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vybraných lidských karbonylreduktáz tyrosinkinázovými inhibitory 

Vývoj rezistence na antracyklinová antibiotika (ANT), vysoce účinné 

chemoterapeutické látky, představuje v oblasti léčby rakoviny významný problém. 

Rezistence k ANT je kromě jiných mechanismů zprostředkována aktivitou karbonyl 

redukujících enzymů (CRE) z nadrodiny aldo-ketoreduktáz (AKR) a 

dehydrogenáz/reduktáz s krátkým řetězcem (SDR). Tyto enzymy přeměňují ANT na 

méně aktivní alkoholové metabolity, čímž snižují jejich terapeutickou účinnost. Kromě 

toho přispívají k rezistenci efluxní ATP-binding cassette (ABC) transportéry, které 

aktivně odčerpávají ANT z nádorových buněk, čímž snižují jejich intracelulární 

koncentrace. 

Inhibitory Brutonovy tyrosinkinázy (BTKi) představují nový přístup k překonání 

rezistence na ANT. V klinických studiích byly BTKi testovány samostatně nebo v 

kombinaci se standardní chemoterapií zahrnující ANT. Náš výzkum se zaměřuje na 

hodnocení potenciálu BTKi (akalabrutinib, ACA; ibrutinib, IBR; tirabrutinib, TIR; 

zanubrutinib, ZAN) inhibovat vybrané CRE (CBR1, AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3, 7A2) a 

potencovat účinky daunorubicinu (DAUN) v nádorových buňkách. 

V experimentální části byl zkoumán inhibiční potenciál vybraných BTKi na 

aktivitu příslušných rekombinantních CRE deaktivujících DAUN na jeho metabolit 

daunorubicinol (DAUN-OL). Ze všech studovaných CRE všechny BTKi vykazovaly 

nejvyšší inhibiční potenciál pro AKR1C3, zatímco ostatní studované reduktázy byly 

inhibovány nevýznamně. Tento inhibiční účinek byl ověřen také na buněčné úrovni 

pomocí buněčné linie HCT116 tranzientně transfekované AKR1C3. Všechny BTKi 

účinně inhibovaly aktivitu AKR1C3 v intaktních buňkách. Následné studie zkoumaly 



účinek kombinace DAUN s vybranými BTKi na úrovni nádorových buněčných linií s 

tranzientní nebo endogenní expresí AKR1C3.  

Po kvantitativní analýze vztahu dávka/účinek vykazovaly všechny vybrané BTKi 

synergický účinek s DAUN a významně zvyšovaly cytotoxický účinek DAUN na 

nádorové buňky s tranzientní nadměrnou expresí AKR1C3. Tento synergický účinek byl 

ověřen na buněčné linii A549 s endogenní expresí AKR1C3. Kombinace DAUN s BTKi 

(ACA, IBR, ZAN) vedly ke snížení účinné dávky DAUN a zlepšení synergických 

parametrů v závislosti na dávce BTKi. Za účelem zjištění, zda je synergický účinek 

kombinace DAUN s vybranými BTKi (TIR, ZAN) ovlivněn změnami v expresi 

AKR1C3, byly zkoumány možné změny v hladinách mRNA AKR1C3. Výsledky 

nenaznačily žádnou upregulaci mRNA AKR1C3. Dále byl zkoumán vliv vybraných 

BTKi (TIR, ZAN) na efluxní aktivitu ABC transportérů. Oba BTKi významně inhibovaly 

ABC transportéry (ABCB1, C1 a G2), což naznačuje další mechanismus boje proti 

rezistenci na ANT. 

Naše zjištění naznačují, že BTKi mohou sloužit jako účinné modulátory rezistence 

vůči ANT. Kombinovaná terapie představuje slibný přístup ke zlepšení klinických 

výsledků léčby nádorových onemocnění založené na ANT. 
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In cancer therapy, developing resistance to anthracycline antibiotics (ANTs), highly 

effective chemotherapeutic agents, poses a significant challenge. Besides other 

mechanisms, ANT resistance is mediated through the activity of carbonyl reducing 

enzymes (CREs) from the superfamily of aldo-ketoreductases (AKRs) and short-chain 

dehydrogenases/reductases (SDRs). These enzymes convert ANTs into less active 

alcohol metabolites, reducing their therapeutic efficacy. In addition, ATP-binding 

cassette (ABC) efflux transporters contribute to resistance by actively pumping ANTs out 

of cancer cells, thereby reducing their intracellular concentrations. 

Bruton’s tyrosine kinase inhibitors (BTKis) represent a novel approach to 

overcoming ANT resistance. In clinical trials, BTKis have been tested alone or in 

combination with ANT-containing standard chemotherapy. Our research focuses on 

evaluating the potential of BTKis (acalabrutinib, ACA; ibrutinib, IBR; tirabrutinib, TIR; 

zanubrutinib, ZAN) to inhibit selected CREs (CBR1, AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3, 7A2), 

and to potentiate the effects of daunorubicin (DAUN) in cancer cells. 

In the experimental part, the inhibitory potential of selected BTKis on the activity 

of the respective recombinant CREs and the reductive conversion of DAUN to its 

metabolite daunorubicinol (DAUN-OL) was investigated. Of all the CREs studied, all 

BTKis showed the highest inhibitory potential for AKR1C3, whereas the other studied 

reductases were inhibited insignificantly. This inhibitory effect was verified at the cellular 

level using the HCT116 cell line transiently transfected with AKR1C3. All BTKis 

effectively inhibited AKR1C3 activity in intact cells. Subsequent studies investigated the 

effect of combining DAUN with selected BTKis at the level of cancer cell lines with 



transient or endogenous expression of AKR1C3. After quantitative analysis of 

dose-response relationships, all selected BTKis exhibited a synergistic effect with 

DAUN, significantly enhancing the cytotoxic effect of DAUN on cancer cells transiently 

overexpressing AKR1C3. This synergistic effect was verified in the A549 cell line with 

endogenous expression of AKR1C3. Combinations of DAUN with BTKis (ACA, IBR, 

ZAN) led to a decrease in the effective dose of DAUN and an improvement in the 

synergistic parameters as a function of the dose of BTKi. To assess whether the 

synergistic effect of combining DAUN with selected BTKis (TIR, ZAN) is affected by 

changes in AKR1C3 expression, potential alterations in AKR1C3 mRNA levels were 

investigated. The results indicated no upregulation of AKR1C3 mRNA. Furthermore, the 

effect of selected BTKis (TIR, ZAN) on the efflux activity of ABC transporters was 

investigated. Both BTKi significantly inhibited ABC transporters (ABCB1, C1, and G2), 

suggesting an additional mechanism to combat ANT resistance. 

Our findings suggest that BTKis may effectively modulate ANT resistance by 

targeting multiple resistance mechanisms. Combination therapy represents a promising 

approach to improving clinical outcomes in ANT-based cancer treatment.  

  



OBSAH 

1 Úvod ................................................................................................................ 11 

2 Nádorová onemocnění .................................................................................... 12 

2.1 Protinádorová terapie ............................................................................ 12 

2.1.1 Konvenční protinádorová chemoterapie ............................................ 13 

2.1.1.1 Antracyklinová antibiotika ......................................................... 14 

2.1.2 Cílená protinádorová terapie ............................................................. 17 

2.1.2.1 Inhibitory Brutonovy tyrosinkinázy ........................................... 19 

2.1.2.1.1 Ibrutinib ............................................................................... 21 

2.1.2.1.2 Akalabrutinib ....................................................................... 23 

2.1.2.1.3 Zanubrutinib ........................................................................ 24 

2.1.2.1.4 Tirabrutinib .......................................................................... 24 

2.1.2.1.5 Další BTKi v klinických studiích ........................................ 26 

2.2 Léková Rezistence ................................................................................ 27 

2.2.1 Biotransformační enzymy ................................................................. 29 

2.2.1.1 Karbonyl redukující enzymy ...................................................... 30 

2.2.1.1.1 Dehydrogenázy/Reduktázy se středně dlouhým řetězcem .. 31 

2.2.1.1.2 Dehydrogenázy/Reduktázy s krátkým řetězcem ................. 31 

2.2.1.1.3 Aldo-ketoreduktázy ............................................................. 33 

3 Cíle disertační práce ........................................................................................ 37 

4 Materiál a metody ........................................................................................... 38 

4.1 Chemikálie a reagencie ......................................................................... 38 

4.2 Stanovení metabolismu DAUN rekombinantními CRE ....................... 38 

4.3 Kvantifikace hlavního metabolitu DAUN-Olu pomocí UHPLC .......... 39 

4.4 Buněčné kultury .................................................................................... 40 

4.5 Přechodná transfekce buněk HCT116 ................................................... 40 

4.6 Inhibiční studie ...................................................................................... 40 

4.7 Kombinační studie ................................................................................ 41 

4.8 Indukční studie ...................................................................................... 42 

4.9 Akumulační studie ................................................................................ 43 



4.10 Statistická analýza ................................................................................. 43 

5 Výsledky ......................................................................................................... 44 

5.1 Akalabrutinib a ibrutinib a jejich vliv na aktivitu reduktáz přeměňujících 

DAUN na DAUN-OL ............................................................................. 44 

5.1.1 ACA a IBR inhibují redukci DAUN zprostředkovanou reduktázami 

z nadrodin AKR a SDR ..................................................................... 44 

5.1.2 Inhibitory BTK působí proti rezistenci léčby DAUN prostřednictvím 

inhibice AKR1C3 v buněčné linii HCT116 ...................................... 47 

5.1.3 BTKi synergizují cytotoxicitu DAUN v nádorové buněčné linii A549  

  ........................................................................................................... 51 

5.2 Zanubrutinib a jeho inhibiční potenciál k reduktázám z nadrodin AKR a 

SDR ......................................................................................................... 53 

5.2.1 ZAN inhibuje redukci DAUN zprostředkovanou reduktázami 

z nadrodin AKR a SDR ..................................................................... 53 

5.2.2 Vliv ZAN na rezistenci k léčbě DAUN v buněčné linii HCT116 ..... 54 

5.2.3 ZAN překonává rezistenci vůči DAUN v buněčné linii A549 .......... 56 

5.2.4 ZAN zvyšuje akumulaci DAUN inhibicí efluxní aktivity ABC 

transportérů ........................................................................................ 57 

5.2.5 ZAN neovlivňuje expresi AKR1C3 .................................................. 58 

5.3 Tirabrutinib a jeho schopnost inhibovat reduktázy přeměňující DAUN na 

DAUN-OL ............................................................................................... 60 

5.3.1 Interakce TIR s reduktázami z nadrodin AKR a SDR ...................... 60 

5.3.2 TIR synergizuje s DAUN a překonává rezistenci na léčbu ANT 

prostřednictvím inhibice AKR1C3 .................................................... 61 

5.3.3 TIR nemá žádný vliv na intracelulární hladiny exprese AKR1C3 .... 64 

5.3.4 TIR zvyšuje intracelulární hladinu DAUN v intaktních buňkách ..... 64 

6 Diskuse ............................................................................................................ 66 

7 Závěr ............................................................................................................... 71 

8 Zkratky ............................................................................................................ 73 

9 Podíl autorky na publikacích zahrnutých v disertační práci ........................... 76 

10 Podíl autorky na publikacích nevztahujících se k tématu disertační práce .. 77 

11 Konference ................................................................................................... 78 



11.1 Ústní prezentace .................................................................................... 78 

11.2 Posterové prezentace ............................................................................. 78 

12 Seznam použité literatury ............................................................................. 79 

13 Přílohy ..................................................... Chyba! Záložka není definována. 

13.1 Seznam publikací zahrnutých v disertační práciChyba! Záložka není 

definována. 

 

 



11 

 

1 ÚVOD 

Léková rezistence představuje významnou výzvu v moderní medicíně. Tento jev 

může být způsoben širokou škálou biochemických a fyziologických mechanismů, které 

vedou ke snížení účinnosti léčiv a odolávání buněk farmaceutickým zásahům. Rezistence 

se vyskytuje u různých typů infekcí, včetně bakteriálních, virových, plísňových a 

parazitárních onemocnění. Rezistence na antibiotika je jednou z nejkritičtějších oblastí 

zájmu, protože některé bakteriální kmeny si dokázaly vyvinout rezistenci vůči více 

antibiotikům, což představuje vážné komplikace v léčbě (Davies & Davies, 2010). 

Rovněž v terapii nádorových onemocnění představuje rozvoj lékové rezistence hlavní 

překážkou úspěšné léčby. Nádorová onemocnění patří mezi nejzávažnější zdravotní 

komplikace a v roce 2020 byla příčinou bezmála 10 milionů úmrtí (Sung et al., 2021). I 

v tomto případě rezistence nastává, když si nádorové buňky vyvinou obrané mechanismy, 

které vedou ke snížení účinnosti terapie. Mezi tyto mechanismy patří např. mutace 

cílových proteinů, eflux léčiv prostřednictvím lékových transportérů nebo aktivita 

biotransformačních enzymů. Celosvětově incidence nádorových onemocnění stále 

narůstá, což představuje obrovskou fyzickou a emocionální zátěž pro jednotlivce a 

finanční zátěž pro zdravotní systémy. Pochopení a překonání mechanismů rezistence je 

zásadní pro zvýšení účinnosti léčby nádorových onemocnění a zlepšení klinických 

výsledků pacientů. 
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2 NÁDOROVÁ ONEMOCNĚNÍ 

Nádorová onemocnění jsou různorodou skupinou chorob, která může postihovat 

jakýkoliv orgán nebo tkáň v lidském těle. Za normálních podmínek podléhají buňky 

cyklické obnově, která je pod kontrolou řady mechanismů. Charakteristickým rysem 

nádorového onemocnění je selhání v těchto kontrolních mechanismech, které vedou 

k nekontrolovatelné autonomní proliferaci abnormálních buněk, jejich migraci a 

rezistenci vůči apoptóze. Takto změněné buňky mohou napadat okolní tkáně a šířit se do 

dalších orgánů (metastazování) (Zámečník, 2019). 

Mechanismy vzniku nádorových onemocnění jsou poměrně komplexní. Nádorová 

onemocnění jsou řazena mezi genetická onemocnění polygenního charakteru. Vznikají 

ve vícestupňovém procesu přeměnou normálních buněk na nádorové buňky. Postupně 

dochází k celé řadě získaných somatických mutací v genech kontrolujících buněčný 

cyklus a diferenciaci (protoonkogeny a supresorové geny), v genech regulujících 

apoptózu a v genech zodpovědných za reparaci deoxyribonukleové kyseliny (DNA) 

(Motofei, 2018; Zámečník, 2019). 

Tyto mutace mohou vznikat působením různých chemických karcinogenů či záření, 

endogenních faktorů (volné kyslíkové radikály), tak i enviromentálních mutagenů. 

Nejčastěji však vznikají spontánně v důsledku chyb při replikaci a reparaci DNA. 

Izolované mutace jednoho genu zpravidla nevedou k rozvoji maligní transformace buňky. 

Aby se buňka zvrhla v nádorovou, musí se v ní nahromadit více genetických změn 

(Seyfried & Huysentruyt, 2013). 

Významným mechanismem podílejícím se na karcinogenezi jsou epigenetické 

modifikace genové exprese. Nejčastěji se uplatňuje metylace DNA, při které dochází 

k zastavení či obnově transkripce genu i bez změny jeho sekvence DNA, dále 

posttranslační modifikace histonů (např. acetylace, metylace nebo fosforylace). Důležitou 

roli v regulaci genové exprese zastávají ribonukleová kyselina  (RNA) interference, 

zejména mikroRNA (Chik et al., 2011). 

2.1 Protinádorová terapie 

Na počátku 20. století byla léčba založena především na chirurgické resekci nádorů. 

Postupem času technologický vývoj přinesl radioterapii, hormonální terapii a 

chemoterapii. Současně byla vyvinuta také imunoterapie, i když v menším měřítku, ve 
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světle ohromujícího pokroku chemoterapie a radioterapie (DeVita & Chu, 2008; Liauw 

et al., 2013). V dnešní době existuje široká škála terapeutických nástrojů pro péči o 

onkologické pacienty. V klinické praxi se pak běžně kombinuje chemoterapie s jinými 

cytostatiky, cílenými léčivy, radioterapií a chirurgií (Hennequin et al., 2019). 

Neustálý rozvoj v oblasti molekulární patologie nádorových onemocnění umožňuje 

navrhovat nová léčiva, která působí na specifické molekulární cíle, trénovat imunitní 

systém a zvyšovat jeho účinnost, a vyvíjet stále účinnější terapeutické strategie (Pina-

Sanchez et al., 2021).  

2.1.1 Konvenční protinádorová chemoterapie 

Podstatou chemoterapie je podávání různorodých cytotoxických sloučenin, 

souhrnně označovaných jako cytostatika. Cytostatika působí různými mechanismy, 

kterými způsobují poruchy DNA nebo ovlivňují buněčné struktury nutné k dělení buněk. 

Výsledkem je zastavení růstu nebo smrti zasažených buněk (Baudino, 2015).  

Na základě jejich mechanismu účinku mohou být rozdělena na: alkylační činidla, 

která interferují s nukleovými kyselinami, destabilizují DNA během replikace a 

transkripce, což vede k mutacím a vyvolání apoptózy (např. cyklofosfamid); 

antimetabolity, které inhibují syntézu DNA, RNA nebo jejich stavebních bloků 

(metotrexát, 5-fluorouracil); mitotické jedy, které cílí na buněčné pochody spojené s 

dělením buněk neboli mitózou (paklitaxel, vinkristin); inhibitory topoizomeráz, které 

brání správnému odvíjení DNA během replikace a transkripce (topotekan, etoposid); a 

cytotoxická antibiotika, která uplatňují antineoplastické účinky různými mechanismy, 

včetně interkalace DNA, inhibice topoizomeráz či nadměrné tvorby reaktivních forem 

kyslíku (ANT). Právě touto skupinou chemoterapeutických látek se budeme v této 

disertační práci zabývat podrobněji. Dále se v konvenční chemoterapii uplatňují hormony 

a příbuzné látky (glukokortikoidy, progestiny, antiestrogeny, antiandrogeny), enzymy (L-

asparagináza) či hydroxyurea (Galluzzi et al., 2015; Goodman & Gilman, 2018). 

Chemoterapie je založena na inhibici dělení rychle proliferujících buněk, což je 

charakteristické pro nádorové buňky. Avšak současně chemoterapie ovlivňuje i normální 

buňky s rychlou proliferací, jako jsou buňky gastrointestinálního traktu, kostní dřeně a 

vlasové folikuly. Chemoterapie má proto řadu nežádoucích účinků, jako jsou změny v 

krevním obrazu, změny na sliznicích zažívacího traktu, alopecie, průjem a nespočet 

dalších (Perez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).  
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2.1.1.1 Antracyklinová antibiotika 

ANT jsou třídou silných chemoterapeutických činidel široce používaných při léčbě 

mnoha forem nádorových onemocnění, například rakoviny prsu, leukémií, lymfomů a 

sarkomů. Byly objeveny v 60. letech 20. století a rychle se staly základními kameny 

v léčbě nádorových onemocnění díky své širokospektrální protinádorové aktivitě 

(Minotti et al., 2004). Prvním zástupcem byl daunorubicin (DAUN; daunomycin), který 

byl poprvé izolován z bakterie Streptomyces peucetius. Záhy následoval doxorubicin 

(DOX; adriamycin) izolovaný ze Streptomyces peucetius var. Caesius (Grein, 1987).  

Ve snaze zlepšit terapeutický index bylo připraveno mnoho jejich analogů. 

Idarubicin (IDA), derivát DAUN; a epirubicin, semisyntetický derivát DOX, jsou analogy 

přirozeně produkovaných ANT. Liší se jen nepatrně chemickou strukturou, ale mají 

poněkud odlišný farmakokinetický profil. DAUN a IDA se primárně používají u akutních 

leukémií, zatímco DOX a epirubicin vykazují aktivitu proti široké škále solidních 

nádorových onemocnění (Edwardson et al., 2015). 

 

Obr. 1 Chemické struktury vybraných ANT 

Protinádorová aktivita ANT je primárně připisována jejich schopnosti interkalovat 

do DNA, narušit funkci topoizomerázy II, vytvářet volné radikály a indukovat apoptózu. 
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Tyto mechanismy společně narušují základní procesy, vedou k inhibici replikace a 

transkripce DNA, což nakonec vede ke smrti nádorových buněk (Mattioli et al., 2023). 

Prvním z mechanismů, kterými ANT uplatňují své protinádorové účinky je interkalace 

DNA. Tento proces zahrnuje inzerci molekuly ANT mezi páry bází v molekule DNA a 

inhibici syntézy makromolekul nezbytných pro přežití buněk, čímž přímo ovlivňují 

transkripci, replikaci a reparaci DNA (Minotti et al., 2004). Kromě toho působí také jako 

tzv. topoizomerázové jedy. Vyvolávají nevratné poškození DNA tvorbou ternárního 

komplexu ANT-topoizomeráza-DNA. Topoizomeráza II je klíčový enzym pro replikaci 

a transkripci DNA, který indukuje dvouřetězcové zlomy na 3'-fosfátovém skeletu, čímž 

umožňuje průchod řetězce a odvíjení nadšroubovicového vinutí DNA. Tvorbou 

ternárního komplexu s ANT dochází ke stabilizaci komplexu DNA-topoizomeráza II, což 

vede k zástavě replikace, k inhibici opětovné vazby řetězců DNA, akumulaci zlomů a 

následně k apoptóze (Nitiss, 2009). 

Předpokládalo se, že k cytotoxickým účinků ANT by mohla dále přispívat tvorba 

volných radikálů, zejména reaktivní formy kyslíku (ROS). Mechanismus toho procesu 

zůstává stále nejasný, avšak zvýšený počet ROS a přítomnost deoxyaglykonu v moči po 

podání ANT naznačuje možnost tohoto mechanismu (Shandilya et al., 2020) (Bachur, 

1979). 

Kromě toho mohou ANT způsobit i jiné typy poškození, např. indukci apoptózy 

prostřednictvím komplexních signálních drah, zesíťování DNA tvorbou aduktů 

s formaldehydem, narušení telomer a genové stability interakcí s telomerickou DNA, 

narušení proteasomální funkce či peroxidace lipidů důsledkem tvorby ROS (Minotti et 

al., 2004).  

Ačkoli jsou ANT ceněny pro svou širokospektrální protinádorovou aktivitu, jejich 

klinické použití je omezeno mnoha vedlejšími účinky, jako je nauzea, zvracení, průjem, 

alopecie, gastrointestinální poruchy a útlum kostní dřeně, až po dlouhodobé vedlejší 

účinky, jako kardiotoxicita či malignity související s léčbou. Riziko nežádoucích účinků 

závisí na dávce, délce léčby a individuálních rizikových faktorech pacienta (Mattioli et 

al., 2023). 

Kardiotoxicita je nejvýznamnějším a nejlépe prozkoumaným vedlejším účinkem, 

který může mít za následek srdeční kontraktilní dysfunkci, kardiomyopatii, ventrikulární 

dysfunkci, syndrom perikarditidy-myokarditidy, arytmie a srdeční selhání 

(Shinlapawittayatorn et al., 2022). Nejnebezpečnější je chronická forma toxicity, kdy 

dochází k ireverzibilním změnám v morfologii myocytů a jejich následné smrti. Tyto 
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změny mohou v dlouhodobém horizontu progredovat až do městnavého srdečního selhání 

(Mattioli et al., 2023). Molekulární mechanismy ANT-dependentní kardiotoxicity jsou 

prakticky stejné jako mechanismy působení léčiva na nádorová onemocnění, včetně 

interkalace DNA, inhibice topoizomerázy II, indukce oxidačního stresu a apoptózy 

(Mattioli et al., 2023). Léčba kardiotoxicity zůstává i dnes velmi obtížná, protože přesná 

příčina jejího vzniku není zcela objasněna. Hlavním cílem tedy zůstává její prevence nebo 

omezení. Nejjednodušším přístupem je úprava dávkovacího režimu, např. prodloužení 

intervalu mezi jednotlivými dávkami (van Dalen et al., 2016). Další strategií v prevenci 

kardiotoxicity je použití liposomálních formulací ANT (Xing et al., 2015) nebo jejich 

analogů. Avšak v případě analogů bylo prokázáno, že při srovnání s protinádorovou 

účinností je incidence kardiotoxicity podobná (Iarussi et al., 2005). Široce zkoumanou 

oblastí je farmakologická kardioprotekce, kde se nejčastěji používá dexrazoxan, chelátor 

železa, který snižuje tvorbu ROS (McGowan et al., 2017).  

Spolu s kardiotoxicitou indukuje ANT chemoterapie také rezistenci na ANT, která 

je hlavní příčinou selhání chemoterapie u nádorových onemocnění. Existuje mnoho 

mechanismů zodpovědných za vznik ANT rezistence, mezi něž patří změna/mutace 

topoizomerázy II, změny intracelulární koncentrace ANT, změny metabolismu ANT, 

změny v indukci proliferace, DNA reparačních drahách či v inhibici apoptózy (Mattioli 

et al., 2023). Významným mechanismem přispívajícím k rezistenci vůči ANT je jejich 

metabolismus biotransformačními enzymy. ANT jsou metabolizovány třemi hlavními 

dráhami: redukcí, tvorbou semichinonu a tvorbou deoxyaglykonu. Vlivem těchto drah 

dochází k dramatickému snížení cytotoxických účinků (Edwardson et al., 2015). Heiben 

et al. popsali roli biotransformačních enzymů, konkrétně aldo-ketoreduktáz, v rezistenci 

na ANT. Poukázali na to, že zatímco exogenně přidaný DOX se lokalizuje v jádře buněk 

prsního nádoru, exogenní doxorubicinol (DOX-OL) se hromadí v lysozomech. To 

naznačuje, že redukce ANT brání vstupu léčiva do jádra. Navíc pozorovali, že DOX-OL 

má ve srovnání s DOX výrazně nižší afinitu k DNA, což může být také důvodem 

nedostatečné lokalizace DOX do jádra buněk (Heibein et al., 2012). 

Zavedení ANT do klinické praxe představovalo jeden z největších úspěchů moderní 

onkologie. Navzdory jejich nežádoucím vedlejším účinkům a často vznikající rezistenci 

mají ANT stále nezastupitelnou roli v léčbě mnoha nádorových onemocnění. Tento fakt 

neustále pohání výzkum zaměřený na zlepšení jejich účinnosti a bezpečnosti při léčbě, 

stejně jako na jejich kombinaci s jinými léčivy za účelem dosažení vyšší terapeutické 

účinnosti (Mattioli et al., 2023). 



17 

 

2.1.2 Cílená protinádorová terapie 

Nedostatečná specifita chemoterapie a s ní související nežádoucí vedlejší účinky 

vedly k vývoji molekulárně cílených terapií, které ovlivňují procesy přímějším a 

specifičtějším způsobem. Z farmakologického hlediska je cílem dosáhnout vysoké 

koncentrace nebo aktivity léčiv ve specifických tkáních a zároveň minimalizovat jejich 

akumulaci v ostatních tkáních, a tím dosáhnout vyšší účinnosti a nižší toxicity (Min & 

Lee, 2022).  

Myšlenkou této terapie je blokovat specifické molekulární dráhy, které u 

nádorových buněk řídí růst a progresi nádorového onemocnění. Cílem je inhibice 

klíčových signálních mechanismů zapojených do buněčné proliferace, přežití, 

angiogeneze a metastáz, tj. molekulární cíle (receptory, růstové faktory, kinázové 

kaskády nebo molekuly související s apoptózou a angiogenezí), které jsou nadměrně 

exprimovány nebo mutovány v nádorových buňkách. Dále stimulovat imunitní systém 

nebo zacílit podávání chemoterapeutických látek specificky proti nádorovým buňkám, 

čímž se minimalizuje množství zasažených normálních buněk a zamezuje vzniku 

nežádoucích vedlejších účinků (Goodman & Gilman, 2018; Perez-Herrero & Fernandez-

Medarde, 2015). 

Hnacími faktory progrese nádorových onemocnění jsou onkogenní dráhy v 

maligních buňkách samotných (např. mutantní receptory a kinázy), reakce nádorového 

mikroprostředí (např. angiogeneze) a únik maligních buněk z imunitního dozoru hostitele. 

Na základě toho jsou primárními nástroji pro zacílení onkogenních drah monoklonální 

protilátky a inhibitory kináz s malou molekulou (Hanahan & Weinberg, 2011; Perez-

Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).  

Monoklonální protilátky jsou jedinečné ve své schopnosti přímo zabíjet nádorové 

buňky. Zaměřují se na extracelulární ligandy (např. bevacizumab cílí na VEGF), 

membránové receptory (např. trastuzumab cílí na HER2, cetuximab a panitumumab cílí 

na EGFR) a membránově vázané proteiny, jako jsou receptory růstových faktorů nebo 

receptorové ligandy (např. rituximab cílí na CD20) (Min & Lee, 2022; Zahavi & Weiner, 

2020).  

Nízkomolekulární inhibitory kináz mohou vstupovat do buněk a interagovat s 

intracelulárními cíli zapojenými do signalizace nádorových buněk, z nichž mnohé jsou 

kinázy. Často inhibují více enzymů s různou selektivitou, a proto mají pravděpodobně 

širší spektrum cílů a produkují širší spektrum požadovaných účinků, ale i účinků mimo 
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cíl a nežádoucích účinků než monoklonální protilátky (Goodman & Gilman, 2018). 

Většina inhibitorů inhibuje proteinkinázy, které jsou zapojené do transformace, růstu, 

proliferace a přežití nádorových buněk. Proteinové kinázy lze dělit na receptorové 

tyrosinkinázy, nereceptorové (cytoplazmatické) tyrosinkinázy, serin/threoninkinázy a 

lipidové kinázy na základě jejich subcelulární lokalizace, typu substrátu a charakteristické 

roli v nádorovém onemocnění (Garcia-Aranda & Redondo, 2017). Inhibitory 

proteinkináz působí vazbou na tyto kinázy v různých konformacích, aby inhibovaly jejich 

aktivitu. Inhibitory kinázy typu I se vážou na adenosintrifosfát (ATP)-vazebnou kapsu 

aktivní konformace enzymu. Část inhibitorů typu I a inhibitory typu II se vážou enzym v 

neaktivní konformaci. Inhibitory typu III a typu IV alostericky potlačují aktivitu kinázy 

vazbou v kinázové doméně, buď vedle kapsy vázající ATP, nebo vzdálené od kapsy 

vázající ATP. Inhibitory typu V působí jako bivalentní inhibitory vázající se na dvě různé 

části kinázového laloku. Inhibitory typu VI jsou kovalentní inhibitory (Bhullar et al., 

2018).  

Dalšími nástroji v cílené léčbě jsou hormonální činidla, jako jsou antagonisté 

estrogenového receptoru (ER) a inhibitory aromatázy, které se používají k léčbě 

hormonálně závislému karcinomu prsu (Min & Lee, 2022). Dále se využívají cílená 

cytotoxická činidla, která mohou být konjugována s monoklonálními protilátkami či 

peptidovými ligandy, nebo zahrnuta do nanonosičů (např. metotrexát, inhibitor 

dihydrofolátreduktázy). Tímto způsobem se překonává nedostatek specifičnosti 

konvenční chemoterapie, což umožňuje dosáhnout vyšších koncentrací cytotoxických 

molekul v nádorové tkáni a snížit periferní toxicitu (Peters, 2019). 

Ve srovnání s konvenční chemoterapií mají cílená terapeutická činidla výrazné 

protinádorové účinky s méně vedlejšími účinky. Nicméně i při cílené terapii dochází 

k určité úrovni interference s fyziologickými signálními drahami a tím k výskytu 

vedlejších účinků. Nejčastěji se objevuje únava, nevolnost, kožní a gastrointestinální 

toxicita, jako jsou vyrážky a průjem (Lacouture & Sibaud, 2018). Podobně jako u 

konvenční chemoterapie i cílená terapie je ohrožena vznikem lékové rezistence, např. 

mutace v kinázových doménách (např. EGFR T790M) (Sharma et al., 2007) či aktivace 

bypassových signálních drah (Wheeler et al., 2010). 

Molekulárně cílené terapie způsobily revoluci v léčbě nádorových onemocnění a 

poskytují účinné možnosti s obecně menším množstvím vedlejších účinků ve srovnání s 

tradiční chemoterapií. Přestože dosahují vynikajících výsledků u vybraných typů nádorů, 

není pravděpodobné, že by v dohledné době nahradily cytotoxické látky. Klinické studie 
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spíše prokázaly silnou synergii mezi cílenými molekulami a konvenčními 

chemoterapeutiky, díky čemuž jsou často kombinovány (Min & Lee, 2022). 

2.1.2.1 Inhibitory Brutonovy tyrosinkinázy 

Brutonova tyrosinkináza (BTK) je nereceptorová tyrosinkináza nezbytná v signální 

dráze B-buněčného receptoru (BCR), která hraje klíčovou roli ve vývoji, diferenciaci a 

funkci B-lymfocytů. Byla objevena v roce 1993, kdy mutace v různých doménách BTK 

se ukázaly jako příčina dědičného onemocnění X-vázané agamaglobulinémie, které je 

charakterizováno zástavou vývoje B-lymfocytů a hlubokou humorální imunitní 

nedostatečností (Vetrie et al., 1993)  

Spolu s dalšími čtyřmi kinázami patří BTK do rodiny TEC nereceptorových 

tyrosinkináz. Jeho gen kóduje protein o 659 aminokyselinách, který obsahuje pět různých 

proteinových interakčních domén, včetně homologní domény SRC (SH) (pojmenované 

SH3 a SH2) a kinázové domény s enzymatickou aktivitou (Bradshaw, 2010; Brullo et al., 

2021; Hyvonen & Saraste, 1997; Wen et al., 2021). Domény SH2 a SH3 obsahují 

autofosforylační místo Tyr223, zatímco katalytická doména obsahuje dvě fosforylační 

místa (Tyr551 a Cys481) cílená ireverzibilními inhibitory. Tyto strukturální 

charakteristiky jsou zásadní pro návrh různých typů inhibitorů BTK (BTKi) (Bradshaw, 

2010). BTK je v podstatě cytoplazmatický protein, který je prostřednictvím interakce 

jedné z jeho domén s fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfátem (PIP3) přechodně translokován 

do membrány v rámci zapojení do signalizačních drah (Hendriks et al., 2014; 

Satterthwaite et al., 1997). 

 

Obr. 2 Struktura nereceptorové tyrosinkinázy BTK. Převzato z: (Pal Singh et al., 2018)  

Krátce po svém objevení byla popsána primární role BTK v downstream signalizaci 

B-lymfocytů zprostředkované BCR (Hendriks et al., 2014; Mao et al., 2001). Tento 

receptor je exprimován na povrchu B-lymfocytů a jeho exprese je nezbytná pro přežití 

během několika fází vývoje B-lymfocytů, ale také ve zralých, klidových B-lymfocytech 

(Kraus et al., 2004; Niiro & Clark, 2002). BCR se skládá ze dvou identických těžkých a 

lehkých imunoglobulinových řetězců spojených disulfidickými můstky (Gauld et al., 

2002). Imunoglobulinové řetězce BCR jsou nekovalentně asociovány se signálními 
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proteiny BCR CD79A (Igα) a CD79B (Igβ), které po navázání antigenu podléhají 

fosforylaci na imunoreceptorových aktivačních motivech na bázi tyrosinu (ITAM) 

kinázami rodiny SRC. Fosforylované ITAM mají široké spektrum interakcí s 

adaptorovými molekulami a kinázami, včetně SYK kinázy, která je spolu s kinázami 

rodiny SRC schopna fosforylovat a aktivovat BTK (Afar et al., 1996; Cheng et al., 1994).  

K aktivaci BTK dochází ve dvou krocích. Po translokaci do buněčné membrány je 

BTK nejprve fosforylována v poloze Y551 v kinázové doméně BTK kinázami rodiny 

SYK a SRC (Rawlings et al., 1996). Fosforylace BTK na Y551 podporuje její 

katalytickou aktivitu a následně vede k její autofosforylaci na pozici Y223 v doméně SH3 

(Park et al., 1996). Předpokládá se, že druhá fosforylace stabilizuje aktivní konformaci a 

plně aktivuje BTK kinázu (Marcotte et al., 2010). Takto aktivovaná kináza může být 

zapojena v přenosu signálu v signalizační kaskádě BCR, klíčové dráze B-lymfocytů 

(Hendriks et al., 2014).  

BTK je zapojena do mnoha dalších signálních drah v B-lymfocytech, včetně 

signalizace Fc receptoru (Chang et al., 2011; Jongstra-Bilen et al., 2008; Nimmerjahn & 

Ravetch, 2008), Toll-like receptoru (TLR) a chemokinových receptorů CXCR4 a CXCR5 

spojených s G-proteinem, které jsou nezbytné pro transport a navádění B-buněk do tkání 

(Bajenoff et al., 2006; de Gorter et al., 2007; Ortolano et al., 2006). Kináza BTK není 

omezena pouze na B-lymfocyty, ale je exprimována ve většině buněčných linií 

hematopoetického systému, s výjimkou T-lymfocytů. V myeloidních buňkách se účastní 

různých signálních drah. Mutace v těchto signálních drahách vedou k rozvoji 

B-buněčných malignit a autoimunitních onemocnění (Pal Singh et al., 2018). 

Hromadí se důkazy, že aktivita BTK je klíčová pro buněčné přežití a proliferaci 

leukemických B-lymfocytů, jejich retenci v lymfatických tkáních a interakce s buňkami 

mikroprostředí nádoru (Pal Singh et al., 2018). V případě chronické lymfocytární 

leukemie (CLL) signalizace BTK podstatně přispívá k zahájení nebo udržení CLL. 

Onemocnění je charakterizováno akumulací neproliferujících monoklonálních CD5+ 

zralých B-buněk v krvi, které vykazují chronickou signalizaci zprostředkovanou BCR 

(Muzio et al., 2008). V souladu s chronickou aktivací BCR vykazují CLL buňky 

nadměrnou expresi a konstitutivní fosforylaci BTK, která je nezbytná pro dráhy zapojené 

do přežití buněk, včetně AKT, ERK a NF-KB (Herman et al., 2011; Ponader et al., 2012; 

Singh et al., 2017). Podobně je tomu i u lymfomu z plášťových buněk (MCL). MCL 

vzniká z maligní transformace B-lymfocytů v plášťových zónách lymfatických tkání 

obklopujících germinální centra. BTK je v případě buněk MCL silně exprimována a 
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konstitutivně I v případě MCL buněk je BTK silně exprimována a konstitutivně 

fosforylována na Y223, což je klíčové pro retenci v lymfatických tkáních (Chang et al., 

2013). Také další onemocnění sdílejí společné patogenní mechanismy zahrnující BTK a 

souvisejících signální dráhy, včetně Waldenströmovy makroglobulinémie (WM) (Yang 

et al., 2013), mnohočetného myelomu (MM) (Tai et al., 2012), folikulárního lymfomu 

(FL), lymfomu marginální zóny (MZL), a difuzního velkobuněčného B lymfomu 

(DLBCL) s podtypem lymfomu podobným aktivovaným B-lymfocytům (ABC) (Davis et 

al., 2010). 

Vzhledem k tomu, že široká škála důkazů poukazuje na zásadní roli BTK 

signalizace u nejběžnějších typů B-buněčných lymfoproliferativních onemocnění, 

existuje v současné době značný zájem o inhibici BTK jako protinádorovou terapii nejen 

u B-buněčných malignit, ale také u dalších hematologických malignity a solidní nádorů 

(Grassilli et al., 2016; Kokabee et al., 2015). Během několika posledních let bylo 

vynaloženo značné úsilí na vývoj BTKi. Na základě mechanismů účinku a vazebných 

režimů lze BTKi rozdělit do dvou skupin: ireverzibilní inhibitory, charakterizované 

Michaelovou akceptorovou skupinou schopnou vytvořit kovalentní vazbu s cysteinovým 

zbytkem Cys481 v ATP-vazebném místě BTK; a reverzibilní inhibitory, které se vážou 

na specifickou kapsu v doméně SH3 prostřednictvím slabých, reverzibilních interakcí 

(např. vodíkových vazeb nebo hydrofobních interakcí), čímž způsobuje neaktivní 

konformaci enzymu. Nedávno se objevil nový typ hybridních BTKi, které jsou schopny 

vytvářet reverzibilní kovalentní vazby se zbytkem Cys481 a dočasně inaktivovat enzym 

(Liang et al., 2018).  

2.1.2.1.1 Ibrutinib 

Ibrutinib (Imbruvica®; IBR) je ireverzibilní inhibitor BTK první generace. 

Kovalentně se váže na cysteinový zbytek (Cys-481) v blízkosti ATP-vazebné kapsy 

kinázové domény BTK, čímž dochází k trvalé inhibici kinázové aktivity BTK a 

downregulaci signalizace NF-Kβ. Tímto mechanismem drasticky snižuje růst nádoru a 

podporuje apoptózu (Brown, 2013; Saleh et al., 2017). Kromě inhibice BTK ovlivňuje 

také další kinázy rodiny TEC, jako je interleukin-2-indukovatelná T-buněčná kináza 

(ITK), čímž modifikuje buněčnou adhezi v mikroprostředí nádoru, moduluje chemotaxi 

a signalizaci mezi buňkami (Li et al., 2018). 
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IBR byl prvním BTKi schváleným a testovaným v klinických studiích u pacientů 

s B-buněčnými lymfomy (Brown, 2013). V roce 2013 úřad pro kontrolu potravin a léčiv 

(U.S. Food and Drug Administration; FDA) schválil IBR k léčbě pacientů s MCL a v roce 

2014 přidal také schválení pro léčbu pacientů s CLL (de Claro et al., 2015). Dále byl 

schválen k léčbě WM, MZL, malého lymfocytárního lymfomu (SLL) a u pacientů 

s chronickou reakcí štěpu proti hostiteli (cGVHD) (FDA, 2024c). 

 

Obr. 3 Chemická struktura IBR 

Kromě BTK vykazuje IBR významnou inhibiční aktivitu proti 10 dalším 

proteinkinázám, včetně B-lymfoidní tyrosinkinázy (BLK), kinázy kostní dřeně na 

chromozomu X (BMX), nereceptorové tyrosinkinázy (TEC), také blokuje aktivaci 

receptoru epidermálního růstového faktoru (EGFR), receptoru lidského epidermálního 

růstového faktoru 2 (HER2), receptoru Erb-B2 tyrosinkinázy 3 (ErbB3) a receptoru Erb-

B2 tyrosinkinázy 4 (ErbB4), čímž dosahuje zvýšené apoptózy buněk karcinomu prsu 

(Honigberg et al., 2010; Chen et al., 2016; Wang et al., 2016). Tyto nespecifické vazby 

jsou způsobeny ekvivalentními cysteinovými zbytky v aktivních místech jiných kináz 

(Liu et al., 2013). Nedostatek selektivity přináší řadu nežádoucích účinků souvisejících 

s léčbou, nejčastěji průjem, únava, nevolnost, infekce horních cest dýchacích, 

neutropenie, anémie, dermatologické problémy a kardiální nežádoucí příhody včetně 

hypertenze a fibrilace síní (Coutre et al., 2019; Treon et al., 2015). 
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Je ale důležité zdůraznit, že díky necílené inhibici EGFR, ITK a dalších, může IBR 

cílit na jiné onkogenní dráhy než BTK v nádorových buňkách a působit jako modulátor 

T-buněk v kombinované imunoterapii. Je ironií, že nové, vysoce selektivní BTKi nemusí 

mít tyto potenciálně cenné „vedlejší účinky“ IBR (Lin et al., 2020; Pal Singh et al., 2018).  

2.1.2.1.2 Akalabrutinib 

Akalabrutinib (Calquence®; ACA) je ireverzibilní inhibitor BTK druhé generace 

schválený FDA k léčbě relabujících/refrakterních (R/R) MCL, CLL a SLL (FDA, 2024b).  

 

Obr. 4 Chemická struktura ACA 

BTKi druhé generace byly navrženy tak, aby maximalizovaly účinky a selektivní 

obsazení BTK se sníženou aktivitou proti necílovým kinázám. ACA se kovalentně váže 

na C481, avšak s vyšší selektivitou a účinností. Specificky inhibuje BTK bez ovlivnění 

EGFR, ITK nebo TEC, čímž je minimalizován výskyt vedlejší účinků (Wu et al., 2016). 

Ve srovnání s IBR má tedy ACA vyšší stupeň specifity pro BTK (Barf et al., 2017). U 

pacientů s CLL léčených ACA došlo k významnému snížení výskytu kardiovaskulární 

toxicity, především fibrilace síní a k poklesu přerušení léčby související s nežádoucími 

účinky oproti léčbě IBR (Byrd et al., 2021). 
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I přesto, že byl ACA optimalizován tak, aby byl selektivnější, stále způsobuje 

některé nežádoucí účinky. Nejčastěji se jedná o bolesti hlavy, průjem, infekce horních 

cest dýchacích, nevolnost a únava (Furman et al., 2021).  

2.1.2.1.3 Zanubrutinib 

Zanubrutinib (Brukinsa®; ZAN) je ireverzibilní inhibitor BTK druhé generace, 

který byl schválen FDA pro léčbu dospělých pacientů s MCL, WM, MZL, CLL a SLL 

(FDA, 2024a). 

 

Obr. 5 Chemická struktura ZAN 

Stejně jako předchozí inhibitory se i ZAN kovalentně váže na C481 v aktivním 

místě BTK, aby inhiboval aktivitu BTK. ZAN si ve své struktuře zachovává elektrofilní 

akrylamidovou a difenyletherovou skupinu IBR, ale neobsahuje pyrimidinový kruh. Díky 

tomuto strukturnímu rozdílu je ZAN selektivnější a vykazuje srovnatelně nižší 

mimocílovou aktivitu než IBR pro strukturně příbuzné kinázy, jako je EGFR, ITK a TEC 

(Liu et al., 2021). Díky tomu má mnohem méně vedlejších účinků než IBR, včetně 

sníženého výskytu fibrilace síní, kardiovaskulární toxicity, hypertenze a krvácení (Tam 

et al., 2022). Nejčastějšími vedlejšími účinky byly infekce horních cest dýchacích, 

vyrážka, kontuze, bolesti, neutropenie a průjem (Tam et al., 2022). 

2.1.2.1.4 Tirabrutinib 

Tirabrutinib (Velexbru®; TIR) je dalším ireverzibilní inhibitor BTK druhé 

generace, specifitou podobný ACA. Byl schválen pro léčbu rekurentního nebo 
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refrakterního primárního lymfomu centrálního nervového systému (PCNSL) a později 

pro WM japonskou agenturou pro farmaceutické a zdravotnické prostředky 

(Pharmaceuticals and Medical Devices Agency) (Dhillon, 2020). 

 

Obr. 6 Chemická struktura TIR 

TIR působí specificky na Cys481 za vzniku ireverzibilní inhibice fosforylace 

tyrosinkinázy. Inhibuje BTK s hodnotou poloviční maximální inhibiční koncentrace 

(IC50) čtyřikrát vyšší než IBR. Avšak hodnoty IC50 pro příbuzné tyrosinkinázové rodiny 

Src (Lck, Lyn, Fyn) jsou významně vyšší, což naznačuje, že TIR má vyšší selektivitu pro 

BTK než IBR (Liu et al., 2021). 
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Obr. 7 Účinek a selektivita vybraných BTKi, převzato z: (Kaptein et al., 2018). 

2.1.2.1.5 Další BTKi v klinických studiích 

Dalším schváleným BTKi je orelabrutinib, ireverzibilní inhibitor druhé generace, 

který získal v Číně podmíněné schválení pro léčbu pacientů s MCL a CLL/SLL, kteří 

podstoupili alespoň jednu předchozí terapii (Dhillon, 2021). 

Mimo výše zmíněné BTKi se klinické studie zabývají stále novějšími 

ireverzibilními inhibitory druhé generace, jako jsou např. branebrutinib (Watterson et al., 

2019) a evobrutinib (Jurczak et al., 2021) (navrženy k léčbě autoimunitních onemocnění) 

či spebrutinib (Brown et al., 2016). 

I přes zlepšenou selektivitu BTKi druhé generace, ireverzibilní vazba stále 

představuje riziko selektivity, protože asi 10 dalších lidských kináz obsahuje ekvivalentní 

zbytky Cys v aktivních místech (Liu et al., 2013). Také mutace na BTK Cys481 

významně snižují účinnost a způsobují vznik rezistence (Woyach et al., 2014). I proto 

existuje zájem o vývoj BTKi třetí generace s novými vazebnými mechanismy. Mezi 

BTKi třetí generace řadíme např. BMS-986142, fenebrutinib, nemtabrutinib, 

pirtobrutinib, rilzabrutinib či vecabrutinib (Alu et al., 2022). Za zmínku stojí vysoce 

selektivní pirtobrutinib schválený v roce 2023 pro léčbu MCL, CLL a SLL (FDA, 2024d). 
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2.2 Léková Rezistence 

Lékovou rezistenci lze definovat jako schopnost nádorového onemocnění vyvinout 

si obrané mechanismy, které vedou ke snížení účinnosti terapie. To představuje hlavní 

překážku v léčbě nádorových onemocnění a ovlivňuje celkové přežití pacienta 

(Gottesman, 2002). První zmínka o rezistenci se začala objevovat v souvislosti 

s bakteriemi a jejich rezistencí vůči určitým antibiotikům (Davies & Davies, 2010). 

Později byly pozorovány identické mechanismy i u jiných nemocí, včetně nádorových 

onemocnění (Szakacs et al., 2014).  

V zásadě lze lékovou resistenci rozdělit do dvou typů: vrozená a získaná rezistence. 

Již v raných stádiích jsou nádorová onemocnění tvořena heterogenní populací buněk 

s různou citlivostí na terapii. Výsledkem je, že každá nádorová buňka exprimuje různé 

pole genů lékové rezistence (Gottesman, 2002). V průběhu terapie dochází k zmenšení 

nádorové populace, avšak vzhledem k její heterogenitě existuje určité procento 

nádorových buněk, které jsou vůči léčbě rezistentní a přežívají. Tyto buňky bývají často 

tzv. nádorové kmenové buňky, které bývají příčinou recidivy onemocnění. Vrozená 

rezistence je tedy schopnost nádorových buněk odolávat léku ještě před jeho podáním 

(Wang et al., 2019). Příkladem může být dobře zdokumentovaná vrozená rezistence u 

pacientů s BRAF-mutantním melanomem léčených inhibitory BRAF, jako je 

vemurafenib a dabrafenib. U pacientů s mutací BRAF V600E dochází ke ztrátě tumor 

supresorového genu PTEN, který vede k aktivaci dráhy PI3K/AKT, která může 

podporovat přežití a proliferaci buněk nezávisle na signalizaci BRAF (Flaherty et al., 

2010; Chapman et al., 2011). 

Naopak získaná rezistence se rozvíjí až po podání léčiva, kdy jsou citlivé nádorové 

buňky postupně eradikovány a rezistentní buňky přetrvávají. Genetická a epigenetická 

nestabilita nádorových buněk vede k postupnému získávání dalších genetických a 

epigenetických abnormalit, které významně přispívají k získané lékové rezistenci (Wang 

et al., 2019). Příkladem získané rezistence je získaná mutace v genu BCR-ABL u pacientů 

s CML. Mutace T315I v genu BCR-ABL vede ke konformační změně v kinázové 

doméně, která brání účinné vazbě tyrosinkinázových inhibitorů, jako je imatinib (Jabbour 

et al., 2008). 

Lékovou rezistenci lze dále rozdělit na farmakodynamickou a farmakokinetickou. 

Rezistence spojená s farmakodynamickým mechanismem může být způsobena změnou 

cíle léčiva nebo jeho efektorových struktur, změnou v DNA reparačních drahách či 
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defekty v apoptóze. Nejčastěji se jedná o mutace cílových proteinů nebo vzájemné 

ovlivňování různých signálních drah (cross-talk) (Shelton et al., 2016). Mutace cílových 

proteinů primárně narušují vazebný potenciál molekul léčiv tím, že mění topologii 

vazebného místa. Příkladem může být již zmíněná mutace T315I v genu BCR-ABL 

(Jabbour et al., 2008). Naproti tomu mechanismus cross-talk zahrnuje prolínání dvou 

signálních drah, které disponují složkami se stejnou funkcí v obou drahách. Příkladem 

může být selektivní modulace signální dráhy ER, jejíž fungování je kompenzováno 

signální dráhou HER2 v důsledku křížení těchto dvou drah, což vede k neúčinnosti léčby 

(Chen et al., 2015). 

Na druhé straně, farmakokinetické mechanismy rezistence zahrnují buď eflux léčiv 

prostřednictvím lékových transportérů přítomných na buněčných membránách nebo 

degradaci léčiv biotransformačními enzymy (Alfarouk et al., 2015; Rochat, 2009; 

Vadlapatla et al., 2013). 

Jedním z nejvíce studovaných mechanismů lékové rezistence je snížená akumulace 

léčiv zvýšením efluxu, tedy transportu léčiv ven z buněk. Primárně je zprostředkován 

prostřednictvím energeticky závislých transmembránových transportních proteinů, 

známých jako ATP-binding cassette (ABC) proteiny (Vasiliou et al., 2009). Transportéry 

lze identifikovat podle dvou jedinečných domén: vysoce konzervované nukleotidové 

vazebné domény (NBD) a variabilnější transmembránové domény (TMD) (Kiss et al., 

2015; Locher, 2009). Po navázání substrátu na transmembránovou doménu dochází 

k hydrolýze ATP na vazebném místě nukleotidu, která vede ke konformačním změnám a 

k vypuzení substrátu z buňky (Schneider & Hunke, 1998).  

ABC transportéry jsou přítomny na plazmatické membráně buněk, kde mají různé 

klíčové funkce, včetně regulace iontů, lipidů, hormonů a aktivního efluxu xenobiotik 

(Vasiliou et al., 2009). Zvýšení exprese těchto transportérů vede k celkovému snížení 

intracelulární koncentrace léčiv, a nakonec k necitlivosti na chemoterapeutika (Michael 

& Doherty, 2005; Ramos et al., 2021). Bylo identifikováno přibližně 48 členů ABC 

transportérů, z nichž nejvýznamnější v lékové rezistenci jsou: permeabilní glykoprotein 

(P-gp, MDR1, ABCB1), protein spojený s mnohočetnou lékovou rezistenci 1 (MRP1, 

ABCC1) a breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2) (Bailey-Dell et al., 2001). 

Všechny tři zmíněné transportéry mají širokou substrátovou specifitu a jsou schopny 

odvádět z buněk celou řadu strukturně nesouvisejících léčiv, čímž chrání nádorové buňky 

před mnoha chemoterapiemi. Tento jev je známý jako mnohočetná léková rezistence 

(Housman et al., 2014). 
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Ve srovnání s transportéry je mnohem méně prozkoumána role biotransformačních 

enzymů, které stojí za změnou struktury xenobiotik. V nádorových buňkách dochází k 

jejich deaktivaci a redukci jejich parentní účinné formy (Vadlapatla et al., 2013). 

Biotransformační enzymy jsou lokalizovány především v játrech a ledvinách, v menší 

míře i v dalších orgánech, ale lze je nalézt také v různých nádorových tkáních, kde může 

být jejich exprese změněna. Změněná exprese biotransformačních enzymů v nádorových 

buňkách často vede k rezistenci vůči lékům. Nízká exprese a aktivita enzymů může snížit 

aktivaci proléčiv v nádorových buňkách (Ruparelia et al., 2018), zatímco nadměrná 

exprese vede ke zvýšenému metabolismu léčiv (Siegel et al., 2012; Zhu et al., 2015). 

V obou případech dochází ke snížení účinné koncentrace léčiv v cílovém místě a způsobit 

následný relaps nádoru a špatnou prognózu. Vzhledem k tomu, že biotransformační 

enzymy jsou exprimovány i v normálních buňkách je tedy na místě selektivní inhibice 

nádorově specifických enzymů. Použití silných inhibitorů může nejen zvrátit lékovou 

rezistenci, ale také zvýšit farmakokinetiku a tkáňovou distribuci léků, což může vést 

ke zvýšené toxicitě na organismus (Pathania et al., 2018).  

2.2.1 Biotransformační enzymy 

Biotransformační enzymy katalyzují metabolismus endogenních látek a xenobiotik, 

včetně léčiv a toxinů. Přidáním funkčních skupin se zvyšuje rozpustnost sloučenin ve 

vodě a usnadňuje se jejich vyloučení z těla (Goodman & Gilman, 2018).  

Biotransformační reakce obecně probíhají ve dvou fázích. První fáze 

biotransformace je počáteční fází metabolismu xenobiotik. Zahrnuje oxidační, redukční 

a hydrolytické reakce, při kterých dochází k zavedení či odkrytí funkčních skupin, které 

umožňují následnou konjugaci s endogenní molekulou. Tyto reakce vedou většinou 

k inaktivaci léčiva, avšak v určitých případech mohou vést i k bioaktivaci proléčiva 

(Huttunen et al., 2011). Hlavní metabolické enzymy spojené s reakcemi fáze I jsou členy 

nadrodiny cytochromu P450 (CYP), které přispívají k metabolismu široké škály 

xenobiotik a endogenních sloučenin. Studie prokázaly, že izoenzymy CYP1A2, 2C9, 

2C19, 2D6 a 3A4 se podílejí na metabolismu většiny klinicky dostupných léků (Corsini 

& Bortolini, 2013). Nejvyšší metabolická aktivita byla zjištěna u CYP3A4, který svou 

velmi širokou substrátovou specifitou metabolizuje zhruba polovinu klinicky 

používaných léčiv (Guengerich, 1999; Zhou et al., 2007). Dalšími enzymy první fáze 

biotransformace jsou flavinové monooxygenázy (FMO). Enzymy této nadrodiny 
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katalyzují oxidaci mnoha substrátů obsahující nukleofilní heteroatom (N, S a P) (Phillips 

& Shephard, 2008). Neméně významnou skupinou jsou redukční enzymy, z nichž nejvíce 

popsané jsou CRE, často s významným klinickým dopadem (Oppermann & Maser, 

2000). 

Enzymy druhé fáze biotransformace katalyzují konjugaci metabolitu z první fáze 

biotransformace s endogenní molekulou (kyselina glukuronová, glutathion). Výsledkem 

je produkce metabolitů se zvýšenou rozpustností ve vodě, které se snadněji eliminují 

z organismu prostřednictvím efluxních transportérů. Charakterizováno je několik 

nadrodin konjugačních enzymů, včetně UDP-glukuronosyltransferázy (UGT) a 

glutathion-S-transferázy (GST) (Goodman & Gilman, 2018). 

2.2.1.1 Karbonyl redukující enzymy 

CRE jsou různorodou skupinou enzymů, které katalyzují redukci karbonylových 

sloučenin na jejich odpovídající alkoholy. Tyto enzymy jsou klíčové v různých 

biologických procesech, včetně metabolismu endogenních a exogenních sloučenin, 

detoxikace a syntézy komplexních molekul (Malatkova et al., 2010).  

Redukce karbonylu je významným krokem první fáze biotransformace mnoha 

xenobiotických karbonylových sloučenin. Tvorbou hydroxylové skupiny činí látky 

hydrofilnější a poskytuje produkt, který může být konjugován, např. glukuronidací nebo 

sulfatací, čímž se usnadňuje vylučování z organismu (Oppermann & Maser, 2000). 

V současnosti je většina charakterizovaných CRE seskupena do tří velkých 

nadrodiny, a to aldo-ketoreduktázy (AKR), dehydrogenázy/reduktázy s krátkým 

řetězcem (SDR) a dehydrogenázy/reduktázy se středně dlouhým řetězcem (MDR). Tyto 

enzymy se vyznačují širokou a překrývající substrátovou specifitou. Účastní se 

metabolismu steroidních hormonů, eikosanoidů, neurotransmiterů, žlučových kyselin a 

mnoha dalších. Kromě toho metabolizují xenobiotické sloučeniny v první fázi 

biotransformačních reakcí, včetně léčiv jako jsou ANT, oracin či dolasetron, látek 

znečišťujících životní prostředí nebo karcinogenů pocházejících z tabáku (Oppermann & 

Maser, 2000; Pilka et al., 2009). 
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Obr. 8 Schéma redukce DAUN na DAUN-OL. 

2.2.1.1.1 Dehydrogenázy/Reduktázy se středně dlouhým řetězcem 

Nadrodina MDR je rozsáhlou a heterogenní skupinou enzymů se širokou škálou 

enzymatických aktivit. Navzdory nízké podobnosti sekvencí mají podobnou velikost a 

konzervovanou celkovou strukturu tvořenou dvěma doménami: kofaktorovou vazebnou 

doménou a katalytickou doménou (Knoll & Pleiss, 2008). 

Nadrodina MDR čítá více než 600 000 členů a pokrývá všechny hlavní 

taxonomické větve, včetně prokaryot i eukaryot. V současnosti bylo identifikováno více 

než 2000 eukaryotických MDR sekvencí (Ostberg et al., 2024). Nadrodinu MDR lze 

rozdělit do 86 jedinečných klastrů, z nichž každý obsahuje jednu proteinovou rodinu. 

Největší rodinou MDR jsou alkoholdehydrogenázy s více než 2000 členy. Prvním 

charakterizovaným členem byla savčí alkoholdehydrogenáza třídy I. Nadrodinu MDR 

dále tvoří prostaglandinreduktázy, sorbitoldehydrogenázy, chinonoxidoreduktázy, 

leukotrien B4 dehydrogenázy, polyoldehydrogenázy a mnoho dalších rodin (Ostberg et 

al., 2024; Persson et al., 2008). 

Enzymy MDR se podílejí na metabolismu endogenní i xenobiotických sloučenin, 

regulačních procesech a ochraně před poškozením buněk. Mezi endogenní substráty patří 

steroidy, prostaglandiny a monosacharidy, zatímco mezi xenobiotické substráty patří 

především alifatické a aromatické aldehydy a ketony, a alkoholy (Knoll & Pleiss, 2008; 

Persson et al., 2008). 

2.2.1.1.2 Dehydrogenázy/Reduktázy s krátkým řetězcem  

SDR představují jednu z nejstarších a nejrozsáhlejší nadrodin enzymů, které jsou 

přítomny ve všech živých organismech (Persson et al., 2009). V lidském genomu bylo 

identifikováno 75 SDR genů klasifikovaných do 48 SDR rodin (Gabrielli et al., 2022). 

Navzdory své nízké sekvenční podobnosti (10–30 %) sdílejí některé charakteristické 
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rysy. Téměř všechny SDR mají velmi podobné terciální struktury a dvě specifické 

sekvence, z nichž jedna slouží jako vazebné místo pro kofaktor (TGxxxGxG) a druhá 

zahrnuje aminokyseliny přímo zapojené do katalýzy různých substrátů SDR (Oppermann 

et al., 2001).  

SDR jsou nadrodinou NAD(P)(H)-dependentních oxidoreduktáz, které zastávají 

především fyziologické funkce, ale účastní se také první fáze biotransformace některých 

xenobiotik. Substrátové spektrum SDR sahá od polyolů, retinoidů, steroidů a derivátů 

mastných kyselin až po xenobiotika, jako jsou ANT, oracin, nabumeton, ketoprofen nebo 

nitrosaminy (4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon; NNK) specifické pro tabák 

(Stambergova et al., 2014). Nejvýznamnější publikované enzymy nadrodiny SDR, které 

se účastní metabolismu xenobiotik, jsou CBR1 a CBR3. Vzhledem k tomu, že pouze 

CBR1 signifikantně přispívá k metabolismu ANT, byl do naší studie z nadrodiny SDR 

vybrán právě tento enzym (Bains et al., 2009). 

CBR1 (karbonylreduktáza 1) je jedním z nejlépe prostudovaných CRE nadrodiny 

SDR. Lidská CBR1 má velikost 30 kDa a skládá se z 227 aminokyselin. Původně byla 

zařazena do nadrodiny AKR, ale pozdější strukturální výzkumy odhalily, že je členem 

nadrodiny SDR (Malatkova et al., 2010). Byla detekována ve většině tkání s nejvyššími 

koncentracemi v játrech, placentě a mozku (Wirth & Wermuth, 1992). Úroveň exprese 

CBR1 souvisí s progresí nádoru a bylo zjištěno, že je zvýšená ve tkáních karcinomu plic, 

prsu, jater, střev a tlustého střeva ve srovnání s normálními tkáněmi (Murakami et al., 

2011; Shi & Di, 2017). CBR1 je monomerní cytosolická NAD(P)(H)-dependentních 

oxidoreduktáza katalyzující redukci rozličných endogenních i xenobiotických substrátů. 

Spektrum endogenních sloučenin zahrnuje steroidy, eikosanoidy, jako jsou 

prostaglandiny. Kromě toho několik studií naznačuje kritickou roli CBR1 v metabolismu 

produktů peroxidace lipidů, jako je vysoce reaktivní a genotoxický 4-oxonon-2-enal, 

který vzniká při oxidativním stresu, což naznačuje, že CBR1 se účastní stresové reakce a 

eliminace metabolitů produkovaných ROS (Pilka et al., 2009). CBR1 plní důležitou roli 

v první fázi biotransformace xenobiotik. Substráty zahrnují aromatické aldehydy a 

ketony, o-chinony odvozené od polycyklických aromatických uhlovodíků (PAH) nebo 

p-chinony, jako je menadion. Metabolizuje mimořádně široké spektrum léčiv a 

toxikologicky významných substrátů, jako jsou ANT, haloperidol, dolasetron, metyrapon 

nebo silný karcinogen NNK (Matsunaga et al., 2006; Pilka et al., 2009).  
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2.2.1.1.3 Aldo-ketoreduktázy 

AKR jsou nadrodinou NAD(P)H-dependentních oxidoreduktáz, které jsou 

převážně cytosolické a nejčastěji existují jako monomery o molekulové hmotnosti 37 kDa 

(Penning et al., 2021). Existuje 15 lidských AKR, a přestože jejich karbonylové substráty 

mohou být různé, tyto proteiny mají některé společné rysy (Penning et al., 2021). Každý 

enzym je charakterizován „(β/α)8-barelem“ nebo triosa-fosfát izomerázovým soudkem 

TIM, který poskytuje robustní lešení potřebné pro vazbu široké škály strukturně 

různorodých karbonylových substrátů. Na zadní straně válce jsou tři velké smyčky, které 

definují specifičnost substrátu a přinášejí strukturní identitu rodinám. Aktivní místo AKR 

se nachází na C-konci proteinu a je optimalizováno pro vysoce afinitní interakci s 

pyridinovými nukleotidy. Jako kofaktor využívají NADPH (Barski et al., 2008; Singh et 

al., 2015).  

Zavedená nomenklatura AKR je založena pouze na podobnosti aminokyselinové 

sekvence, nikoli na funkční podobnosti. Základní princip při pojmenování je odvozen od 

nadrodiny CYP. Všichni členové jsou označeni kořenem AKR následovaným arabskou 

číslicí představující rodinu a velkým latinským písmenem označujícím podrodinu. 

Jednotliví členové jsou následně očíslováni podle chronologie charakterizace sekvencí a 

představují unikátní proteinovou sekvenci (Mindnich & Penning, 2009). Webovou 

stránku s aktuálními informacemi o proteinech AKR spravuje na University of 

Pennsylvania prof. T. Penning na adrese URL http://www.med.upenn.edu/akr. 

Obecným rysem AKR je substrátová selektivita. Reakce jsou v zásadě obousměrné, 

avšak ve většině případů katalyzují redukci aldehydů a ketonů. AKR se významně účastní 

metabolismu steroidů, prostaglandinů a xenobiotik, jako jsou léky a environmentální 

toxiny. Kromě svých metabolických rolí přispívají AKR také k detoxikaci reaktivních 

karbonylových sloučenin, čímž chrání buňky před oxidačním poškozením a jinými 

formami stresu. Dále se AKR účastní biosyntézy a metabolismu retinoidů a dalších 

signálních molekul odvozených od lipidů, což naznačuje jejich význam v buněčných 

signálních drahách a vývojových procesech (Penning & Drury, 2007). 

Nadrodina AKR je skupinou enzymů, která obsahuje více než 190 členů (Penning 

et al., 2021). Pro tuto disertační práci byly vybrány specifické enzymy AKR na základě 

jejich prokázané účasti na metabolické konverzi DAUN. Nejvyšší aktivita v přítomnosti 

DAUN byla naměřena u AKR1C3, což ji činí klíčovým objektem zájmu. Navíc byla 

prokázána významná aktivita také u AKR7A2, AKR1A1, AKR1B10 a AKR1B1, přičemž 

http://www.med.upenn.edu/akr
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AKR1B1 vykazovala nižší, avšak stále relevantní aktivitu (Bains et al., 2010; Bains et al., 

2008). Následující část se zaměřuje na podrobný popis těchto enzymů. 

AKR1A1 (aldehydreduktáza) byl identifikován jako klíčový enzym zapojený do 

biosyntézy kyseliny askorbové. Je exprimován ve většině tkání, s nejvyššími hladinami v 

proximálních tubulech ledvin. Tato cytosolická, NADPH-dependentní, monomerní 

oxidoreduktáza vykazuje nízkou substrátovou selektivitu. Preferuje negativně nabité 

substráty obsahující karboxylovou skupinu, ale redukuje také aromatické a steroidní 

aldehydy, stejně jako malé tříuhlíkové aldehydy. Podílí se na detoxifikaci aldehydů 

generovaných peroxidací lipidů a metabolismu neurotransmiterů (Barski et al., 2008). 

Vykazuje aktivitu pro sukcinát semialdehyd, benzaldehydy, 4-hydroxynonenal či 

kyselinu D-glukuronovou (O'Connor et al., 1999). Rovněž byla prokázána účast na 

metabolismu léčiv DAUN, haloperidol, metyrapon (Bains et al., 2008; Oppermann, 

2007). 

AKR1B1 (aldosareduktáza) je zdaleka nejvíce studovaným členem AKR, kvůli své 

roli v polyolové dráze, kde převádí vysoké koncentrace glukózy pozorované u diabetiků 

na sorbitol (první krok v polyolové dráze) (Gabbay, 1975). Aktivita enzymu je spojena s 

hyperglykemickým poškozením a následnými diabetickými komplikacemi, jako jsou 

retinopatie, neuropatie a nefropatie (Gabbay, 2004; Chang et al., 2014; Liu et al., 2011). 

Katalyzuje redukci různých substrátů včetně AGE prekurzorů, isokortikosteroidů, 

produktů peroxidace lipidů, konjugátů glutathionu s nenasycenými aldehydy a látek 

znečišťujících životní prostředí (akrolein) (Barski et al., 2008). 

AKR1B10 (aldosareduktáza tenkého střeva) je na rozdíl od všudypřítomně 

exprimované AKR1B1 exprimován především v tenkém a tlustém střevě, játrech, brzlíku 

a nadledvinkách (Barski et al., 2008). Rovněž je nadměrně exprimován u 

nemalobuněčného karcinomu plic (NSCLC), karcinomu prsu, slinivky, a 

hepatocelulárního karcinomu (Dai et al., 2021; Chung et al., 2012; Kang et al., 2011; 

Reddy et al., 2017). V případě NSCLC u kuřáků a hepatocelulárního karcinomu byl 

popsán jako potenciální prognostický a diagnostický marker (DiStefano & Davis, 2019; 

Penning, 2005). Naopak snížená exprese byla pozorovánu u karcinomu tlustého střeva, 

žaludku, hlavy a krku a endometria (Hevir et al., 2013; Laffin & Petrash, 2012). Má 

podobnou substrátovou specifitu jako AKR1B1. Podílí se na regulaci retinové signalizace 

přeměnou all-trans-retinaldehydu na retinol (Gallego et al., 2007). Vykazuje vysokou 

katalytickou aktivitu vůči širokému spektru xenobiotik. Redukuje aromatické aldehydy, 

chinony a ketony včetně léčiv, jako je DAUN a dolasetron (Martin et al., 2006). Podílí se 
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na detoxikaci reaktivních aldehydů generovaných peroxidací lipidů, toxinů a karcinogenů 

obsahujících aldehyd, jako jsou toxické aldehydy generované metabolismem NNK 

specifických pro tabák a dalších karcinogenních látek přítomných v tabákovém kouři 

(Penning, 2005). 

AKR1C3 (17β-hydroxysteroiddehydrogenáza typ 5) je enzym se širokou 

substrátovou specifitou. Účinně redukuje širokou škálu steroidních hormonů, 

prostaglandinů a xenobiotických sloučenin. Jedna z primárních fyziologických rolí 

AKR1C3 je v metabolismu steroidů. Katalyzuje redukci 4-androsten-3,17-dionu na 

testosteron a estronu na 17β-estradiol, což vede k transaktivaci androgenních a 

estrogenních receptorů. Podílí se také na metabolismu progesteronu a dalších steroidních 

hormonů. Kromě své role v metabolismu steroidů se AKR1C3 podílí na metabolismu 

prostaglandinů. Jako prostaglandin (PG) F syntáza katalyzuje redukci PGH2 za vzniku 

PGF2α a stereospecifickou redukci PGD2 na 9α,11β-PGF2 (Byrns et al., 2010). Produkty 

těchto reakcí podporují progresi hormonálně závislých i nezávislých nádorových 

onemocnění, ovlivňují zánětlivé reakce a další dráhy spojené se steroidy a prostaglandiny 

(Basu, 2010; Penning et al., 2008). Nadměrná exprese AKR1C3 byla nalezena u řady 

nádorových onemocnění, včetně karcinomu prostaty, prsu, akutní myeloidní leukémie 

(AML), NSCLC, a její upregulace koreluje s invazivitou a agresivitou (Birtwistle et al., 

2009; Li et al., 2024; Oduwole et al., 2004; Stanbrough et al., 2006). Prostřednictvím své 

role v metabolismu xenobiotických sloučenin zprostředkovává AKR1C3 inaktivaci léčiv 

DOX, DAUN, oracinu, naloxonu (Bains et al., 2010; Matsunaga et al., 2006; Novotna et 

al., 2008). Je spojen s rizikem karcinomu plic konvertováním PAH, konkrétně 

trans-dihydrodiolů na odpovídající o-chinony (Lan et al., 2004). Navíc AKR1C3 je 

zapojen v rezistenci vůči derivátu cisplatiny, metotrexátu, vinkristinu, irinotekanu, 

abirateronu či enzalutamidu, která je založena pravděpodobně na odlišném mechanismu, 

protože tyto látky nejsou prokázané substráty AKR1C3 (Bortolozzi et al., 2018; Liu et 

al., 2017; Liu et al., 2015; Matsunaga et al., 2013; Matsunaga et al., 2020; Zhao et al., 

2014). Jeho enzymatická aktivita je také využívána v selektivní aktivaci proléčiv (např. 

OBI-3424) (Evans et al., 2019). 

AKR7A2 (aflatoxinreduktáza) je členem rodiny AKR7, která na rozdíl od 

monomerních enzymů rodiny AKR1 tvoří funkční dimery.  AKR7A2 je zapojen 

v metabolismus γ-aminomáselné kyseliny (GABA). Má vysokou afinitu a katalytickou 

účinnost pro sukcinát semialdehyd, který je metabolitem neurotransmiteru GABA. 

Produktem této reakce je γ-hydroxybutyrát (GHB) (Barski et al., 2008; Lyon et al., 2007). 
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AKR7A2 je široce distribuován v extrahepatálních tkáních, např. v ledvinách, slinivce 

břišní, tenkém střevě, kosterním svalu, myokardu a mozku (Ireland et al., 1998). Hladiny 

exprese AKR7A2 jsou spojeny například s hepatocelulárním karcinomem či 

neurodegenerativními onemocněními (Dai et al., 2021; Picklo et al., 2001). AKR7A2 se 

účastní buněčných detoxikačních drah a obrany proti ROS prostřednictvím metabolismu 

toxických aldehydů odvozených od peroxidace lipidů a interakcí s jinými proteiny 

reagujícími na stres, jako je cytoglobin (Li et al., 2016; Quinones-Lombrana et al., 2019). 

Metabolizuje širokou škálu endogenních a exogenních sloučenin obsahujících karbonyl, 

včetně DOX a DAUN (Bains et al., 2010). Vykazuje aktivitu vůči benzaldehydu, 

hexanalu, trans-2-nonenalu či trans-mukonaldehydu. AKR7A2 má nízkou afinitu 

k akroleinu, avšak je schopen poměrně účinně katalyzovat jeho redukci. To naznačuje, že 

při vyšších koncentracích těchto aldehydů může AKR7A2 hrát významnou roli při jejich 

detoxikaci (Li et al., 2012).  
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3 CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

Cílem této disertační práce bylo studium potenciálního inhibičního účinku 

vybraných inhibitorů BTK na aktivitu CRE, které se podílejí na metabolismu DAUN a 

zkoumání vlivu jejich kombinace s DAUN na senzitivitu nádorových buněk. 

 

Jednotlivé dílčí cíle zahrnují:  

1. Screening schopnosti vybraných BTKi inhibovat biotransformaci DAUN 

zprostředkovanou vybranými rekombinantními CRE;  

2. Stanovení IC50 a inhibiční konstanty (Ki) s cílem charakterizovat jejich vliv na 

konverzi DAUN;  

3. Určení typu inhibice pomocí Michaelise a Mentenové a Lineweaver-Burkových 

grafů; 

4. Ověření inhibičního účinku vybraných BTKi v in vitro experimentech na úrovni 

nádorové buněčné linie exprimující studované CRE;  

5. Studium a analýza účinku kombinace DAUN s vybranými BTKi v experimentech 

na úrovni nádorových buněčných linií s tranzientní či endogenní expresí 

studovaných CRE; 

6. Stanovení změn v expresi CRE po expozici BTKi;  

7. Studium účinku vybraných BTKi na aktivitu lékových efluxních transportérů 

pomocí akumulačních metod s využitím nádorových buněčných linií. 
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Chemikálie a reagencie  

BTKi byly zakoupeny od společnosti MedChemExpress LLC (Monmouth 

Junction, NJ, USA). Nikotinamidadenindinukleotid fosfát (NADP+), glukóza-6-fosfát, 

glukóza-6-fosfátdehydrogenáza (Roche), fetální hovězí sérum (FBS) a rozpouštědla pro 

ultra účinnou kapalinovou chromatografii (UHPLC) byly získány od společnosti Merck 

(Praha, Česká republika).  

MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid) byl 

zakoupen od společnosti Merck (St. Louis, MO, USA). XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-

nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) a fenazin methosulfát (PMS) byly 

zakoupeny od firmy BioTech (Praha, Česká republika). DAUN dodala společnost 

SelleckChem (Houston, TX, USA). Daunorubicinol (DAUN-OL), C13-

hydroxymetabolit DAUN, byl získán od Toronto Research Chemicals (Toronto, ON, 

Kanada). Transfekční činidlo JetPrime (Polyplus Transfection, Illkirch, Francie) dodala 

společnost VWR International Ltd. (Radnor, PA, USA). Činidla pro buněčné kultury byla 

získána od společností Lonza (Walkersville, MD, USA) a Merck (St. Louis, MO, USA). 

Roztok TRIreagent byl zakoupen od společnosti Molecular Research Center Inc. 

(Cincinnati, OH, USA). Soupravu pro extrakci RNA dodala společnost Zymo Research 

(Irvine, CA, USA). Primery specifické pro AKR1C3 (Forward primer: 5′-

GCCAGGTGAGGAACTTTCAC-3′, Reverse primer: 5′-

AGTTTGACACCCCAATGGAC-3′) a oligo-dT byly zakoupeny od společnosti Generi 

Biotech (Hradec Králové, Česká republika). Pufr ProtoScript II, dithiothreitol (DTT), 

směs dNTP a reverzní transkriptáza ProtoScript II byly získány z New England BioLabs 

(Ipswich, MA, USA). Směs qPCR SG byla pořízena od Institutu aplikovaných 

biotechnologií (Praha, Česká republika). 

4.2 Stanovení metabolismu DAUN rekombinantními CRE 

Lidské rekombinantní CRE (CBR1, AKR1A1, 1B1, 1B10, 7A2 a 1C3) byly 

produkovány v expresním systému Escherichia coli (E.coli) BL21(DE3) (Skarydova et 

al., 2014) a purifikovány pomocí NGC chromatografického systému vybaveného 1 ml 

kolonou HisTrap FF (GE Healthcare Life Sciences, Marlborough, MA, USA) (Novotna 

et al., 2018b). 
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Rekombinantní CRE byly použity k testování potenciálu BTKi (ACA, IBR, TIR, 

ZAN) inhibovat konverzi DAUN na DAUN-OL. Reakce byly prováděny v 0,1 M pufru 

fosforečnanu sodného (pH 7,4) obsahujícím NADPH regenerační systém (2,54 mM 

NADP+, 19,72 mM glukóza-6-fosfát, 10 mM MgCl2 a 0,88 U glukóza-6-fosfát-

dehydrogenáza), enzym (1 µg AKR1A1, 5 µg 1B1, 5 µg 1B10, 1,5 µg 1C3 nebo 0,2 µg 

CBR1) a BTKi (10 a 50 µM) nebo dimethylsulfoxidu (DMSO) (vehikulum). Po 10 min 

preinkubace byly enzymatické reakce zahájeny přidáním DAUN (500 µM) a inkubovány 

při 37 °C. Po 30 min byla každá reakce zastavena 300 µl methanolu. Vzorky se nechaly 

vysrážet při 4 °C po dobu 1 h, odstředily (9050 x g, 10 min), přefiltrovaly přes 0,2 µm 

PTFE membránu, a nakonec byly analyzovány pomocí UHPLC podle dříve popsaných 

metod (Novotna et al., 2018b).  

Hodnota IC50 byla stanovena pomocí různých koncentrací BTKi (0,1–100 μM). Pro 

stanovení hodnoty Ki a typu inhibice bylo inkubováno 1,5 μg rekombinantního AKR1C3 

s BTKi (1–10 μM) nebo DMSO a různé koncentrace DAUN (200–2000 μM). Kinetické 

parametry Michaelise a Mentenové byly vypočteny a transformovány do Lineweaver-

Burkova grafu pomocí GraphPad Prism. K identifikaci těsné vazby BTKi byly stanoveny 

hodnoty IC50 BTKi (0,01–50 µM) při různých koncentracích AKR1C3 (1,35, 0,81, 0,40 

a 0,13 µM) a přizpůsobeny Morrisonově kvadratické rovnici, implementované v 

programu GraphPad Prism (Km = 387,2 ± 36,01 µM), pro kvantifikaci zdánlivých hodnot 

Ki (Ki
app). Detekce metabolitů byly provedeny pomocí UHPLC podle dříve popsaných 

metod (Novotna et al., 2018b). 

4.3 Kvantifikace hlavního metabolitu DAUN-Olu pomocí 

UHPLC 

Množství DAUN-OLu bylo stanoveno pomocí chromatografického systému 

UHPLC Agilent 1290 Series vybaveného kolonou Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 × 

50 mm, 1,8 μm) s inline filtrem Infinity 1290 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Pro 

analýzu UHPLC bylo použito následující nastavení: fluorescenční detekce (excitační a 

emisní vlnové délky 480 a 560 nm), izokratická eluce 0,7 ml/min, mobilní fáze: 0,1% 

kyselina mravenčí/acetonitril v poměru 74:26 (v/v). 
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4.4 Buněčné kultury 

Buněčná linie lidského kolorektálního karcinomu HCT116 a buňky lidské kostní 

dřeně AML KG1α byly získány z European Collection of Authenticated Cell Cultures 

(Salisbury, UK). Buněčná linie lidského nemalobuněčného karcinomu plic A549 a 

buněčná linie lidského karcinomu jater HepG2 byly získány z American Type Culture 

Collection (Manassas, VA, USA). Buňky A549, HCT116 a HepG2 byly udržovány 

v DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s medium) doplněném 10 % FBS a kultivovány 

za standardních podmínek (37 °C, 5 % CO2). Leukemické buňky KG1α byly udržovány 

v IDMEM (Iscove´s DMEM) doplněném 20 % teplem inaktivovaným FBS a 2 mM L-

glutaminem. V experimentech byly použity buňky v pasážích 10–25. Všechny kultivace 

a experimenty byly prováděny v médiu bez antibiotik a pravidelně testovány na 

mykoplazmatické infekce. BTKi byly rozpuštěny v DMSO. Koncentrace rozpouštědla 

nepřesáhla 0,5 % (v/v) a neměla žádný nebo zanedbatelný účinek na buněčné linie.  

4.5 Přechodná transfekce buněk HCT116 

Pro přechodnou expresi lidského rekombinantního AKR1C3 byl vytvořen a 

purifikován vektor kódující AKR1C3 (pCI_AKR1C3) a pro účely kontrolního měření i 

prázdný vektor pCI (pCI_EV) z E. coli HB101, jak bylo popsáno dříve (Hofman et al., 

2014). 

Buňky HCT116 (přibližně 30 × 104 buněk/jamku) byly nasazeny na 24-jamkové 

destičky a kultivovány po dobu 24 h za standardních podmínek (37 °C, 5 % CO2). 

Transfekční směs (0,25 μg plazmidu a 0,75 μl transfekčního činidla jetPRIME® v 

jetPRIME pufru) byla připravena podle protokolu výrobce (Polyplus Transfection, 

Illkirch, Francie) a inkubována po dobu 10 min při pokojové teplotě. Poté bylo vyměněno 

médium a k buňkám byla přidána transfekční směs (37,5 µl), která byla inkubována po 

dobu 24 h za standardních podmínek (37 °C, 5 % CO2). Exprese rekombinantního 

AKR1C3 byla ověřena pomocí western blotu podle dříve popsaných metod (Sorf et al., 

2019). 

4.6 Inhibiční studie 

Po 24h inkubaci bylo transfekovaným buňkám HCT116 odebráno médium a 

nahrazeno inkubační směsí obsahující DAUN (1 μM) a zvyšující se koncentrace BTKi 
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(1, 5, 10 a 50 μM) nebo DMSO. Buňky byly inkubovány (37 °C, 5 % CO2) po dobu 2 a 

4 h (TIR, ZAN) nebo po dobu 2,5 a 5 h (ACA, IBR). Po uplynutí stanovených časových 

intervalů bylo médium odebráno a buňky byly lyzovány v 200 µl lyzačního pufru (25 mM 

Tris, 150 mM NaCl a 1 % Triton X-100, pH 7,8) po dobu 10 min při pokojové teplotě. 

Odebrané médium bylo kombinováno s buněčným lyzátem pro další extrakci a analýzu 

metabolitů. DAUN a DAUN-OL byly dvakrát extrahovány 1 ml ethylacetátu a organická 

fáze byla odpařena ve vakuu. Zbytky byly rozpuštěny ve 40 μl mobilní fáze a měřeny 

pomocí UHPLC. 

4.7 Kombinační studie 

Synergický účinek BTKi na cytotoxicitu DAUN byl hodnocen v transfekovaných 

buňkách HCT116 (ACA, IBR, TIR, ZAN) a buňkách A549 (ACA, IBR, ZAN). 24 h před 

experimentem byly transfekované buňky HCT116 (přibližně 8 × 103 buněk/jamku) 

nasazeny do 96-jamkových destiček (ACA, IBR a TIR). V případě ZAN byly buňky 

HCT116 transfekovány stejným postupem, jak je popsáno výše, ale optimalizovaným pro 

96-jamkovou destičku. Buňky HCT116 (přibližně 8 × 103 buněk/jamku) byly nasazeny a 

kultivovány po dobu 24 h (37 °C, 5 % CO2). Následující den byly buňky transfekovány 

pomocí pCI_AKR1C3 nebo pCI_EV podle protokolu výrobce, jak je popsáno výše, a 

inkubovány dalších 24 h za stejných podmínek. V den experimentu bylo kultivační 

médium nahrazeno čerstvým médiem obsahujícím rostoucí koncentrace DAUN 

(0,01-10 µM) s BTKi (1, 5 a 10 µM) nebo DMSO. Po 72h inkubaci (37 °C, 5 % CO2) 

byla hodnocena životaschopnost buněk pomocí MTT (ACA, IBR, TIR) nebo XTT testu 

(ZAN). 

Buňky A549 (přibližně 5 × 103 buněk/jamku) byly nasazeny do 96-jamkových 

destiček, kultivovány za standardních podmínek (37 °C, 5 % CO2) po dobu 24 h a poté 

přímo použity pro experimenty. Následující den bylo médium nahrazeno inkubační směsí 

obsahující DAUN (0,01–1 µM) a BTKi (1 a 5 a 10 µM) nebo DMSO. Po přidání 

inkubační směsi byly buňky inkubovány po dobu 72 h (37 °C, 5 % CO2), poté byla 

hodnocena životaschopnost buněk pomocí MTT (ACA, IBR, TIR) nebo XTT testu 

(ZAN). Pomocí Chou–Talalayovy metody byla všechna data podrobena kvantitativní 

analýze vztahu dávka/účinek (Chou, 2006, 2010). Kombinačním studiím předcházelo 

stanovení cytotoxicity BTKi (0,1–50 μM) pro obě buněčné linie (data neuvedena).  
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MTT cytotoxický test 

Prášek MTT (3 mg/ml) byl rozpuštěn ve fosfátovém pufru (PBS) a 50 µl tohoto 

roztoku bylo přidáno k buňkám a inkubováno po dobu 10-15 min (37 °C, 5 % CO2). Po 

tomto časovém intervalu byl roztok odstraněn, buňky byly lyzovány v DMSO a 

absorbance (570 a 690 nm) byla změřena pomocí mikrodestičkové čtečky (Infinite M200; 

Tecan, Salzburg, Rakousko). 

XTT cytotoxický test 

Roztok XTT připravený z prášku XTT (1 mg/ml) a PMS (3 mg/ml) v PBS byl 

přidán k buňkám a inkubován po dobu 1,5 h (HCT116, A549, HepG2) nebo 4 h (KG1α). 

Absorbance byla měřena při 450 a 690 nm pomocí mikrodestičkové čtečky (Infinite 

M200; Tecan, Salzburg, Rakousko). 

4.8 Indukční studie 

Před indukčními studiemi byla testována cytotoxicita BTKi (TIR, ZAN) pro 

všechny buněčné linie (HepG2, KG1α) ke stanovení relativně netoxické koncentrace 

vhodné pro následné experimenty. Buňky HepG2 (přibližně 18 × 103 buněk/jamku) a 

KG1α (přibližně 25 × 103 buněk/jamku) byly nasazeny do 96-jamkových destiček. Buňky 

KG1α byly ošetřeny BTKi (0,1–50 μM) nebo DMSO ve stejný den, zatímco buňky 

HepG2 po 24h kultivaci. Po ošetření následovala 48h inkubace za standardních podmínek 

(37 °C, 5 % CO2), po které byl změřen účinek BTKi na životaschopnost nádorových 

buněk pomocí MTT (TIR) nebo XTT testu (ZAN). 

V rámci indukčních studií byly v případě ZAN buňky HepG2 (přibližně 

20 × 104 buněk/jamku) a KG1α (přibližně 35 × 104 buněk/jamku) nasazeny do 

48-jamkových destiček a kultivovány po dobu 24 h za standardních podmínek (37 °C, 

5 % CO2). Zatímco buňky KG1α byly okamžitě ošetřeny ZAN (0,5 μM) nebo DMSO, 

buňky HepG2 byly ošetřeny až po 24h kultivaci. V případě TIR byly buňky HepG2 

(přibližně 70 × 104 buněk/jamku) nasazeny do 12-jamkových destiček a kultivovány po 

dobu 24 h (37 °C, 5 % CO2). Poté byly buňky ošetřeny TIR (5 μM) nebo DMSO a 

inkubovány 24 h (37 °C, 5 % CO2). Po 24 a 48h (ZAN) nebo 24h (TIR) inkubaci bylo 

médium odstraněno, buňky byly lyzovány v TRI Reagent a celková RNA byla izolována 

pomocí Zymo Research Direct-zolTM RNA Miniprep kit a transkribována do cDNA 

podle pokynů výrobce (ProtoScript II Reverse Transcriptase, New England Biolabs, 

Ipswich, MA, USA). Hladiny mRNA AKR1C3 byly kvantifikovány pomocí kvantitativní 
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real-time PCR (qRT-PCR). PCR obsahovala 1x koncentrovanou směs XCEED qPCR SG 

Mix (ZAN) nebo 1x koncentrovanou směs GoTaq® qPCR Master Mix (TIR), primery 

specifické pro AKR1C3 (1 μM) a 20 ng cDNA (ZAN) nebo 40 ng cDNA (TIR). qPCR 

byla provedena pomocí QuantStudia 6flex (Applied Biosystems by Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) nastaveného na následující podmínky: počáteční denaturace při 

95 °C po dobu 10 min, následovaná 40 cykly při 95 °C po dobu 15 s a 65 °C po dobu 1 

min. Absolutní kvantifikace exprese AKR1C3 byla dosažena porovnáním vzorků se 

současně amplifikovaným standardem AKR1C3, který byl generován podle předchozího 

popisu (Hofman et al., 2014). 

4.9 Akumulační studie 

Ke studiu vlivu BTKi (TIR, ZAN) na akumulaci DAUN byly buňky A549 

(přibližně 35 × 104 buněk/jamku) a KG1α (přibližně 50 × 104 buněk/jamku) nasazeny do 

12-jamkových a 24-jamkových destiček. Po 24 h byly buňky A549 inkubovány s BTKi 

(1, 5, 10 a 25 μM), LY335979 (2 μM), Ko143 (2 μM) nebo MK571 (25 μM) (selektivní 

inhibitory ABC transportérů ABCB1, G2 a C1), zatímco buňky KG1α byly inkubovány 

ihned po nasazení. Po 15 min inkubace byl k buňkám přidán DAUN (1 μM) a následovala 

1 h inkubace. Poté byly buňky dvakrát promyty studeným PBS a použity pro další analýzu 

pomocí průtokového cytometru Sony SA3800 Spectral Cell Analyser (Sony 

Biotechnology, San Jose, CA, USA) s laserem nastaveným na 488 nm. K vyhodnocení 

dat byl použit software SA3800 (Sony Biotechnology, San Jose, CA, USA). 

4.10  Statistická analýza 

Všechna data byla zpracována a parametry byly vypočteny pomocí programu 

GraphPad Prism 9.5.1 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Statistická analýza 

dat byla provedena pomocí jednosměrné analýzy rozptylu (ANOVA) s následným 

Dunnettovým post hoc testem, dvousměrného ANOVA testu s následným Bonferroniho 

post hoc testem nebo nepárovým t-testem s Welchovou korekcí, jak je uvedeno v 

legendách příslušných obrázků. Statistická významnost byla stanovena na hodnoty 

p < 0,05. V případě kombinačních studií byly pomocí Chou-Talalayovy metody, 

implementované v programu CompuSyn ver. 1.0 (ComboSyn Inc., Paramus, NJ, USA), 

vyhodnoceny kombinační indexy (CI) k rozlišení mezi synergismem (CI < 0,9), aditivitou 

(CI = 0,9–1,1) a antagonismem (CI > 1,1).  
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Akalabrutinib a ibrutinib a jejich vliv na aktivitu reduktáz 

přeměňujících DAUN na DAUN-OL 

Výsledky uvedené v následujících podkapitolách popisují schopnost ACA a IBR 

inhibovat reduktázy z nadrodin AKR a SDR, které se významně podílí na přeměně 

DAUN na DAUN-OL. Redukce způsobuje deaktivaci cytostatika a byla prokázána jak na 

úrovni rekombinantních proteinů, tak i vybraných buněčných linií. Výsledky jsou 

součástí publikace Morell et al. (2021), která byla publikována v časopise Cancers a je 

uvedena v Seznamu publikovaných prací. 

5.1.1 ACA a IBR inhibují redukci DAUN zprostředkovanou 

reduktázami z nadrodin AKR a SDR 

Prvním krokem bylo provedení screeningu účinku ACA a IBR na různé CRE 

(AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3, 7A2 a CBR1), u kterých je prokázáno, že jsou zapojeny do 

metabolismu ANT. Za tímto účelem byla hodnocena enzymatická aktivita různých 

rekombinantních CRE na DAUN při dvou koncentracích BTKi (10 a 50 µM) (tab. 1). 

Tab. 1 Screening inhibičního účinku BTKi na redukci DAUN zprostředkovanou 

různými CRE 

Enzym 
ACA 10 µM ACA 50 µM IBR 10 µM IBR 50 µM 

(% inhibice) (% inhibice) (% inhibice) (% inhibice) 

AKR1A1 -1,68 ± 3,93 -0,93 ± 2,37 -3,60 ± 2,63 -7,00 ± 4,39 

AKR1B1 1,94 ± 3,37 1,56 ± 2,79 3,77 ± 0,35 7,60 ± 5,06 

AKR1B10 1,10 ± 1,49 9,36 ± 2,53 48,18 ± 2,10 74,97 ± 0,87 

AKR1C3 89,55 ± 4,00 96,28 ± 1,58 92,17 ± 3,43 96,41 ± 1,48 

AKR7A2 0,89 ± 21,26 4,06 ± 13,07 1,27 ± 4,61 -8,18 ± 5,13 

CBR1 1,10 ± 1,27 1,43 ± 1,93 0,32 ± 1,85 0,66 ± 2,28 

Hodnoty jsou vyjádřeny rozsahem inhibice v procentech vzhledem ke kontrolnímu vzorku 

obsahujícímu DMSO místo testovaného inhibitoru (n = 3; průměr ± směrodatná odchylka (SD)). 
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Ze všech studovaných enzymů byl pouze AKR1C3 významně, a navíc i velmi 

podobně inhibován oběma inhibitory BTK. Koncentrace 10 a 50 µM ACA a IBR snížily 

aktivitu AKR1C3 o 89,55 % ± 4 % a 96,28 % ± 1,58 % (ACA), 92,17 % ± 3,43 % a 

96,41 % ± 1,48 % (IBR). Významnější inhibice byla zaznamenána ještě u AKR1B10, kdy 

10 a 50 µM IBR snížily aktivitu o 48,18 % ± 2,10 % a 74,97 % ± 0,87 %, zatímco nejvyšší 

koncentrace ACA (50 µM) inhibovala aktivitu AKR1B10 pouze o 9,36 % ± 2,53 %. 

Ostatní studované reduktázy byly inhibovány ACA i IBR nevýznamně. 

Dále byl analyzován typ interakce mezi BTKi a AKR1C3. Za tímto účelem byla 

rekombinantní AKR1C3 inkubována se zvyšujícími se koncentracemi DAUN a s BTKi 

ve třech koncentracích (1, 5 a 10 μM) nebo DMSO. Kinetika enzymu byla vyhodnocena 

pomocí Lineweaver-Burkova dvojitého reciprokého grafu (obr. 9A), který ukázal 

nekompetitivní/smíšený fenotyp pro obě sloučeniny. Tento způsob inhibice spolu s 

lineární závislostí hodnoty IC50 na koncentraci enzymu (obr. 1B) naznačují, že tyto BTKi 

mohou vykazovat těsnou vazebnou interakci s AKR1C3. Proto byla použita Morrisonova 

kvadratická rovnice pro těsně se vázající inhibitory (Copeland, 2013) s různými 

množstvími AKR1C3 (obr. 9C) k výpočtu zdánlivých hodnot Ki (Kiapp) (tab. 2). Obě 

sloučeniny vykazovaly relativně konstantní hodnoty Ki
app v rozmezí nM koncentrací. 
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Obr. 9 Analýza enzymové kinetiky BTKi na redukci DAUN zprostředkovanou rekombinantním 

AKR1C3. (A) Lineweaver-Burkův graf porovnávající inverzní aktivitu specifickou pro AKR1C3 v 

přítomnosti DMSO nebo zvyšujících se koncentrací (1, 5 a 10 µM) BTKi v závislosti na 

koncentraci DAUN (n = 3; průměr ± SD). (B) Naměřené hodnoty IC50 BTKi v závislosti na 

koncentraci AKR1C3 (n = 3; průměr ± SD). (C) Graf koncentrace-odezva BTKi pro aktivitu 

DAUN katalyzovanou AKR1C3 přizpůsobený Morrisonově kvadratické rovnici. Enzymatická 

aktivita je vyjádřena jako poměr inhibované a neinhibované reakční rychlosti (n = 6; průměr ± 

SD). 
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Tab. 2 Hodnoty Ki
app pro BTKi získané z Morrisonovy rovnice pro těsně se vázající 

inhibitory 

BTKi 
AKR1C3  AKR1C3 Ki

app  95% CI  
R2 

(mg/ml) (μM) (μM) (μM) 

IBR 

0,005 0,135 0,312 0,242 – 0,382 0,881 

0,015 0,405 0,332 0,268 – 0,396 0,944 

0,03 0,811 0,354 0,278 – 0,431 0,951 

ACA 

0,005 0,135 0,451 0,356 – 0,546 0,946 

0,015 0,405 0,521 0,454 – 0,589 0,983 

0,03 0,811 0,566 0,496 – 0,636 0,987 

Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SD z nejméně tří nezávislých experimentů. 95% interval 

spolehlivosti (95% CI). 

5.1.2 Inhibitory BTK působí proti rezistenci léčby DAUN 

prostřednictvím inhibice AKR1C3 v buněčné linii HCT116 

Pro zhodnocení účinnosti ACA a IBR při potlačování intracelulárního metabolismu 

DAUN, byla vytvořena buněčná linie HCT116 s přechodnou nadměrnou expresí enzymu 

AKR1C3 (HCT116-AKR1C3) a kontrolní buňky transfekované prázdným vektorem 

(HCT116-EV). Buněčná linie HCT116 byla vybrána kvůli zanedbatelné endogenní 

expresi AKR1C3 (Hofman et al., 2014). Buňky HCT116-AKR1C3 byly ošetřeny 

zvyšujícími se koncentracemi obou BTKi (1, 5 a 10 µM) v kombinaci s DAUN (1 µM) 

po dobu 2,5 a 5 h. Obě sloučeniny významně inhibovaly redukci DAUN na DAUN-OL 

v závislosti na čase a dávce (obr. 10).  
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Obr. 10 BTKi inhibují metabolismus DAUN zprostředkovaný AKR1C3. Transfekované buňky 

HCT116 byly inkubovány s 1 µM DAUN v kombinaci s DMSO nebo BTKi (1, 5 a 10 µM) po dobu 

2,5 a 5 h. Buněčné extrakty byly dále analyzovány pomocí UHPLC. Graf znázorňuje časovou 

závislost aktivity AKR1C3, přičemž množství DAUN-OLu vzniklé po 5 h v buňkách HCT116-

AKR1C3 se považuje za 100 % a v buňkách HCT116-EV za 0 %. Všechny hodnoty jsou vyjádřeny 

jako průměr ± SD ze tří nezávislých experimentů provedených ve dvou opakováních (n = 6). 

Údaje byly podrobeny statistické analýze pomocí dvousměrného ANOVA testu s následným 

Bonferroniho post hoc testem. ** p < 0,01 a **** p < 0,0001 vzhledem k DMSO. 

Dále bylo analyzováno, zda snížená inaktivace DAUN moduluje rezistenci na ANT 

v transfekovaných buňkách HCT116. Za tímto účelem byly u buněk HCT116-AKR1C3 

a HCT116-EV analyzovány IC50 DAUN v kombinaci s DMSO nebo stejnými 

koncentracemi BTKi (1, 5 a 10 µM) (tab. 3 a obr. 11A, B, C, D), které dříve vykazovaly 

inhibiční účinek na metabolismus DAUN. Exprese AKR1C3 v buňkách HCT116-

AKR1C3 poskytovala větší odolnost vůči cytotoxicitě DAUN, přičemž hodnota IC50 pro 

DAUN byla přibližně dvakrát vyšší než u buněk HCT116-EV. Tyto údaje ukazují, že 

zvýšená exprese AKR1C3 chrání nádorové buňky před toxicitou DAUN. Rezistence k 

DAUN u HCT116-AKR1C3 však byla překonána v závislosti na dávce ACA a IBR, 

přičemž došlo k významným posunům hodnot IC50 pro 5 a 10 µM obou BTKi. U buněk 

HCT116-EV nebyly pozorovány žádné významné změny hodnot IC50 DAUN, což 

potvrzuje rozhodující úlohu interakce BTKi-AKR1C3 při účinku zvrácení rezistence vůči 

DAUN. Pomocí Chou-Talalayovy metody byly kvantifikovány CI a vytvořeny grafy 

závislosti CI na podílu ovlivněných buněk (FA). Buňky, které přežily léčbu, byly 

považovány za nezasažené. Kombinace DAUN s oběma BTKi (5 a 10 µM) vykazovala 

hodnoty CI v rozmezí od synergismu (0,3-0,7) až po silný synergismus (0,1-0,3) u buněk 

HCT116-AKR1C3. U buněk HCT116-EV byly hodnoty CI pro stejné kombinace 
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mnohem vyšší a vykazovaly rozmezí od mírného synergismu (0,7-0,85) až po téměř 

aditivitu (0,9-1,1). Mírný synergismus pozorovaný u HTC116-EV může souviset s 

dalšími cíli BTKi, ale bez dostatečného příspěvku k významnému zvýšení cytotoxicity 

DAUN (obr. 11E, F). 

Tab. 3 Naměřené hodnoty IC50 kombinace DAUN s BTKi 

BTKi 
Koncentrace IC50 (95% CI) [μM] 

(μM) HCT116-EV HCT116-C3 

IBR 

0 0,35 (0,33-0,37) 0,66 (0,62-0,70) 

1 0,35 (0,32-0,37) 0,59 (0,56-0,63) 

5 0,25 (0,22-0,27) 0,31 (0,29-0,34) ** 

10 0,24 (0,22-0,26) 0,25 (0,23-0,28) ** 

ACA 

0 0,34 (0,32-0,37) 0,61 (0,57-0,66) 

1 0,33 (0,31-0,36) 0,59 (0,55-0,64) 

5 0,25 (0,23-0,27) 0,33 (0,31-0,36) ** 

10 0,23 (0,22-0,26) 0,28 (0,26-0,30) ** 

Hodnoty IC50 byly podrobeny statistické analýze pomocí Studentova t-testu. **p <0.001 a jsou 

vyjádřeny jako průměr dvou nezávislých experimentů provedených ve třech opakováních. 
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Obr. 11 BTKi působí proti rezistenci k léčbě DAUN zprostředkované AKR1C3 u transientně 

transfekovaných buněk HCT116. (A, B, C, D) HCT116-EV a HCT116-AKR1C3 byly vystaveny 

působení DMSO nebo různých dávek BTKi (1, 5 a 10 µM) v kombinaci s DAUN (0,01-1 μM) a 

inkubovány po dobu 72 h. Životaschopnost buněk byla hodnocena pomocí MTT testu. Grafy 

představují srovnání křivek závislosti dávky na odpovědi pro životaschopnost (%) každé buněčné 

linie při různých kombinacích (n = 6, průměr ± SD). (E, F) Grafy CI vs. Fa získané po Chou-

Talalayově analýze kombinované léčby zahrnující BTKi (5 a 10 µM) s DAUN (0,1-1 µM) (n = 6, 

průměr ± SD). Přerušované čáry vymezují rozsahy CI pro silný synergismus (0,1-0,3), 

synergismus (0,3-0,7), střední synergismus (0,7-0,85) a téměř aditivitu (0,9-1,1). 
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5.1.3 BTKi synergizují cytotoxicitu DAUN v nádorové buněčné linii 

A549 

Po potvrzení synergického účinku kombinace léčiv na buněčné linii HCT116 

tranzientně exprimující AKR1C3 byly následně provedeny kombinační studie na buněčné 

linii A549 s endogenní expresí AKR1C3 (Hofman et al., 2014). Opět byla hodnocena 

cytotoxicita DAUN v kombinaci se stejnými koncentracemi BTKi (obr. 12A, B). 

Podobně jako u buněk HCT116-AKR1C3 oba BTKi v kombinaci s DAUN vykazovaly 

významné posuny hodnot IC50 (tab. 4). Současně oba BTKi vykazovaly určitý stupeň 

cytotoxicity, který, přestože nesouvisí s metabolismem DAUN, může rovněž přispívat k 

významným posunům IC50 pozorovaným po kombinaci s DAUN. Pomocí Chou-

Talalayovy metody byl zjištěn synergický účinek v závislosti na dávce BTKi (obr. 12C, 

D). 

Tab. 4 Naměřené hodnoty IC50 kombinace DAUN s BTKi 

BTKi 
Koncentrace IC50 (95% CI) 

(μM) [μM] 

IBR 

0 0,35 (0,33-0,37) 

1 0,21 (0,19-0,23) ** 

5 0,12 (0,11-0,14) *** 

10 0,09 (0,08-0,11) *** 

ACA 

0 0,35 (0,33-0,37) 

1 0,23 (0,21-0,25) ** 

5 0,13 (0,12-0,15) *** 

10 0,10 (0,09-0,12) *** 

Hodnoty IC50 byly podrobeny statistické analýze pomocí Studentova t-testu. **p <0,001; 

***p <0,0001 a jsou vyjádřeny jako průměr tří nezávislých experimentů provedených ve třech 

opakováních. 
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Obr. 12 BTKi synergizují cytotoxicitu DAUN v nádorových buňkách A549. (A, B) Buňky A549 

byly inkubovány s DMSO nebo netoxickými dávkami BTKi (1, 5 a 10 µM) v kombinaci se 

zvyšujícími se koncentracemi DAUN po dobu 72 h, následně byl proveden MTT test pro stanovení 

životaschopnosti buněk. Grafy znázorňují srovnání křivek závislosti dávky na odpovědi 

životaschopnosti buněk A549 (%) při různých kombinacích (n = 9, průměr ± SD). (C, D) Grafy 

CI vs. Fa získané po Chou-Talalayově analýze kombinované léčby zahrnující BTKi (1, 5 a 10 µM) 

s DAUN (0,1-1 µM) (n = 6, průměr ± SD). Přerušované čáry vymezují rozsahy CI pro silný 

synergismus (0,1-0,3), synergismus (0,3-0,7), střední synergismus (0,7-0,85) a téměř aditivitu 

(0,9-1,1). 
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5.2 Zanubrutinib a jeho inhibiční potenciál k reduktázám 

z nadrodin AKR a SDR 

Následující podkapitoly obsahují výsledky popisující ZAN a jeho inhibiční 

potenciál k reduktázám z nadrodin AKR a SDR, které zprostředkovávají metabolismus 

DAUN na DAUN-OL. Výsledky prezentované v těchto podkapitolách jsou součástí 

publikace Čermáková et al. (2022), která byla publikována v časopise Pharmaceutics a je 

uvedena v Seznamu publikovaných prací. 

5.2.1 ZAN inhibuje redukci DAUN zprostředkovanou reduktázami 

z nadrodin AKR a SDR 

Podobně jako v předchozí publikaci byl i zde nejprve proveden základní screening 

inhibiční aktivity ZAN na různé CRE (AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBR1). Ze všech 

testovaných CRE vykazoval ZAN nejvyšší inhibiční aktivitu vůči AKR1C3. V 

koncentraci 10 a 50 µM snížil aktivitu AKR1C3 o 79,08 % ± 1,73 % a 88,52 % ± 2,18 % 

(tab. 5).  

Tab. 5 Screening inhibičního účinku ZAN na redukci DAUN zprostředkovanou různými 

CRE 

Enzym 
ZAN 10 µM ZAN 50 µM 

(% inhibice) (% inhibice) 

AKR1A1 2,81 ± 0,08 5,56 ± 0,38 

AKR1B1 53,33 ± 0,33 67,45 ± 0,01 

AKR1B10 41,67 ± 0,03 74,83 ± 0,31 

AKR1C3 79,08 ± 1,73 88,52 ± 2,18 

CBR1 3,63 ± 4,69 4,68 ± 9,40 

Hodnoty jsou vyjádřeny rozsahem inhibice v procentech vzhledem ke kontrolnímu vzorku 

obsahujícímu DMSO místo testovaného inhibitoru (n = 3; průměr ± SD). 

Nejsilněji inhibovaná rekombinantní reduktáza byla AKR1C3, a proto bylo dalším 

krokem kvantifikovat inhibiční účinek ZAN na rekombinantní AKR1C3 stanovením 

IC50. Jak je patrné z IC50 (obr. 13A), ZAN interagoval s AKR1C3 a silně inhiboval 
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redukci DAUN na DAUN-OL v závislosti na dávce. Enzymová kinetika a Lineweaver-

Burkův dvojitý reciproční graf navíc poskytly důkaz o smíšeném typu inhibice (Ki = 

2,9 μM, α > 1,0) (obr. 13 B,C). Parametr α > 1 naznačuje, že se ZAN přednostně váže na 

volný enzym (Copeland, 2013). 

 

Obr. 13 ZAN inhibuje redukci DAUN katalyzovanou lidským rekombinantním AKR1C3. (A) IC50 

inhibice AKR1C3. (B) Stanovení Ki. (C) Způsob inhibice graficky znázorněný pomocí 

Lineweaver-Burkova grafu. Všechny údaje jsou vyjádřeny jako průměr ± SD z nejméně tří 

nezávislých experimentů. 

5.2.2 Vliv ZAN na rezistenci k léčbě DAUN v buněčné linii HCT116 

Dále byl zkoumán vliv ZAN na metabolismus DAUN zprostředkovaný AKR1C3 v 

transfekovaných buňkách HCT116. Buňky byly ošetřeny DAUN (1 μM) a ZAN (1, 5, 10 

a 50 μM) nebo DMSO v reakčním intervalu 2 a 4 h. Obrázek 14 ukazuje, že ZAN ve 

všech testovaných koncentracích významně inhiboval přeměnu DAUN na DAUN-OL v 

buňkách HCT116-AKR1C3. 
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Obr. 14 ZAN inhibuje metabolismus DAUN zprostředkovaný AKR1C3 v intaktních buňkách. 

Transfekované buňky HCT116 byly inkubovány s DAUN (1 µM) v kombinaci se ZAN (1, 5, 10 a 

50 µM) nebo DMSO po dobu 2 a 4 h. Poté byl DAUN-OL extrahován a jeho množství bylo 

analyzováno pomocí UHPLC. Data byla vyhodnocena pomocí jednosměrného ANOVA testu, po 

němž následoval Dunnettův post hoc test. ** p < 0,01 a **** p < 0,0001 ve srovnání s kontrolní 

dávkou DMSO. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SD ze tří nezávislých experimentů. 

Po potvrzení, že ZAN intracelulárně inhibuje AKR1C3, bylo analyzováno, zda 

snížení metabolismu DAUN úměrně zvyšuje jeho cytotoxicitu na buňky. I v tomto 

případě u buněk HCT116-AKR1C3 byla hodnota IC50 pro samotný DAUN téměř dvakrát 

vyšší než hodnota IC50 získaná z experimentů s buňkami HCT116-EV. Z posunů hodnot 

IC50 je patrné, že rezistence buněk HCT116-AKR1C3 vůči DAUN byla překonána po 

přidání ZAN (5 nebo 10 µM) (obr. 15A). Při pokusech s buňkami HCT116-EV nebyly 

zjištěny žádné takto významné změny IC50 (obr. 15B), protože kombinace s BTKi 

nevedla ke zvýšení cytotoxicity DAUN. Dále byla analyzována farmakodynamika 

kombinace DAUN a BTKi pomocí Chou-Talalayovy metody. Hodnoty CI pro DAUN se 

ZAN (5 nebo 10 µM) vedly u buněk HCT116-AKR1C3 k synergismu (CI <0,9). Nejnižší 

hodnota CI byla zjištěna pro kombinaci 10 µM ZAN s 0,25 µM DAUN (CI = 0,33 ± 

0,11). Naopak při testování zkoumaných kombinací léčiv u buněk HCT116-EV byla 

zjištěna aditivita až antagonismus (CI = 0,9-10) (obr. 15C, D). 
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Obr. 15 ZAN působí proti rezistenci na DAUN zprostředkované AKR1C3 u nádorových buněk. 

Buňky HCT116-AKR1C3 (A) a HCT116-EV (B) byly ošetřeny DMSO nebo ZAN (5 a 10 µM) a 

zvyšujícími se koncentracemi DAUN (0,1-5 µM). Po 72 h inkubace byla životaschopnost buněk 

hodnocena pomocí testu XTT. Pro jednosměrný ANOVA test a následný Dunnettův post hoc test 

byl použit GraphPad Prism 9.3.1. ns = nesignifikantní, * p < 0,05 a ** p < 0,01 v porovnání s 

kontrolou s DMSO. Chou-Talalayova analýza byla provedena za účelem vytvoření grafů CI vs. 

FA pro 5 (C) a 10 µM ZAN (D), aby bylo možné rozlišit synergismus (<0,9), aditivitu (0,9-1,1) a 

antagonismus (>1,1). Tečkovaná čára byla pro lepší orientaci umístěna na CI = 1. Údaje jsou 

prezentovány jako průměr ± SD ze tří nezávislých experimentů. 

5.2.3 ZAN překonává rezistenci vůči DAUN v buněčné linii A549 

Po potvrzení synergického účinku kombinace DAUN se ZAN na úrovni 

transfekovaných buněk HCT116 byly následně provedeny kombinační studie s buněčnou 

linií A549. Podobně jako u buněk HCT116-AKR1C3 byly po ošetření buněk kombinací 

DAUN a ZAN (1 a 5 μM) (obr. 16A) zjištěny významné posuny hodnot IC50. Při použití 

metody Chou-Talalaye byl zjištěn synergický účinek v celém rozsahu FA, přičemž 

nejnižší hodnota CI byla zjištěna pro kombinaci 5 μM ZAN + 0,75 μM DAUN (CI = 0,06 

± 0,05) (obr. 16B). 
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Obr. 16 ZAN působí proti rezistenci na DAUN u buněk A549. (A) Buňky A549 byly ošetřeny 

DMSO nebo ZAN (1 a 5 µM) a zvyšujícími se koncentracemi DAUN (0,01-1 µM), inkubovány po 

dobu 72 h a poté byla hodnocena životaschopnost buněk pomocí testu XTT. Pro jednosměrný 

ANOVA test následovaný Dunnettovým post hoc testem byl použit GraphPad Prism 9.3.1. 

** p < 0,01 a **** p < 0,0001 vzhledem ke kontrole s DMSO. (B) Chou-Talalayova analýza byla 

provedena za účelem vytvoření grafu CI vs. FA pro 1 a 5 µM ZAN a rozlišení synergismu (<0,9) 

od aditivity (0,9-1,1) a antagonismu (>1,1). Přerušovaná čára byla pro orientaci umístěna na CI 

= 1. Údaje jsou prezentovány jako průměr ± SD ze tří nezávislých experimentů. 

5.2.4 ZAN zvyšuje akumulaci DAUN inhibicí efluxní aktivity ABC 

transportérů 

Jak bylo uvedeno v kapitole o lékové rezistenci, nejen deaktivace cytostatik pomocí 

CRE, ale také ABC transportéry přispívají k ANT rezistenci, a to aktivním odčerpáváním 

ANT z nádorových buněk. Pro naše experimenty byly vybrány leukemické buňky A549 

a KG1α kvůli jejich vysoké expresi ABC transportérů (Grundy et al., 2011; Shi et al., 

2020). V tomto experimentu byla hodnocena schopnost ZAN inhibovat eflux DAUN 

v buňkách A549 a KG1α. Pomocí selektivních modulátorů LY335979 (inhibitor 

ABCB1), Ko143 (inhibitor ABCG2) a MK571 (inhibitor ABCC1) jsme spolu se 

substrátem DAUN prokázali funkční přítomnost transportéru ABCB1 u KG1α a 

přítomnost ABCG2 a ABCC1 u buněčné linie A549 (obr. 17A, B). Dále byly obě buněčné 

linie inkubovány s kombinací DAUN a ZAN. Získané údaje ukázaly, že ZAN v 

koncentracích 10 a 25 μM inhiboval eflux DAUN v buňkách A549, zatímco v případě 

buněk KG1α ZAN interagoval s transportérem ABCB1 v koncentracích 5, 10 a 25 (obr. 

17A, B). 
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Obr. 17 Analýza akumulace DAUN průtokovou cytometrií v buňkách A549 (A) a KG1α (B). Buňky 

A549 a KG1α byly předem inkubovány se ZAN (1, 5, 10 a 25 µM) nebo selektivními inhibitory 

ABC transportérů: LY335979 (inhibitor ABCB1), Ko143 (inhibitor ABCG2) nebo MK571 

(inhibitor ABCC1). Po preinkubaci byly k buňkám přidány 2 µM (A549) nebo 1 µM DAUN 

(KG1α). Sloupcové grafy znázorňují akumulaci DAUN v % vzhledem k DMSO kontrole. Data 

byla analyzována pomocí jednosměrného ANOVA testu a následného Dunnettova post hoc testu; 

ns = nesignifikantní, ** p < 0,01, *** p < 0,001 a **** p < 0,0001. Údaje jsou prezentovány 

jako průměr ± SD ze tří nezávislých experimentů. 

5.2.5 ZAN neovlivňuje expresi AKR1C3 

Kromě inhibice AKR1C3 mohou i změny exprese AKR1C3 ovlivnit 

farmakologický osud ANT. Na základě toho byla zkoumána schopnost ZAN ovlivnit 

intracelulární hladiny mRNA AKR1C3. Spolu s leukemickými buňkami KG1α byla jako 

jaterní model použita buněčná linie hepatokarcinomu HepG2, aby bylo možné 

vyhodnotit, zda má ZAN potenciál ovlivnit celotělovou farmakokinetiku DAUN. Nejprve 

byly testovány cytotoxické účinky ZAN na životaschopnost buněk HepG2 a KG1α k 

určení koncentrace s přijatelnou cytotoxicitou. Na základě těchto experimentů (obr. 18A, 

B) byla pro indukční studie použita farmakologicky relevantní (Tam et al., 2019) a 

zanedbatelně cytotoxická koncentrace 0,5 μM ZAN. Výsledky qRT-PCR ukázaly, že 

ZAN nezpůsobil žádné významné změny v expresi mRNA AKR1C3 v buňkách KG1α 

ani HepG2 (obr. 18C, D).  
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Obr. 18 Účinek ZAN na expresi mRNA AKR1C3 v buněčných liniích HepG2 a KG1α. Pro nalezení 

netoxické koncentrace ZAN byly buňky HepG2 (A) a KG1α (B) ošetřeny ZAN (0,1-50 µM) nebo 

DMSO po dobu 48 h a životaschopnost buněk byla hodnocena pomocí testu XTT. Dále bylo u 

buněk HepG2 (C) a KG1α (D) provedeno stanovení mRNA AKR1C3 po expozici ZAN (0,5 µM). 

qRT-PCR byla použita ke sledování změn exprese mRNA AKR1C3 po 24 a 48h inkubaci. K 

posouzení statistické významnosti byl použit Studentův nepárový t-test s Welchovou korekcí; ns = 

nesignifikantní. Údaje představují průměr ± SD z nejméně tří nezávislých experimentů. 

  



60 

 

5.3 Tirabrutinib a jeho schopnost inhibovat reduktázy 

přeměňující DAUN na DAUN-OL 

Následující podkapitoly obsahují výsledky popisující inhibiční účinek TIR na 

reduktázy z nadrodiny AKR a SDR, které se významně podílejí na konverzi DAUN na 

DAUN-OL. Výsledky jsou součástí publikace, která byla odeslána do časopisu Frontiers 

in Pharmacology a je uvedena v Seznamu publikovaných prací. 

5.3.1 Interakce TIR s reduktázami z nadrodin AKR a SDR 

V této studii byla nejprve zkoumána inhibiční aktivita TIR vůči vybraným CRE 

(AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBR1). V dvoubodovém screeningu TIR (10 a 50 μM) 

silně inhiboval AKR1C3 (>70 % na obou koncentračních úrovních). Při inkubaci TIR s 

ostatními enzymy byla zjištěna zanedbatelná (<20 %) nebo žádná inhibice (tab. 6). 

Tab. 6 Screening inhibičního účinku TIR na redukci DAUN zprostředkovanou různými 

CRE 

Enzym 
TIR 10 µM TIR 50 µM 

(% inhibice) (% inhibice) 

AKR1A1 0,01 ± 3,62 -0,22 ± 1,98 

AKR1B1 -9,77 ± 9,55 -12,36 ± 0,88 

AKR1B10 1,64 ± 3,89 14,96 ± 2,98 

AKR1C3 73,20 ± 0,88 90,26 ± 1,03 

CBR1 2,79 ± 2,74 0,13 ± 2,21 

Hodnoty jsou vyjádřeny rozsahem inhibice v procentech vzhledem ke kontrolnímu vzorku 

obsahujícímu DMSO místo testovaného inhibitoru (n = 3; průměr ± SD). 

Z toho důvodu se studie zaměřila na AKR1C3. Byly stanoveny hodnoty IC50, Ki a 

způsob inhibice. Jak je patrné z výsledků, TIR snižuje aktivitu AKR1C3 v závislosti na 

dávce s IC50 v rozmezí 3,32–4,14 µM (obr. 19A). Hodnota Ki získaná z rovnice pro 

smíšený model inhibice byla 2,34 µM s α = 2,12 (obr. 19B, C). 
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Obr. 19 TIR inhibuje rekombinantní AKR1C3. (A) Hodnota IC50 byla stanovena inkubací TIR 

(0,1-100 μM) s DAUN (500 μM) v přítomnosti AKR1C3 (1,5 μg) a systému regenerace NADPH. 

(B) AKR1C3 (1,5 μg), DAUN (200-2000 μM) a TIR (2,5, 5 a 10 μM) v přítomnosti regeneračního 

systému NADPH byly použity ke stanovení hodnoty Ki a vytvoření dvojitého recipročního grafu 

dle Lineweaver-Burka (C). Datové body jsou průměry ± SD ze tří nezávislých experimentů 

provedených ve třech opakováních (n =9). 

5.3.2 TIR synergizuje s DAUN a překonává rezistenci na léčbu ANT 

prostřednictvím inhibice AKR1C3 

Ke zkoumání vlivu TIR na redukci DAUN na DAUN-OL v intaktních buňkách byl 

použit inhibiční test. Transfekované buňky HCT116-AKR1C3 a HCT116-EV byly 

inkubovány s DAUN v kombinaci s TIR po dobu 2 a 4 h. Obrázek 20 ukazuje, že TIR 

významně inhibuje metabolismus DAUN v závislosti na dávce a čase.  
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Obr. 20 Metabolismus DAUN zprostředkovaný AKR1C3 je inhibován TIR v transfekovaných 

buňkách HCT116. Buňky HCT116 byly ošetřeny kombinací DAUN (5 μM) a TIR (1, 5, 10 a 

50 μM) nebo DMSO po dobu 2 a 4 h. Množství extrahovaného metabolitu DAUN-OL bylo 

analyzováno pomocí UHPLC. Data byla normalizována. Graf znázorňuje aktivitu AKR1C3, kde 

množství DAUN-OL vzniklé v buňkách HCT116-AKR1C3 + 0 µM TIR po 4 h představuje 100 %. 

Data byla podrobena statistické analýze pomocí jednosměrného ANOVA testu s následným 

Dunnettovým post hoc testem. ** p < 0,01 a **** p < 0,0001 ve srovnání s DMSO. Všechny 

hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SD čtyř nezávislých experimentů ve dvou opakováních (n 

= 8). 

Jelikož byla potvrzena schopnost TIR inhibovat aktivitu AKR1C3 na buněčné 

úrovni, rozhodli jsme se prozkoumat, zda snížená inaktivace DAUN úměrně zvyšuje jeho 

cytotoxicitu vůči nádorovým buňkám. Z výsledků je patrné že, buňky HCT116-AKR1C3 

vykazovaly vyšší rezistenci vůči DAUN než buňky HCT116-EV, podobně jako 

v přechozích studiích. Tento efekt byl v našich experimentech zvrácen po přidání TIR do 

buněčné kultury (obr. 21A, B). Kvantitativní analýza vztahů mezi dávkou a účinkem 

ukázala synergismus až téměř aditivitu pro DAUN a 1 μM TIR (obr. 21C) a silný až 

střední synergismus mezi DAUN a 5 nebo 10 μM TIR (obr. 21D, E) u buněk HCT116-

AKR1C3. Naopak u stejných kombinací DAUN a TIR byl v případě buněk HCT116-EV 

pozorován synergismus až mírný či středně silný antagonismus (obr. 21C, D, E). 

Výsledky ukazují, že TIR lépe synergizuje s DAUN u buněk s nadměrnou expresí 

AKR1C3. Synergismus pozorovaný u některých kombinací DAUN a TIR v buňkách 

HCT116-EV však naznačuje, že do mechanismu účinku TIR jsou zapojeny další cíle, 

které přispívají k jeho účinnosti v buňkách HCT116. 
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Obr. 21 TIR působí proti rezistenci k DAUN zprostředkované AKR1C3 u transientně 

transfekovaných buněk HCT116. Buňky HCT116-AKR1C3 (A) a HCT116-EV (B) byly 

inkubovány s kombinací DAUN (0,01-1 μM) a TIR (1, 5 a 10 μM) nebo DMSO. Po 72 h byla 

měřena životaschopnost buněk pomocí testu MTT. Grafy představují normalizovaná data, 

přičemž média obsahující <0,5 % DMSO (v/v) jsou považována za 100% životaschopnost buněk 

a média obsahující 10 % DMSO (v/v) za 0% životaschopnost buněk. Data byla vyhodnocena 

pomocí jednosměrného ANOVA testu s následným Dunnettovým post hoc testem; n = 

nesignifikantní, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 a **** p < 0,0001 ve srovnání s DMSO. 

Údaje jsou vyjádřeny jako průměr ± SD ze tří nezávislých experimentů ve třech opakováních (n 

=9). Metoda Chou-Talaye byla použita k získání údajů potřebných k vytvoření grafů CI v 

závislosti na FA. TIR 1 μM (C), 5 μM (D) a 10 μM (E) byl kombinován s DAUN (0,1-1 μM). Údaje 

pocházejí ze tří nezávislých experimentů provedených ve třech opakováních (n =9). Přerušované 

čáry vymezují rozsahy CI pro silný synergismus (0,1-0,3), synergismus (0,3-0,7), střední 



64 

 

synergismus (0,7-0,85), téměř aditivitu (0,9-1,1), mírný antagonismus (1,1-1,2), středně silný 

antagonismus (1,2-1,45) a antagonismus (>1,45). 

5.3.3 TIR nemá žádný vliv na intracelulární hladiny exprese AKR1C3 

K posouzení možných změn intracelulárních hladin exprese mRNA AKR1C3 po 

léčbě TIR jsme provedli qRT-PCR. Buněčná linie HepG2 poskytla systémový model pro 

hodnocení účinku TIR na celotělovou farmakokinetiku DAUN. Nejprve jsme hodnotili 

cytotoxický účinek TIR, abychom vybrali necytotoxickou koncentraci léčiva v buňkách 

HepG2 (obr. 22A). Poté jsme pokračovali v indukčních experimentech s 5 μM TIR. 

Výsledky ukazují, že za našich studijních podmínek TIR nevyvolal v buňkách HepG2 

žádné významné změny v expresi AKR1C3 (obr. 22B). 

 

Obr. 22 Cytotoxický účinek TIR (A) a jeho vliv na expresi mRNA AKR1C3 (B) v buněčné linii 

HepG2. Buňky HepG2 byly ošetřeny TIR (0,1-50 µM) nebo DMSO po dobu 48h expozice a 

životaschopnost buněk byla hodnocena pomocí MTT testu. Stanovení exprese AKR1C3 po 

expozici TIR (5 µM) v buňkách HepG2. Po 24 h byla exprese mRNA AKR1C3 sledována pomocí 

qRT-PCR. K posouzení statistické významnosti byl použit Studentův nepárový t-test s Welchovou 

korekcí; ns = nesignifikantní. Údaje představují průměr ± SD z nejméně tří nezávislých 

experimentů provedených v tetraplikátech (n =12). 

5.3.4 TIR zvyšuje intracelulární hladinu DAUN v intaktních buňkách 

Podobně jako v předchozí studii byl zkoumán potenciální vliv TIR na akumulaci 

DAUN v buňkách A549 a KG1α. Funkční přítomnost ABC transportérů (ABCC1 a G2 u 

A549 a ABCB1 u buněčné linie KG1α) byla popsána v předchozích experimentech. 
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Potenciální vliv TIR na akumulaci DAUN byl prokázán pomocí kombinace DAUN a TIR 

(1, 5, 10 a 25 μM). TIR inhiboval eflux DAUN v buněčné linii A549 v koncentraci 25 μM, 

zatímco 5, 10 a 25 μM TIR inhiboval eflux DAUN v buňkách KG1α (obr. 23A, B). 

 

Obr. 23 Akumulace DAUN v buněčných liniích A549 (A) a KG1α (B). Buňky byly inkubovány s 

DMSO, zvyšujícími se koncentracemi TIR (1-25 μM) nebo selektivními inhibitory ABC 

transportérů: 2 μM Ko143 nebo 25 μM MK571 (A549), 2 μM LY335979 (KG1α) po dobu 15 min. 

Po preinkubaci byl k buňkám přidán 1 μM DAUN a inkubován po dobu 45 min a poté byla 

průtokovou cytometrií měřena akumulace DAUN v buňkách jako fluorescence. Sloupcové grafy 

znázorňují akumulaci DAUN v % vzhledem k DMSO, což je kontrolní látka. Data byla 

analyzována pomocí jednosměrného ANOVA testu a následného Dunnettova post hoc testu; ns = 

nesignifikantní, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 a **** p < 0,0001. Údaje jsou 

prezentovány jako průměr ± SD tří nezávislých experimentů provedených ve dvou opakováních 

(n =6). 
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6 DISKUSE 

Nádorová onemocnění představují jednu z největších výzev moderní medicíny, 

přičemž chemoterapie zůstává klíčovým nástrojem v léčbě toho onemocnění. Mezi 

nejúčinnější a široce používané chemoterapeutické látky jsou řazeny ANT, známé svou 

schopností efektivně zasahovat do buněčného cyklu a způsobovat poškození DNA 

nádorových buněk vedoucí k buněčné smrti. Přestože jsou ANT vysoce účinné v terapii 

nádorových onemocnění, jejich dlouhodobé používání je značně omezeno vedlejšími 

účinky a rozvojem rezistence nádorových buněk. Rezistence na ANT je komplexní 

fenomén zahrnující řadu mechanismů, jako jsou alterace cílových molekul, aktivace 

opravných mechanismů DNA, aktivita lékových transportérů či biotransformačních 

enzymů (Mattioli et al., 2023). 

Významným mechanismem přispívajícím k rezistenci vůči ANT je jejich 

metabolismus biotransformačními enzymy, které mohou léčiva deaktivovat a redukovat 

tak množství parentní účinné formy. Dosud popsané biotransformační enzymy 

odpovědné za redukční metabolismus DOX a DAUN jsou zařazeny buď do nadrodiny 

SDR nebo AKR. Signifikantní schopnost redukční přeměny byla popsána u CBR1 patřící 

do nadrodiny SDR a AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a 7A2 patřící do nadrodiny AKR (Bains 

et al., 2010; Bains et al., 2009; Hofman et al., 2015; Kassner et al., 2008; Ohara et al., 

1995). Tyto reduktázy, tedy popsané reduktázy s významnou redukční přeměnou k ANT, 

byly předmětem našich studií a publikované práce jsou zahrnuty do této disertační práce. 

V roce 2008 byla poprvé popsána redukce DOX katalyzovaná AKR1C3 (Kassner et al., 

2008). Publikace se zaměřila na testování enzymových aktivit SDR a AKR pomocí 

purifikovaných enzymů a lidských tkání. Nejvyšší katalytickou aktivitu vykazovala 

AKR1C3, následovaná CBR1. V menší míře také AKR1B10, 1A1 a 1C4. Žádnou nebo 

velmi nízkou aktivitu zaznamenali u AKR1C1, 1C2 a CBR3. O dva roky později byla 

publikována studie, která porovnávala aktivity CRE v přítomnosti DOX i DAUN. 

Výsledkem bylo, že DAUN je signifikantně lepším substrátem AKR1C3 než DOX. 

Nejvyšší aktivitu v přítomnosti DAUN naměřili s CBR1, AKR1C3, 7A2, 1A1 a 1B10 

(Bains et al., 2010). Metabolismem ANT zprostředkovaným AKR1C3 se rovněž zabývala 

naše výzkumná skupina. Autoři publikovali kinetické studie s purifikovaným 

rekombinantním enzymem AKR1C3 vůči DOX, DAUN a IDA. Podobně jako v přechozí 

studii byl nejúčinněji metabolizován DAUN, následovaný IDA a DOX (Hofman et al., 

2014). Kromě kinetických studií s purifikovaným rekombinantním enzymem AKR1C3 
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byla prokázána rozsáhlá metabolická konverze DAUN zprostředkovaná nadměrně 

exprimovaným AKR1C3 v intracelulárních podmínkách. Ve své studii transfekovali 

vybrané buněčné linie (A549, HeLa, MCF7 a HCT116). Potvrzením AKR1C3 

zprostředkované redukce DAUN v intaktních buňkách prokázali, že tento metabolický 

proces přispívá k ANT rezistenci v nádorových buňkách (Hofman et al., 2014). Zvýšená 

enzymatická redukce ANT na jejich méně účinné sekundární C13-hydroxy metabolity 

byla popsána jako jeden z mechanismů, který způsobuje farmakokinetickou rezistenci na 

ANT v nádorových buňkách (Ax et al., 2000; Gavelova et al., 2008; Heibein et al., 2012; 

Plebuch et al., 2007; Soldan et al., 1996; Zhong et al., 2011). Současně byla u řady 

nádorových onemocnění zjištěna nadměrná exprese AKR1C3, včetně karcinomu 

prostaty, prsu, AML a NSCLC, přičemž její upregulace korelovala s invazivitou a 

agresivitou těchto nádorů (Birtwistle et al., 2009; Li et al., 2024; Oduwole et al., 2004; 

Stanbrough et al., 2006). 

Detailní znalost metabolismu ANT poskytla významný přínos v oblasti překonání 

lékové rezistence a jejich vedlejších účinků. Na základě této skutečnosti vznikají nové 

přístupy v terapii nádorových onemocnění, např. využití inhibitorů v kombinované 

terapii. Verma et al. (2016, 2019) ve svých studiích ukázal potenciál několika inhibitorů 

AKR1C3 silně synergizovat cytotoxický účinek DAUN na buněčné linii AML nadměrně 

exprimující AKR1C3. Kombinovaná léčba vyvolávala silný účinek, který potencoval 

cytotoxicitu DAUN více než 10krát (Verma et al., 2016; Verma et al., 2019). Naše 

výzkumná skupina rovněž zaznamenala inhibici AKR1C3 jako necílový účinek 

inhibitoru cyklin-dependentní kinázy (CDK) dinaciklibu, inhibitoru fosfoinositid-

3-kinázy (PI3K) buparlisibu a inhibitoru tyrosinkinázy 3 receptoru podobné FMS (FLT3) 

midostaurinu (Bukum et al., 2019; Morell et al., 2021; Novotna et al., 2018a). 

Cílem této práce bylo studium BTKi (ACA, IBR, TIR, ZAN) a jejich schopnosti 

inhibovat CRE. Ze všech studovaných CRE, které se podílejí na metabolismu DAUN, byl 

nejvýznamněji inhibován enzym AKR1C3. Podobných výsledků bylo dosaženo také 

v našich předchozích studiích (Bukum et al., 2019; Morell et al., 2021). Vzhledem 

k tomu, že AKR1C3 je spojen s rezistencí nádorových buněk a současně je nejaktivnější 

DAUN-reduktázou z nadrodiny AKR, se tento enzym jeví jako slibný terapeutický cíl. V 

našich experimentech všechny testované BTKi inhibovaly aktivitu rekombinantní formy 

AKR1C3 s nízkými hodnotami IC50, Ki
app, či Ki. Důležité je, že vypočtené maximální 

plazmatické koncentrace (cmax) BTKi (~1,8 µM ACA; ~0,34 µM IBR; ~1,8 µM TIR; 

~1,4 µM ZAN (Munakata et al., 2019; Patel et al., 2018; Scheers et al., 2015; Tam et al., 
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2019)) se pohybují v podobném koncentračním rozmezí s hodnotami stanovenými 

v našich experimentech. Lze tedy očekávat, že by se u onkologických pacientů mohla a 

měla projevit interakce mezi AKR1C3 a BTKi. Rovněž všechny BTKi vykazovaly 

nekompetitivní/smíšený typ inhibice. Nekompetitivní typ inhibice často vykazují pevně 

se vázající inhibitory (anglicky tight binding inhibitors), které se ireverzibilně váží na 

enzym a jsou charakterizovány vysokou afinitou k cílovému enzymu. Tyto inhibitory jsou 

zvláště cenné, protože jejich prodloužené působení může vést k účinnějším a trvalejším 

terapeutickým účinkům, které často umožňují nižší a méně časté dávkování (Copeland, 

2013). Pomocí Morrisonovy kvadratické rovnice pro pevně se vázající inhibitory 

s různým množstvím AKR1C3 byly stanoveny hodnoty Ki
app. V případě ACA a IBR byly 

zjištěny relativně konstantní hodnoty Ki
app, nezávislé na koncentraci enzymu, čímž jsme 

prokázali, že se jedná o pevně se vázající inhibitory. V našich experimentech vybrané 

BTKi inhibovaly AKR1C3 nejen na úrovni rekombinantního enzymu, ale také 

v intaktních buňkách s nadměrnou expresí AKR1C3. Pro tyto experimenty byla vybrána 

buněčná linie HCT116 kvůli zanedbatelné endogenní expresi AKR1C3, která byla 

transfekována vektorem kódujícím enzym AKR1C3. Nejprve byly provedeny inhibiční 

studie, při kterých všechny BTKi významně snížily aktivitu AKR1C3 a inhibovaly tak 

metabolismus DAUN na DAUN-OL. To dokazuje, že BTKi vstupují do nádorových 

buněk a ovlivňují intracelulární aktivitu tranzientně exprimovaného AKR1C3.  

Jak už bylo popsáno výše, zvýšená exprese AKR1C3 chrání nádorové buňky před 

cytotoxicitou DAUN (Hofman et al., 2014). Podobného výsledku bylo dosaženo také 

v našich experimentech na buněčné linii HCT116-AKR1C3. Tento efekt byl zvrácen po 

přidání studovaných BTKi do buněčné kultury. Důležité je, že v případě HCT116-EV 

nevedla kombinace DAUN s BTKi k významným změnám, což potvrzuje rozhodující 

úlohu interakce BTKi-AKR1C3 při překonávání rezistence vůči DAUN. Po kvantitativní 

analýze vztahů mezi dávkou a účinkem, všechny studované BTKi vykazovaly střední až 

silný synergismus s DAUN v koncentraci 5 nebo 10 µM. V případě TIR bylo dosaženo 

synergismu až téměř aditivity také v koncentraci 1 µM. Současně bylo dosaženo 

synergismu až středně silného antagonismu také v buňkách HCT116-EV, což naznačuje, 

že do mechanismu účinku mohou být zapojeny další cíle, které přispívají k jejich 

účinnosti v buňkách. Po potvrzení schopnosti BTKi zvrátit rezistenci vůči DAUN 

v buňkách tranzientně exprimujících AKR1C3, bylo vhodné synergický efekt kombinace 

ověřit na buněčné linii A549 s endogenní expresí AKR1C3. Podobně jako u buněčné linie 

HCT116-AKR1C3, i u buněk A549 byla rezistence vůči DAUN překonána přidáním 
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BTKi (ACA, IBR, ZAN). Kombinace léčiv vedla ke snížení účinné dávky DAUN a ke 

zlepšení synergických parametrů v závislosti na dávce BTKi. U všech tří BTKi byl 

pozorován synergismus již při koncentraci 1 µM, což lze vysvětlit jejich schopností 

vykazovat duální inhibiční účinky.  

Exprese ABC transportérů je dalším faktorem, který snižuje účinnost ANT léčby 

jejich aktivním efluxem z nádorových buněk. Dinaciklib a midostaurin, stejně jako IBR, 

byly popsány jako specifické inhibitory MRP1/ABCC1 (Cihalova et al., 2015; Hsiao et 

al., 2019; Zhang et al., 2014). Naše výzkumná skupina identifikovala duální mechanismus 

midostaurinu u buněčné linie KG1α, kde midostaurin synergicky zvyšoval cytotoxicitu 

DAUN inhibicí metabolismu AKR1C3 a zároveň zvyšoval intracelulární akumulaci 

DAUN inhibicí transportéru MRP1/ABCC1 (Morell et al., 2021). Na základě těchto 

poznatků jsme prozkoumali schopnost duálního mechanismu také u inhibitorů TIR a 

ZAN. Získané výsledky ukázaly, že oba BTKi inhibovaly eflux DAUN v buněčné linii 

A549 i KG1α, čímž bylo vysvětleno pozorované zlepšení synergických parametrů 

kombinace léčiv u buněčné linie A549. Pomocí selektivních modulátorů LY335979 

(inhibitor ABCB1), Ko143 (inhibitor ABCG2) a MK571 (inhibitor ABCC1) byla také 

prokázaná funkční přítomnost transportéru ABCB1 u KG1α a přítomnost ABCG2 a 

ABCC1 u buněčné linie A549. Což koreluje s předchozími studiemi o expresi a/nebo 

funkční aktivitě zkoumaných transportérů ve vybraných buněčných modelech (Grundy et 

al., 2011; Shi et al., 2020). 

Farmakologický osud ANT a jejich účinek ve spojení s BTKi může být ovlivněn 

změnami v expresi AKR1C3. Proto jsme studovali vliv BTKi na regulaci mRNA 

AKR1C3 v buněčných liniích HepG2 (TIR, ZAN) a KG1α (ZAN). Nebyla pozorována 

žádná upregulace mRNA AKR1C3. BTKi neovlivňují systémový metabolismus DAUN 

(TIR, ZAN) ani neposilují fenotyp rezistence vůči DAUN uvnitř nádorových buněk 

podporou změn exprese AKR1C3. 

Primární indikací BTKi je léčba B-buněčných malignit, jako jsou CLL, SLL, MCL, 

MZL, WM (Alu et al., 2022). Z nichž CLL/SLL a indolentní lymfomy (nízce agresivní) 

se vyznačují pomalou progresí onemocnění, avšak v důsledku genetické nestability 

buněčné populace dochází ke změnám vedoucím k blastické transformaci (Gascoyne, 

2015). Prognóza pacientů s transformovaným lymfomem je nepříznivá a léčba je 

problematická. I v těchto případech jsou používány chemoterapeutické režimy obsahující 

ANT, které jsou obecně účinné, ale někteří pacienti na léčbu nereagují (Coiffier & 

Sarkozy, 2016). ACA v kombinaci s chemoterapeutickým režimem R-CHOP (rituximab 
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+ cyklofosfamid + ANT + vinkristin + prednison) vykazoval zlepšení účinnost léčby pro 

pacienty DLBCL (Davies et al., 2020). Podobně ZAN prokázal povzbudivý klinický 

přínos a tolerovatelnou bezpečnost v kombinaci s režimem R-CHOP u nově 

diagnostikovaných pacientů s DLBCL s extranodálním postižením (Geng et al., 2023). 

Získané výsledky podporují předchozí důkazy naznačující, že současné podávání BTKi s 

ANT může zlepšit terapeutickou účinnost ANT a potlačit rezistenci. 

Kromě primární indikace BTKi byla (v případě IBR) prokázána jejich účinnost 

v různých preklinických modelech u AML a solidních nádorů, jako je karcinom slinivky 

břišní, prsu, plic či žaludku (Molina-Cerrillo et al., 2017), přičemž ve většině případů 

mohou být k léčbě použity chemoterapeutické režimy obsahující ANT (Mattioli et al., 

2023). Bylo uvedeno, že léčba IBR významně snížila IC50 standardní chemoterapie AML 

cytarabinu nebo DAUN u primární vzorků AML (Rushworth et al., 2014). Později Rotin 

et al. (2016) pozorovali, že IBR synergizuje s DAUN v buňkách AML s vyřazenou BTK, 

aniž by zvyšoval jeho akumulaci, čímž vyloučili inhibici BTK jako základ této synergie 

(Rotin et al., 2016). Z výsledků lze usoudit, že enzym AKR1C3 by mohl být jedním 

z možných cílů BTKi, který by mohl stát za zlepšením účinnosti ANT chemoterapie. 

Je nutno poukázat na to, že AKR1C3 není pouze ANT-reduktázou, ale podílí se 

také na produkci pohlavních hormonů a proliferačních prostaglandinů (Birtwistle et al., 

2009; Byrns et al., 2010; Desmond et al., 2003). Souvislost mezi expresí AKR1C3 a 

špatnou prognózou pacientů byla mnohokrát prokázána u různých solidních nádorů 

(Oduwole et al., 2004; Zhao et al., 2019; Zhu et al., 2021). Několik studií dále poukázalo 

na možnou souvislost mezi AKR1C3 a leukemogenezí (Birtwistle et al., 2009; Desmond 

et al., 2003). Navíc bylo zjištěno, že polymorfismy AKR1C3 u matek a potomků jsou 

spojeny se zvýšeným rizikem vzniku dětské leukémie (Liu et al., 2008), díky čemuž FDA 

zařadila AKR1C3 na seznam relevantních cílů v dětské onkologii (FDA, 2024e).  

Cílení na AKR1C3 může mít vliv na leukemii, hormonálně závislé i nezávislé 

nádorové onemocnění. Tato zjištění podporují kombinování ANT chemoterapie s BTKi 

u nádorových onemocnění s vysokou expresí AKR1C3.  
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7 ZÁVĚR 

ANT představují třídu chemoterapeutických činidel široce používaných při léčbě 

různých nádorových onemocnění. Jejich klinické použití je limitováno vznikem lékové 

rezistence. Mechanismy rezistence zahrnují metabolismus ANT biotransformačními 

enzymy, které snižují jejich účinnost. CRE jsou skupinou enzymů, které katalyzují 

redukci karbonylových sloučenin na alkoholy. Redukce karbonylu činí látky hydrofilnější 

a usnadňuje jejich vylučování z organismu. Tato disertační práce si klade za cíl 

prozkoumat interakce vybraných CRE s vybranými BTKi a jejich potenciálního účinku 

v kombinaci s DAUN na senzitivitu nádorových buněk. V předkládané disertační práci 

byly postupně splněny všechny stanovené cíle. 

1. V experimentální části byl nejprve proveden screening inhibičního potenciálu 

vybraných BTKi na biotransformaci DAUN na jeho metabolit DAUN-OL. 

Všechny BTKi vykazovaly největší aktivitu proti AKR1C3.  

2. Následovalo stanovení hodnot IC50 a Ki s cílem charakterizovat jejich vliv na 

redukci DAUN zprostředkovanou AKR1C3. Kinetická měření ukázala, že 

všechny BTKi inhibovaly redukci DAUN s nízkými hodnotami IC50, Ki
app, či Ki.  

3. Pomocí Michaelise a Mentenové a Lineweaver-Burkových grafů byl určen typ 

inhibice. U všech BTKi byl zjištěn nekompetitivní/smíšený typ inhibice. 

4. Inhibiční účinek byl ověřen v in vitro experimentech na buněčné úrovni 

s využitím buněčné linie HCT116, která byla přechodně transfekována AKR1C3. 

V inhibičních studiích všechny BTKi významně snížily aktivitu AKR1C3 a 

inhibovaly tak metabolismus DAUN na DAUN-OL v intaktních buňkách. 

5. Následovalo studium a analýza účinku kombinace DAUN s vybranými BTKi v 

experimentech na úrovni nádorových buněčných linií s tranzientní či endogenní 

expresí AKR1C3. Kvantitativní analýza vztahů mezi dávkou a účinkem ukázala, 

že všechny kombinace DAUN s vybranými BTKi vykazovaly střední až silný 

synergismus v buněčné linii HCT116 s tranzientní expresí AKR1C3. Synergický 

efekt byl ověřen v buněčné linii A549 s endogenní expresí AKR1C3. Kombinace 

léčiv DAUN s BTKi (ACA, IBR, ZAN) vedla ke snížení účinné dávky DAUN a 

ke zlepšení synergických parametrů v závislosti na dávce BTKi.  

6. Za účelem zjištění, zda není ohrožen synergický účinek kombinace DAUN s 

vybranými BTKi (TIR, ZAN) byly studovány potenciální změny v expresi 
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AKR1C3 po expozici BTKi. Nebyla pozorována žádná upregulace mRNA 

AKR1C3. 

7. Poslední část byla věnována studiu vybraných BTKi (TIR, ZAN) na aktivitu 

lékových efluxních transportérů pomocí akumulačních metod s využitím 

nádorových buněčných linií A549 a KG1α. Oba BTKi inhibovaly aktivitu ABC 

lékových transportérů v obou buněčných liniích, čímž bylo vysvětleno 

pozorované zlepšení synergických parametrů kombinace léčiv u buněčné linie 

A549. 

Závěrem lze konstatovat, že naše výsledky podporují předchozí důkazy o 

synergickém účinku současného podávání BTKi s ANT ke zlepšení terapeutické 

účinnosti ANT a potlačení rezistence u nádorových onemocnění. Pokud se tyto nálezy 

potvrdí in vivo, mohou se promítnout do účinné léčebné strategie pro značný počet 

pacientů.  
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8 ZKRATKY 

95% CI 95% interval spolehlivosti 

ABC ATP-binding cassette 

ACA akalabrutinib 

AKR aldo-keto reduktázy  

AML akutní myeloidní leukémie 

ANOVA analýza rozptylu 

ANT antracyklinová antibiotika 

ATP adenosintrifosfát 

BCR B-buněčný receptor 

BCRP breast cancer resistance protein  

BLK B-lymfoidní tyrosinkináza 

BMX kináza kostní dřeně na chromozomu X 

BTK Brutonova tyrosinkináza 

BTKi inhibitory Brutonovy tyrosinkinázy 

CDK cyklin-dependentní kinázy  

cGVHD chronická reakce štěpu proti hostiteli   

CI kombinační indexy 

CLL chronická lymfocytární leukemie 

cmax maximální plazmatické koncentrace 

CRE karbonyl redukující enzymy 

CYP cytochrom P450 

DAUN daunorubicin 

DAUN-OL daunorubicinol 

DLBCL difuzního velkobuněčný B lymfom 

DMEM Dulbecco´s modified Eagle´s medium 

DMSO dimethylsulfoxidu 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

DOX doxorubicin 

DOX-OL doxorubicinol 

DTT dithiothreitol 

EGFR receptor epidermálního růstového faktoru 

ER estrogenový receptor 
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ErbB3 receptor Erb-B2 tyrosinkinázy 3 

ErbB4 receptor Erb-B2 tyrosinkinázy 4 

FA podíl ovlivněných buněk 

FBS fetální hovězí sérum 

FDA U.S. Food and Drug Administration 

FL folikulární lymfom 

FLT3 tyrosinkináza 3 podobná FMS receptoru 

FMO flavinové monooxygenázy   

GABA aminomáselná kyselina  

GHB γ-hydroxybutyrát 

GST glutathion-S-transferázy  

HCT116-AKR1C3 buněčná linie HCT116 transfekovaná vektorem kódujícím 

 AKR1C3   

HCT116-EV buněčná linie HCT116 transfekovaná prázdným vektorem  

HER2 receptor lidského epidermálního růstového faktoru 2  

IBR ibrutinib 

IC50 poloviční maximální inhibiční koncentrace 

IDA idarubicin 

IDMEM Iscove´s Dulbecco´s modified Eagle´s medium 

ITAM imunoreceptorové aktivační motivy na bázi tyrosinu 

ITK interleukin-2-indukovatelná T-buněčná kináza 

Ki inhibiční konstanta 

Ki
app zdánlivé hodnoty Ki 

MCL lymfom z plášťových buněk 

MDR dehydrogenázy/reduktázy se středně dlouhým řetězcem  

MM mnohočetný myelom 

MRP1 protein spojený s mnohočetnou lékovou rezistenci 1  

MTT 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium 

 bromid  

MZL lymfom marginální zóny 

NBD nukleotidové vazebné domény  

NNK 4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon 

NSCLC nemalobuněčný karcinom plic 

PAH polycyklické aromatické uhlovodíky 
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PBS fosfátový puf  

PCNSL primární lymfom centrálního nervového systému 

PG prostaglandin 

P-gp permeabilní glykoprotein 

PI3K fosfoinositid-3-kináza  

PIP3 fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát 

PMS fenazin methosulfát 

R/R relabujících/refrakterních  

RNA ribonukleová kyselina 

ROS reaktivní formy kyslíku 

SD směrodatná odchylka 

SDR dehydrogenázy/reduktázy s krátkým řetězcem  

SH homologní doména SRC 

SLL malý lymfocytárního lymfom 

TEC nereceptorová tyrosinkináza 

TIR tirabrutinib 

TLR Toll-like receptor 

TMD transmembránové domény 

UGT UDP-glukuronosyltransferázy 

UHPLC ultra účinná kapalinová chromatografie 

WM Waldenströmova makroglobulinémie 

XTT 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H- 

 tetrazolium-5-karboxanilid 

ZAN zanubrutinib 
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9 PODÍL AUTORKY NA PUBLIKACÍCH 

ZAHRNUTÝCH V DISERTAČNÍ PRÁCI 

I. Morell, A., Čermáková, L., Novotná, E., Laštovičková, L., Haddad, M., Haddad, 

A., Portillo, R., Wsól, V. (2020). Bruton’s Tyrosine Kinase Inhibitors Ibrutinib 

and Acalabrutinib Counteract Anthracycline Resistance in Cancer Cells 

Expressing AKR1C3. Cancers (Basel), 12(12). (IF2020: 6,639 Q1; AIS2020: 1,323 Q2) 

• screening inhibičního potenciálu ACA a IBR, stanovení kinetických 

parametrů a typu inhibice 

• inhibiční a kombinační studie 

• revize textu manuskriptu týkající se prováděných metodik a výsledků 

II. Čermáková, L., Hofman, J., Laštovičková, L., Havlíčková, L., Špringrová, I., 

Novotná, E., Wsól, V. (2022). Bruton's Tyrosine Kinase Inhibitor Zanubrutinib 

Effectively Modulates Cancer Resistance by Inhibiting Anthracycline 

Metabolism and Efflux. Pharmaceutics, 14(10). (IF2022: 5,400 Q1; 

AIS2022: 0,756 Q2) 

• inhibiční a kombinační studie 

• indukční studie 

• akumulační studie 

• analýza dat 

• sepsání publikace 

III. Čermáková, L., Novotná, E., Laštovičková, L., Kašparová M., Lebeková N., 

Špringrová, I., Macone A., Bonamore A., Wsól, V. (2024). Tirabrutinib, a second-

generation inhibitor of Bruton's tyrosine kinase, overcomes anthracycline 

resistance mediated by aldo-keto reductase 1C3 and efflux transporters ABCB1, 

ABCG2, and ABCC1. Publikace byla odeslána do časopisu Frontiers in 

Pharmacology. 

• inhibiční a kombinační studie 

• indukční studie 

• akumulační studie 

• analýza dat 

• sepsání publikace 
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10 PODÍL AUTORKY NA PUBLIKACÍCH NE-

VZTAHUJÍCÍCH SE K TÉMATU DISERTAČNÍ 

PRÁCE 

I. Bukum, N., Novotná, E., Morell, A., Želazková, J., Laštovičková, L., Čermáková, 

L., Portillo, R., Solich, P., Wsól, V. (2021). Inhibition of AKR1B10-mediated 

metabolism of daunorubicin as a novel off-target effect for the Bcr-Abl tyrosine 

kinase inhibitor dasatinib. Biochem Pharmacol, 192, 114710. (IF 2021: 6,100 Q1; 

AIS2021: 1,082 Q1) 

• provedení části experimentů na buněčných liniích 

• revize textu manuskriptu týkající se prováděných metodik a výsledků 
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11 KONFERENCE 

11.1 Ústní prezentace 

• 12th Postgraduate and Postdoc Conference, 1.–2. února 2022, Hradec Králové, CZ 

„ZANUBRUTINIB AS A NOVEL INHIBITOR OF ALDO-

KETOREDUCTASE 1C3 FIGHTS AGAINST RESISTANCE IN DAUNORUBICIN 

CANCER THERAPY“ 

• 13th Postgraduate and Postdoc Conference, 1. –2. února 2023, Hradec Králové, CZ 

„BRUTON´S TYROSINE KINASE INHIBITOR TIRABRUTINIB 

COUNTERACTS ANTHRACYCLINE RESISTANCE BY TARGETING ALDO-

KETO REDUCTASE 1C3“ 

• 14th Postgraduate and Postdoc Conference, 30.–31. ledna 2024, Hradec Králové, CZ 

„BRUTON'S TYROSINE KINASE INHIBITOR, EVOBRUTINIB, AS A 

NOVEL INHIBITOR OF ALDO-KETO REDUCTASE 1C3 IN THE FIGHT 

AGAINST RESISTANCE IN DAUNORUBICIN-BASED CANCER THERAPY“ 

 

11.2 Posterové prezentace 

• Mezinárodní konference TOXCON 2022 - 27th Interdisciplinary Toxicology 

Conference, 29. srpna – 1. září 2022, Hradec Králové, CZ 

„ZANUBRUTINIB ACTS AS AN EFFECTIVE RESISTANCE 

MODULATOR BY INHIBITING ANTHRACYCLINE METABOLISM AND 

EFFLUX“ 

• EACR 2023 Conference 12.–15. června 2023, Turín, IT 

„A PROMISING THERAPEUTIC TARGET FOR CANCER TREATMENT: 

AKR1B10-MEDIATED ANTHRACYCLINE METABOLISM COULD BE 

INHIBITED BY BRUTON’S TYROSINE KINASE INHIBITORS“  
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