do ristového
média. Zmény exprese gent kédujicich
CCL3 a CCL4 jsme hodnotili pomoci kvan-
titativni polymerdzové fetézové reakce
(Real-Time PCR). Ovéfili jsme, Ze pouziti
CK1 inhibitorti opravdu narusuje interakci
leukemickych a stromélnich bunék a na-
sledné tlumi produkci chemokintt CCL3
a CCL4. Buriky tak ztraceji stimuly potfeb-
né pro vytvoreni mikroprostiedi, které by
vedlo k jejich ochrané a indukovalo bu-
nécné déleni. Testovani jsme provadéli ne-
jen na nddorovych liniich, ale také pfimo
na primdrnich burikdch pacientd, které jsou
velice heterogenni, citlivéjsi nez bunécné
linie, a predstavuji tak dobry model pro
podrobnéjsi zkouméni. Bohuzel pfesny
mechanismus naruseni této bunécné inter-
akce zatim popsan nebyl a je pfedmétem
dalsitho vyzkumu.

S vyuzitim migraénich testd bylo také
ovéfovano, zda po pisobeni vybranych
latek dochézi k ovlivnéni chemotaxe lym-
focytd. V tomto pfipadé se sleduje bunéc-
na migrace pomoci specidlnich desticek
(obr. 8), na nichz buiriky putuji skrze mem-
branu s péry o primeéru jen nékolik mikro-
metrt (zalezi na velikosti pouZitych bu-
nék) a zkouma4 se vliv inhibitort na jejich
pohyb. JelikoZ migrace lymfocytt patii
k dalezitym aspekttim progrese onemoc-
néni, a navic je regulovéna aktivitou CK1
kinazy, je tento postup vhodny pro testo-
vani aktivity nové vytvotfenych latek.

K vyhodnocovani a¢innosti inhibitora
jsme pouzivali komeréné dostupny inhi-
bitor CK1 — PF-670462, ktery slouzil jako
referenéni hodnota. Pokud byla nage l4t-
ka G¢innéjsi nez tato komeréné dostupna,
byla vybrédna pro podrobnégjsi testovani.
Posuzovali jsme také cytotoxické udaje,
a to nejen viéi nadorovym buiikam, ale
i zdravym B-lymfocytim. Aby latky mohly
postoupit do klinického testovani, je potte-
ba vylougit cytotoxicitu ke zdravym bun-
kam. Hlavnim kritériem bylo, zda latka
nédorové buiiky spise ,,zabiji“, nebo tlumi
Wnt signdlni drahu a tim i blokuje rozvoj
onemocnéni. Hodnoceni probiha postup-
né a poméha smétovat dalsi vyvoj latek. Ty
nejlepsi jsou poslany na dalsi analyzy in
vitro na zakladé jejich selektivity ¢i akti-
vity vici jednotlivym izoformédm CK1.

Do testovani jsme zahrnuli i buriky se
zamérné odstranénymi geny pro CSNK19
nebo CSNK1e. Béhem jejich vyvoje se to-
tiz podafilo pFipravit vysoce selektivni
inhibitory vii¢i konkrétnim izoforméam.
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Chtéli bychom tedy objasnit a ové¥it, zda
je vyhodnéjsi a i¢innéjsi blokovat pouze
jednu izoformu, nebo pouzivat panCK1
inhibitory, které jich blokuji vice.

Zavérem
Nasi snahou je vytvofit skupiny t¢innych
a selektivnich latek blokujicich aktivitu

kindzy CK1, potvrdit jejich aktivitu in vitro
a in vivo a popsat jejich i¢inky na migra-
ci a preziti leukemickych bunék. Zatim
zadné podobné latky v klinickém testovani
nebyly, jde tedy o velkou pfileZitost. Pokud
budou tspésné v preklinickych a klinic-
kych studiich, mohly by pfinést novou
nadéji v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Zdenék Soldan

Kam zaradit ,,nemoZny mech*

Takakia?

Bryologové, tedy védci zabyvajici se mechorosty, popisuji kazdorocné desitky
novych taxonu. Objevuji se hlavné nové druhy nebo jejich poddruhy, ridceji
inové rody, a pripadnou polemiku miiZe vyvolat jen jejich zarazeni do vyssich
taxonomickych kategorii. Vzdy je ale od prvniho okamziku zifejmé, Ze doty¢ny
taxonom studoval zastupce jednoho ze tfi oddéleni mechorostii - mechu (Bryo-
phyta), jatrovek (Marchantiophyta) nebo hleviki (Anthocerotophyta). Jedinym

pripadem, ktery tomu odporuje, je takakia.

Zacnéme historickym exkurzem...

.. tedy chronologicky, dvé stoleti nazpét
od soucasnosti. Z izemi Himalaje (v indic-
kém svazovém statu Sikkim) se v jednom
ze sbért Josepha Daltona Hookera z prvni
poloviny 19. stoleti objevuje podivny me-
chorost a anglickym bryologem Willia-
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mem Mittenem je popsan jako novy druh
jatrovky Lepidozia ceratophylla (rod Lepi-
dozia je u nés zastoupen vcelku béznym
druhem plevinkou plazivou — L. reptans),
av$ak ptisludna typova polozka ziistava
prakticky bez povsimnuti dalsich badatelt
deponovéana v herbéafi po vice nez 100 let.
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6 Sledovani inhibice CK1e metodou
western blot, kterd se vyuziva pro detekci
konkrétniho proteinu ve vzorku. Elektro-
forézou dojde k rozdéleni proteinti podle
velikosti, poté jsou pieneseny z gelu na
membrinu a detekovany pomoci specific-
kych protilatek (horni ¢ast obr.). Uprave-
no podle: B. T. Kurien a R. H. Scofield
(2015). Aktivni fosforylovanéa forma CK1e
je oznacena ¢ervenou Sipkou (spodni
Gast obr.). Po pfidani inhibitori A a B
dochazi k ubytku fosforylované formy

a k blokaci jeji autofosforylaéni aktivity.
Inhibitor C aktivitu CK1e neovliviiuje.

7 Schematické znazornéni spole¢né
kultivace leukemickych a stromalnich
bunék a nasledna analyza genové
exprese nebo sekrece chemokint

8 Migra¢ni jamka — buitky umisténé

do horniho oddilu se nechaji prochazet
nékolik hodin skrze membrénu s péry

az do spodnfho oddilu. Mnozstvi bunék
schopnych migrace se kvantifikuje

s vyuzitim pratokového cytometru.

Foto a orig.: M. Gregorovd, pokud neni
uvedeno jinak

Podporeno z grantii Masarykovy univerzi-
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OPENSCREEN, a BrnoPhDTalent. Tento
projekt je také financovan z Evropské unie —
Horizon 2020 research and innovation
programme (¢. 692298).

PouZit4 literatura uvedena na webu Zivy.
K dal$imu ¢teni napf. Ziva 2005, 1:
46-48; 2013, 3: 98-100; 2017, 1: 2—4.

Pfichézi r. 1951 a japonsky bryolog No-
riwo Takaki sbird na ostrové Hon$1 po-
dobné rostliny, které jsou v r. 1958 popsé-
ny jeho kolegy (Sinske Hattori a Hiroshi
Inoue) védeckym jménem Takakia lepi-
dozioides. Nové rodové jméno je samo-
zfejmé vytvoteno k pocté ptivodniho sbé-
ratele. V nadrodnim japonském jmenoslovi
dostava vystizny pfidomek nanjamonja-
-goke, v pfekladu ,,nemozny mech* nebo
alespon mirnéji citové zabarveny ,,pople-
teny“ ¢i ,zdhadny mech® (v angli¢tiné
puzzle moss). Némecky hepatikolog (spe-
cialista na jatrovky) Riclef Grolle pozdé&ji
(1963) prevadi do stejného rodu i dfive
znadmy druh L. ceratophylla. Avsak zvy-
Seny zdjem o tyto druhy vyvolava nevida-
né rozpaky: kde je vlastné — vzhledem ke
zcela unikdtnimu souboru znakd — nej-
plirozenéjsi zakotveni v systematice me-
chorosti? Vzacné vzorky sbért, ptipadné
alespori zobrazeni a popisy rostlin jsou
dokonce ve formé ankety rozesilany s pros-
bou o vyjadieni ndzoru fadé svétové pro-
slulych bryologt, ale téz algologtim (co
kdyby to byla prapodivné ancestralni he-
terotrichalni fasa?). Posléze, po objeveni
archegonii u rostlin z Japonska, dochazi
k potvrzeni anketou ziskaného vétsinové-
ho nazoru, ze jde skute¢né o mechorost,
a je zafazen mezi jatrovky do p¥ibuznosti
primitivniho rodu pfimenka (Haplomi-
trium), tedy do fadu Calobryales (dnes
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