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Abstrakt  

 

Brutonova tyrozinkináza (BTK) je nereceptorová kináza, hrající významnou roli 

v signalizaci B-lymfocytů, u kterých je podmínkou proliferace a přežití buněk. Inhibice 

BTK tak vede k přerušení buněčných signálních drah, které souvisí s rozvojem  

B-buněčných malignit a autoimunitních onemocnění.  

Inhibitory BTK jsou malé molekuly cílící na tuto kinázu, a v posledních letech se 

staly předmětem studia protinádorové léčby. Mezi schválené inhibitory BTK pro klinické 

použití patří ibrutinib, acalabrutinib a zanubrutinib.  

Teoretická část bakalářské práce se zabývá popisem BTK, signálními dráhami  

B-lymfocytů a také BTK inhibitory používanými v klinických studiích. V praktické části 

je pozornost věnována novým nízkomolekulárním inhibitorům a jejich účinkům na 

proliferaci nádorových buněk, fosforylaci proteinů klíčových pro signalizaci BTK 

a buněčný cyklus. 
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Abstract  

 

Bruton's tyrosine kinase (BTK) is a non-receptor kinase that plays a crucial role in B-cell 

signaling, which is critical for cell proliferation and survival. Thus, inhibition of BTK 

leads to interruption of cellular signaling pathways, associated with the development 

of B-cell malignancies and autoimmune diseases. 

 BTK inhibitors are small molecules targeting this kinase and have become a novel 

target of anticancer therapy in recent years. For clinical use, ibrutinib, acalabrutinib, and 

zanubrutinib are approved. 

 The theoretical part of this work deals with the description of BTK, signaling 

pathways of B-lymphocytes as well as BTK inhibitors both approved and used in clinical 

trials. In the practical part, attention is paid to new low-molecular inhibitors and their 

effects on tumor cell proliferation, phosphorylation of key proteins for BTK signaling, 

and cell cycle. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

ABC    activated B-cell like 

ALL    acute lymphatic leukemia 

BCR    B-cell receptor 

BLNK    B-cell linker protein 

BTK    Bruton’s tyrosine kinase 

CLL    chronic lymphocytic leukemia 

CSU    chronic spontaneous urticaria 

DAG    1,2-diacylglycerol 

DLBCL   diffuse large B cell lymphoma 

ERK   extrecellular signal regulated kinase 

FDA    Food and Drug Administration 

FL    follicular lymphoma 

FOXO    forkhead transcription factors 

GCB   germinal centre B-cell like 

IKK   I kappa B kinase 

IP3     inositol 1,4,5-trisphosphate 

IRAK-1    interleukin 1 receptor-associated kinase 

ITAM   immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

JNK    c-Jun amino-terminal kinase 

Mal    MyD88 adaptor-like protein 

MALT   mucosa associated lymphoid tissue 

MAPK    mitogen-activated protein kinase 

MCL    mantle cell lymphoma 

MM    multiple myeloma 

MS    multiple sclerosis 

MyD88   myeloid differentiation factor 88 

MZL    marginal zone lymphoma 

NF-кB    nuclear factor kappa B 

NFAT   nuclear factor of activated T cells 

NHL    non-Hodgkin's lymphoma 

NMZL   nodal marginal zone lymphoma 
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PCNSL   primary central nervous system lymphoma 

PDK1   3-phosphoinositide-dependent kinase 1 

PI3K    phosphatidylinositol-3-kinase 

PIP2    phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

PIP3     phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 

PKC    protein kinase C 

PLCγ2    phospholipase Cγ2 

RA   rheumatoid arthritis 

SHIP1   SH2-domain-containing inositol 5′-phosphatase-1 

SLE   systemic lupus erythematosus 

SMZL    splenic marginal zone lymphoma  

SS    Sjögren's syndrome  

TIR   Toll/interleukin-1 receptor 

TLR    Toll-like receptor 

WM    Waldenström’s macroglobulinemia 

XLA    X-linked agammaglobulinemia 
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1 ÚVOD A CÍLE PRÁCE 

Brutonova tyrozinkináza (BTK) je kináza patřící do rodiny Tec kináz a představuje 

nezbytnou součást signální dráhy B-buněčného receptoru. BTK má zásadní roli pro 

vývoj, zrání a diferenciaci nezralých B-lymfocytů, ale také pro jejich samotné přežití. 

Mutace vedoucí ke ztrátě funkce BTK mají za následek vznik onemocnění  

X-vázaná agamaglobulinémie (XLA). Naopak nadměrná exprese a aktivita kinázy BTK 

bývá spojována s vývojem B-buněčných malignit, a právě proto je důležitým 

terapeutickým cílem. 

 V posledních 10 letech byla provedena celá řada preklinických studií zaměřených 

na inhibici BTK. Prvním schváleným inhibitorem k léčbě lymfomu z plášťových buněk 

se stal v roce 2013 ibrutinib. Následně byly schváleny inhibitory druhé generace 

acalabrutinib a zanubrutinib, s vyšší aktivitou a selektivitou. Předmětem současného 

výzkumu je získání nových BTK inhibitorů s mírnějšími vedlejšími účinky a lepší 

léčebnou účinností.  

 V rámci teoretické části bakalářské práce byla charakterizována Brutonova 

tyrozinkináza, popsána její struktura a zapojení v signalizaci B-buněčného receptoru. 

Dále bylo cílem zpracovat literární rešerši se zaměřením na popis signalizační dráhy BTK 

a její možné ovlivnění nízkomolekulárními inhibitory včetně schválených léčiv.  

 Cílem experimentální části bylo charakterizovat účinky těchto 

nízkomolekulárních potenciálních inhibitorů se zaměřením na jejich možnou buněčnou 

cytotoxicitu v nádorových buněčných liniích, interakci se signální dráhou BTK a vliv na 

buněčný cyklus. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

 

2.1 Brutonova tyrozinkináza 

Brutonova tyrozinkináza (BTK) je nereceptorová kináza, která hraje důležitou roli 

v signalizaci B-lymfocytů, a spolu s dalšími čtyřmi kinázami patří do rodiny Tec kináz. 

V roce 1993 bylo zjištěno, že mutace BTK jsou u lidí příčinou dědičného onemocnění  

X-vázané agamaglobulinémie (XLA), která je charakterizovaná nedostatkem periferních 

B-lymfocytů a nízkou hladinou sérových protilátek (Satterthwaite et al., 1997).  

 Kináza BTK je exprimována ve většině buněčných linií hematopoetického 

systému, kromě T-lymfocytů. Nejdůležitější je však pro B-lymfocyty, u kterých je 

podmínkou proliferace a přežití buněk. Pokud B-lymfocyty BTK neprodukují, 

nedozrávají, a může u nich nastat předčasná smrt. Na základě těchto poznatků se BTK 

brzy stala zajímavým terapeutickým cílem u autoimunitních onemocnění. Z rodiny Tec 

kináz se jedná o jedinou kinázu, která je spojována s lidským onemocněním (Thomas et 

al., 1993).  

 Tento protein je převážně lokalizován v cytoplazmě, avšak prostřednictvím 

interakce jedné z jeho domén s fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfátem (PIP3) může docházet 

k translokaci proteinu z cytoplazmy do membrány v rámci zapojení do signalizačních 

drah (Saito et al., 2001). 

 

2.2 Struktura BTK 

BTK je protein složený z 659 aminokyselin, které jsou dále rozděleny do pěti domén 

(Obrázek 1): PH doména (pleckstrin homology), TH doména (Tec homology), SH3 

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

 

 

Obr. 1: Schéma struktury Brutonovy tyrozinkinázy včetně rozložení domén (převzato  

a upraveno z Hendriks et al., 2014). 
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PH doména se nachází na N-terminálním konci a zprostředkovává vazbu s lipidy 

z buněčných membrán (PIP3), nebo s proteiny. Mutace v této doméně může způsobit 

přerušení vazby na membránu či zamezit signalizaci prostřednictvím BTK (Jiang et al., 

2015).  

 Následující doména TH je složená ze dvou oblastí bohatých na prolin. Tato 

doména obsahuje Zn2+ vazebnou oblast, do které se váží zinečnaté ionty nepostradatelné 

pro správnou enzymatickou aktivitu a stabilitu proteinu (Mohamed et al., 2009). 

 Doména SH3 navazuje na TH doménu a skládá se přibližně z 60 aminokyselin. 

Obsahuje pět až osm ß-řetězců, které jsou uspořádány do dvou antiparalelních ß-listů. 

Doména je důležitá při rozpoznávání substrátu, či regulaci kinázové aktivity, a váže 

sekvence bohaté na prolin (Noble et al., 1993). Regulace BTK je zprostředkována 

fosforylací dvou tyrozinových zbytků, přičemž jeden z nich se nachází v SH3 doméně. 

Jedná se o tyrozin v pozici Y223, který se účastní aktivace kináz zapojených v interakci 

signální dráhy (Marcotte et al., 2010). 

 Další doménou v pořadí je SH2 doména, která zprostředkovává vazbu s tyrozin-

fosforylovanými peptidy na jiných molekulách. Tato doména interaguje s B-buněčným 

adaptorovým proteinem (BLNK), což vede k aktivaci fosfolipázy C-γ, která je důležitá 

k fosforylaci a aktivaci BTK proteinu (Tzeng et al., 2000).  

 Na C-terminálním konci proteinu je katalytická tyrozinkinázová doména (TK 

doména), která bývá také označována za SH1 doménu. Tato doména obsahuje tyrozin 

v pozici Y551, který je zodpovědný za počáteční aktivaci BTK. Při aktivaci BTK dochází 

nejdříve k fosforylaci tyrozinu v pozici Y551, která je následována autofosforylací 

tyrozinu v pozici Y223 (Hansson et al., 2001). V tyrozinkinázové doméně se navíc 

nachází cysteinové reziduum C481, které představuje cíl látek, BTK inhibitorů, 

kovalentně interagujících s enzymem (Brullo et al., 2021). 

 

2.3 Aktivace BTK a její zapojení v signalizaci B-buněčného receptoru 

Kináza BTK hraje primární roli v signalizaci B-lymfocytů zprostředkované receptorem 

B-lymfocytů (BCR). BTK je aktivována kinázami rodiny SRC a v rámci dráhy sama 

katalyzuje přenos signálů esenciálních pro přežití a diferenciaci buňky. BTK se přirozeně 

vyskytuje v cytoplazmě, v procesu aktivace je však navázána k membráně 

prostřednictvím své PH domény, která interaguje s molekulou PIP3. Pro kinázovou 

aktivitu BTK je zapotřebí již popsaná duální fosforylace: první aktivační na reziduu 



 13 

Y551, klíčová pro vlastní katalytickou aktivitu enzymu, následovaná autofosforylací na 

Y223. Druhou fosforylací dochází ke stabilizaci konformace enzymu a k její plné 

aktivaci. Takto aktivovaná kináza může být zapojena v přenosu signálu v signalizační 

kaskádě BCR, klíčové dráze B-lymfocytů (Marcotte et al., 2010; Hendriks et al., 2014). 

Na počátku této kaskády stojí receptor BCR, sloužící k rozpoznání a následnému 

navázání antigenu na jeho povrch. BCR spolu s dalšími proteiny tvoří komplex, který se 

skládá ze dvou těžkých a dvou lehkých imunoglobulinových řetězců a asociovaných 

signalizačních molekul Igα a Igß. Tyto heterodimery obsahují imunoreceptorové 

tyrozinové aktivační motivy (ITAM), které zajišťují kinázovou aktivitu receptoru BCR 

(Singh et al., 2018). 

 Signalizace je zahájena navázáním antigenu na extracelulární doménu BCR, což 

způsobí tvorbu shluků (clusterů) a spuštění signální kaskády (Liu et al., 2010). Vazba 

antigenu vede k fosforylaci tyrozinů domény ITAM, která je zprostředkovaná enzymy 

ze SRC-rodiny tyrozinkináz, nejčastěji enzymem LYN. Následně je aktivována slezinná 

tyrozinkináza SYK vazbou na fosforylovaný ITAM. V další části signální dráhy enzym 

SYK fosforyluje adaptorovou molekulu BLNK, která funguje jako tzv. molekulární lešení 

a zajišťuje propojení signálu receptoru v membráně B-lymfocytů s podřízenou BTK 

a dalšími kinázami (Hendriks et al., 2014). 

 Kromě BTK vyvazuje z cytozolu protein BLNK fosfolipázu Cγ2 (PLCγ2). Ta je 

souhrou katalytických aktivit kináz SYK a BTK fosforylována a aktivována. PLCγ2 svou 

enzymatickou činností vytváří dva typy druhých poslů: hydrolyzuje 

fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfát (PIP2) za vzniku inozitol-1,4,5-trisfosfátu (IP3) 

a 1,2-diacylglycerolu (DAG). IP3 zprostředkovává uvolňování Ca2+ z endoplazmatického 

retikula do buňky, kde jsou zapotřebí k přenosu signálu vedoucímu k aktivaci potřebných 

transkripčních faktorů. Molekuly DAG potom usnadňují aktivaci izoenzymu 

proteinkinázy C (PKC), který aktivuje několik mitogenem aktivovaných kináz (MAPK) 

(Petro et al., 2001). Rodina MAPK se skládá z kinázy regulované extracelulárním 

signálem (ERK), c-JunN-koncové kinázy (JNK) a p38 MAP kinázy (Krens et al., 2006). 

Navíc PKC fosforyluje CARMA1, což způsobí aktivaci I kappa B kinázy (IKK) 

s následnou aktivací nukleárního faktoru kappa B (NF-кB) (Pontoriero et al., 2019). 

Zároveň s aktivací receptoru BCR jsou kinázou LYN také fosforylována 

tyrozinová rezidua nacházející se na cytoplazmatickém konci koreceptoru CD19 

v membráně B-lymfocytů. To umožňuje vazbu fosfatydilinozitol-3-kinázy (PI3K) 

ke koreceptoru a aktivaci této kinázy. PI3K fosforyluje PIP2 za vzniku PIP3, druhého 
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posla, který zprostředkovává přenos signálu v následujících drahách a interaguje s PH 

doménou BTK v rámci její aktivace navázáním na plazmatickou membránu. Stejným 

způsobem je zajištěna i aktivace serin/threonininové kinázy AKT. Tato kináza je 

v membráně fosforylována 3-fosfoinozitid dependentní kinázou 1 (PDK1), a plně 

aktivovaná se vrací do cytoplazmy (Inabe et al., 2002). AKT se účastní přenosů  

anti-apoptických signálů, zprostředkovává například fosforylaci transkripčních faktorů 

FOXO a je zodpovědný za jejich přesun do jádra (Limon et al., 2012). 

 Konečným výsledkem signalizace BTK (schématicky shrnuto v Obrázku 2) je 

tedy aktivace drah NF-кB, MAPK, PI3K, nukleárního faktoru aktivovaných T-buněk 

(NFAT) a dalších, které podporují proliferaci a přežití buněk (Young et al., 2013). 

Po přenosu signálu se v jádře aktivují transkripční faktory, které indukují transkripci 

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

 

 

 

 

Obr. 2: Signální dráha B-buněčného receptoru po navázání ligandu, znázornění klíčových molekul 

zapojených do přenosu signálu vedoucího k vývoji a růstu B-buněk (převzato a upraveno  

z Wang et al., 2020). 
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2.3.1 Regulace BTK signalizace 

Kontrola aktivity BTK je důležitá pro homeostázu B-lymfocytů, a doposud bylo 

identifikováno několik mechanismů regulace signalizace BTK. Přemístění BTK do 

plazmatické membrány a její následná aktivace je regulována některými fosfatázami, 

které se mohou do membrány dostávat podobným způsobem jako BTK. V případě 

aberantní regulace může docházet ke vzniku abnormalit buňky, jež jsou častou příčinou 

různých onemocnění (Singh et al., 2018). 

 Většina identifikovaných regulátorů se řadí mezi negativní regulátory. Může se 

jednat o cytoplazmatické fosfatázy či transmembránové adaptory, které tlumí signalizaci. 

Jedním z prvních popsaných negativních regulátorů BTK byla kináza PKC (Mohamed et 

al., 2009). Dalším příkladem je kináza LYN, která zaujímá v mechanismu regulace BTK 

dvojí roli. Jakožto aktivátor fosforyluje heterodimery Igα a Igß B-buněčného receptoru. 

Tato fosforylace vede k dalším aktivačním fosforylacím včetně kinázy BTK a přenosu 

signálu v rámci celé dráhy. Naopak ve funkci negativního regulátoru fosforyluje enzym 

LYN receptory FcγRIIB a CD22. FcγRIIB obsahuje tyrozinový imunoreceptor 

s inhibujícím motivem (ITIM), který po fosforylaci přitahuje inozitol 5-fosfatázu 1 

obsahující SH doménu (SHIP1). Tato fosfatáza je aktivována navázáním na receptor 

FcγRIIB a katalyzuje defosforylaci PIP3 na PIP2, což vede k inhibici BTK a PLCγ2 

(Singh et al., 2018). Oba druhy PIP ovlivňují hladinu aktivity AKT, a dále také regulují 

přežití a diferenciaci buněk. (Hazen et al., 2009).  

 Pomocí kinázy LYN je podobně fosforylována oblast ITIM v cytoplazmatické 

doméně CD22. Inhibiční receptor CD22 následně umožní aktivaci fosfatázy SHP-1, která 

tlumí BTK signalizaci (Nishizumi et al., 1998). SHP-1 zprostředkovává defosforylaci 

LYN, SYK a BTK, což vede ke snížení jejich kinázové aktivity a potlačení BTK 

signalizace (Phadnis-Moghe et al., 2016).  
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2.4 Další signální dráhy BTK 

BTK je zapojena do mnoha dalších signálních drah v B-lymfocytech. Bylo prokázáno, že 

protinádorová aktivita BTK inhibitorů může být z velké části závislá na jejich úloze mimo 

signalizaci BCR, například v chemokinové nebo TLR (Toll-like receptor) signalizaci 

(Corneth et al., 2015). 

Zapojení BTK kinázy do buněčné signalizace můžeme pozorovat například 

u chemokinových receptorů. Exprese těchto receptorů spřažených s G-proteiny je 

u různých typů buněk velmi variabilní (Murdoch et al., 2000). S B-lymfocyty jsou 

spojovány receptory CXCR4 a CXCR5, které zajišťují jejich migraci do lymfatických 

folikulů (Okada et al., 2002). Bylo potvrzeno, že podjednotky Gα a Gβγ receptorů 

interagují s BTK a ovlivňují její aktivitu, dochází tak k provázání signálních drah  

B-buněk (Bence et al., 1997; Singh et al., 2018).  

Další dráhou, ve které hraje roli BTK, je signalizace Toll-like receptorů. Tyto 

glykoproteiny jsou exprimovány na povrchu myeloidních nebo B-buněk, a jsou schopny 

rozpoznávat molekuly odvozené od virů či bakterií (Singh et al., 2018). 

Bylo prokázáno, že se BTK podílí na aktivaci NF-кB prostřednictvím TLR4. 

Navíc BTK interaguje s klíčovými proteiny signalizace TLR, mezi které patří MyD88, 

adaptorový protein MyD88 (Mal), kináza asociovaná s receptorem pro interleukin 1 

(IRAK-1) a TIR (Taneichi et al., 2008; Rip et al., 2019). 

Se signalizací BTK jsou v neposlední řadě spojeny Fc receptory, glykoproteiny 

vážící Fc části imunoglobulinů. Po navázání antigenu a aktivaci Fc receptoru dochází 

k přenosu signálu zapojením kinázy SYK, která aktivuje další signální molekuly, jako 

jsou například multimolekulární adaptorové komplexy či PI3K. Následná produkce 

molekuly druhého posla PIP3 umožní navázání BTK a PLCγ, což vede k aktivaci 

podřízených členů dráhy a uvolnění vápníku z endoplazmatického retikula (Nimmerjahn 

et al., 2008).  

Mezi BCR, chemokinovou signalizací a dalšími dráhami buněčné adheze dochází 

k vzájemnému propojení. Proto v případě BCR inhibitorů dochází nejen k inhibici 

samotné BCR dráhy, ale také k inhibici všech dalších signalizací (Ondrisova et al., 2020). 
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2.5 Klinický význam signalizace BTK  

Na základě fenotypu X-vázané agamaglobulinemie bylo zjištěno, že B-lymfocyty patří 

mezi nejnáchylnější typ buněk vůči aktivitě BTK. Pacienti XLA s mutací BTK jsou 

deficientní v periferních B-lymfocytech a imunoglobulinech. Tato manifestace pomohla 

odhalit roli BTK ve vývoji bílých krvinek a potvrdila u XLA pacientů útlum jejich vývinu 

ve fázi pre-B-lymfocytů (Singh et al., 2018). Klíčovou roli BTK v B-lymfocytech 

demonstrují jak v patologiích pozorované defekty enzymu, tak in vivo experimenty 

(Satterthwaite et al., 1997; Davis et al., 2010). Díky svému zapojení do proliferace je 

BCR signalozom a konkrétně kináza BTK atraktivním cílem v léčbě B-buněčných 

malignit a autoimunitních chorob (de Rooij et al., 2012). 

Inhibitory kináz zapojených v signalizaci B-lymfocytárního receptoru mají 

klinický význam u B-buněčných malignit. V praxi jsou BTK inhibitory indikovány 

a schváleny v léčbě chronické lymfocytární leukemie (CLL), lymfomu z plášťových 

buněk (MCL), lymfomu z marginální zóny (MZL) a Waldenströmovy 

makroglobulinémie (WM) (Tam et al., 2019). 

 

2.5.1 Chronická lymfocytární leukemie  

Chronická lymfocytární leukemie (CLL) je nejčastější typ leukemie západních zemí, 

postihující především starší osoby. CLL je charakterizována nahromaděním zralých  

B-lymfocytů v kostní dřeni, periferní krvi a lymfatických orgánech. U tohoto typu 

onemocnění jsou nádorové buňky klonální a exprimují nízké hladiny povrchového  

B-buněčného receptoru. Navíc dochází k přeuspořádání genů pro těžký řetězec 

imunoglobulinů IgHV (Damm et al., 2014). 

 Signalizace BCR u buněk CLL probíhá konstitutivně, avšak odezva BCR na ligaci 

antigenu je velmi variabilní. K léčbě CLL jsou v poslední době využívány inhibitory 

signální dráhy BCR, především ibrutinib (Woyach et al., 2014). 

 

2.5.2 Lymfom z plášťových buněk 

Lymfom z plášťových buněk (MCL) je lymfoproliferativní onemocnění, které vzniká 

patofyziologií B-lymfocytů pláště lymfatických folikulů. Zralé B-lymfocyty se rychle šíří 

krví, kostní dření a lymfatickými orgány. Nádorové buňky nesou typickou translokaci 

t(11;14)(q13,q32), jejíž výsledkem je nadměrná produkce cyklinu D1. Ke vzniku 

maligního nádoru jsou však nutné i další patologické události (Navarro et al., 2020). 
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MCL se vyznačuje špatnou celkovou odpovědí, v důsledku rychlého relapsu po počáteční 

léčbě. Medián přežití tohoto onemocnění činí 5 let (Bernard et al., 2015). 

  Přestože se léčebné výsledky u pacientů s MCL v posledních letech zlepšily díky 

kombinaci imunochemoterapie a intenzivních režimů, u většiny pacientů se stále jedná 

o nevyléčitelné onemocnění. Přibývající znalosti v oblasti molekulárních mechanismů 

MCL usnadnily vývoj nových terapií. V MCL je BTK prokazatelně nadměrně 

exprimována, proto mezi novými léky vyniká inhibitor ibrutinib (Cinar et al., 2013; 

Colomer et al., 2014). 

 

2.5.3 Waldenströmova makroglobulinémie 

Waldenströmova makroglobulinémie (WM) patří do skupiny indolentních B-buněčných 

lymfomů. Vyznačuje se infiltrací kostní dřeně lymfoplazmocytárními buňkami 

a přítomností monoklonálního imunoglobulinu IgM v séru. U více než 90 % pacientů 

s WM je detekována mutace MyD88, a mutace CXCR4 je přítomna asi u 30–35 % 

pacientů (Tam et al., 2020). 

 Buňky WM vykazují konstitutivní aktivaci BTK, která je důležitá pro správnou 

funkci BCR. S výhodou je proto v terapii využíváno BTK inhibitorů (ibrutinib, 

acalabrutinib, zanubrutinib). Mezi další schválená terapeutika v léčbě WM patří alkylační 

činidla, nukleosidová analoga, inhibitory proteazomů, nebo monoklonální protilátky, 

například rituximab (Issa et al., 2011).  

 

2.5.4 Lymfom z marginální zóny 

Lymfom z marginální zóny (MZL) se řadí do skupiny indolentních B-buněčných 

lymfomů, které jsou odvozeny z marginální zóny sekundárních lymfoidních folikulů. 

Lymfomy se dělí na tři základní typy: extranodální lymfomy v mízní tkáni sliznic 

(MALT), splenické lymfomy z B-buněk marginální zóny (SMZL) a nodální lymfomy 

z marginální zóny (NMZL). Tato tři onemocnění mají odlišný průběh i medián přežití 

(Conconi et al., 2015).  

Dostupných poznatků a dat o signalizaci B-buněčného receptoru v MZL není 

mnoho, i přesto je dráha pokládána za klíčovou v aktivaci MZL buněk. Rozvoj 

onemocnění je spojován s chronickými infekcemi organismu, které potenciálně aktivují 

dráhu BCR. Aktivní je tak i kináza BTK a může proto sloužit jako cíl terapie MZL (Noy 

et al., 2017).  
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2.5.5 Další onemocnění 

Kromě výše zmíněných malignit má deregulace BTK klinický význam i u dalších 

nádorových onemocnění. Zásadní funkce BTK jsou však omezeny zejména pro B-buňky. 

BTK je vyžadována pro BCR signalizaci a podílí se na rozvoji B-buněčných malignit, 

včetně folikulárního lymfomu (FL), akutní lymfoblastové leukemie (ALL) a difúzního 

velkobuněčného B-lymfomu (DLBCL). Indikace léčiv cílících na BTK v těchto 

malignitách jsou předmětem plejády klinických studií (Novero et al., 2014).  

 Folikulární lymfom představuje nejčastější indolentní B-buněčný lymfom.  

Až u 85 % pacientů s FL se vyskytuje translokace t(14;18)(q32;q21) nebo variantní 

translokace, která způsobí přemístění onkogenu Bcl2 do oblasti genu pro těžké 

imunoglobulinové řetězce (Horsman et al., 2003). U souboru pacientů byla prokázána 

přítomnost mutace v genu pro BTK, což může vést k aberacím v signální dráze  

B-lymfocytů a naznačovat možnost využití BTK inhibitorů. Zapojení BTK v signalizaci 

FL buněk však doposud nebylo plně objasněno, efektivita těchto léčiv v klinických 

studiích je výrazně nižší než v porovnání s jinými hematomalignitami (Hu et al., 2021). 

 Akutní lymfoblastická leukemie je jedna z nejčastějších malignit v dětském věku. 

ALL je způsobena nahromaděním nádorově změněných zárodečných buněk v kostní 

dřeni, které se postupně vyplavují do krve. V důsledku infiltrace kostní dřeně se 

v periferní krvi vyskytují malé počty různých krevních elementů (Zanette et al., 2007). 

Role BTK a jejich inhibitorů v ALL není zcela vysvětlena a prozkoumána jako je tomu 

u jiných hematomalignit. Kim et al. (2017) však naznačili potenciální zapojení ibrutinibu 

v inhibici pre-BCR signální kaskády vedoucí k potlačení proliferace buněk ALL. 

Difúzní velkobuněčný B-lymfom, nejčastější podtyp nehodgkinských lymfomů 

(NHL), je agresivní a rychle rostoucí lymfom. DLBCL se dělí na dvě podskupiny podle 

buněčného původu, na lymfomy podobné B-buňkám z germinálního centra (GCB) a na 

lymfomy podobné aktivovaným B-buňkám (ABC) (Alizadeh et al., 2000). Pro přežití 

ABC lymfomů s chronickou aktivní BCR signalizací je nezbytná BTK, a proto se jako 

léky používají blokátory BTK. Například ibrutinib, kovalentní inhibitor BTK, narušením 

signalizační dráhy B-lymfocytů snižuje aktivitu NF-кB, což umožňuje zničit ABC 

lymfomy (Wilson et al., 2015). 

Mnohočetný myelom (MM) je charakterizován nahromaděním klonálních 

plazmatických buněk v kostní dřeni, a způsobuje asi 10 % všech hematologických 

malignit. Mezi klinické příznaky onemocnění patří anémie, selhání ledvin, kostní léze 
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či hyperkalcemie, jež jsou způsobeny poruchou plazmatických buněk (Rajkumar et al., 

2011). Bylo prokázáno, že u MM je zvýšená exprese BTK, přičemž pacienti s vyšší 

expresí BTK mají horší prognózu (Liu et al., 2014). 

 

2.6 BTK jako terapeutický cíl 

Brutonova tyrozinkináza je základní složka signální dráhy zprostředkované receptorem 

BCR a je spojena s přenosy signálu, proliferací, aktivací a diferenciací lymfoidních  

B-buněk. Signální dráha BTK je rozhodující pro přežití nádorových buněk. Navíc BTK 

reguluje několik intracelulárních signálů, které jsou součástí signálních drah, jako 

například MAPK nebo NF-кB. V důsledku toho vede inhibice BTK k přerušení mnoha 

buněčných signálních drah, které souvisí s rozvojem B-buněčných malignit. Látky cílící 

na kinázu BTK, inhibitory BTK, mají vliv na proliferaci a aktivaci apoptózy, tudíž 

představují významný cíl v oblasti vývoje léčiv (Herman et al., 2011).   

 Dle mechanismu účinku a způsobu vazby se BTK inhibitory dělí na dva typy: 

ireverzibilní a reverzibilní inhibitory. Ireverzibilní inhibitory obsahují skupiny 

Michaelova akceptoru, které zajišťují kovalentní vazbu s C481 v ATP-vazebném místě 

BTK. Naopak reverzibilní inhibitory se vážou na specifické místo domény SH3 pomocí 

slabých, nekovalentních interakcí. Všechny současné schválené BTK inhibitory jsou 

ireverzibilní inhibitory (Brullo et al., 2021).   

Interakcí, ať už kovalentní či nekovalentní, inhibitorů s kinázou dojde 

k zablokování autofosforylace tyrozinu Y223 a fosforylace podřízených členů dráhy, 

včetně fosfolipázy Cγ2. Dochází tak k inhibici klíčových signálních drah a potlačení 

proliferace malignit (Nicolson et al., 2018).   

 

2.6.1 Schválené BTK inhibitory 

Během posledního desetiletí došlo k dynamickému rozvoji BTK inhibitorů. V současné 

době jsou úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) schváleny tři BTK inhibitory: 

ibrutinib, acalabrutinib a zanubrutinib (Palma et al., 2021). Jejich přehled a souhrn 

vlastností je uveden v Tabulce 1. 
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Ibrutinib 

V roce 2013 se ibrutinib (PCI-32765) stal prvním schváleným BTK inhibitorem 

v terapiích onkologických onemocnění (de Claro et al., 2015). Jedná se o perorálně 

podávaný, vysoce účinný a ireverzibilní inhibitor BTK, který se váže na C481 a tím 

blokuje kinázovou aktivitu enzymu. Aktivní je v sub-nanomolárních koncentracích 

(IC50 0,5 nM) (Honigberg et al., 2010). Brání proliferaci nádorových B-lymfocytů, 

zpomaluje jejich migraci a vyvolává buněčnou smrt.  Ibrutinib byl schválen FDA k léčbě 

mnoha B-buněčných malignit, včetně chronické lymfocytární leukemie, 

Waldenströmovy makroglobulinémie, lymfomu z plášťových buněk a dalších. Využívá 

se především k léčbě těch pacientů, u kterých došlo k relapsu nebo nereagují na klasický 

způsob léčby (Charalambous et al., 2018). 

 Navzdory slibným preklinickým výsledkům a počátečnímu klinickému úspěchu 

je odpověď pacientů často nedostatečná, nebo dochází k rozvoji rezistence na ibrutinib. 

Až jedna třetina pacientů má přirozenou rezistenci, zatímco u mnoha dalších se rozvíjí 

rezistence získaná. Rezistence na léčbu ibrutinibem může být způsobena genetickými 

mutacemi (popsané jsou získané mutace C481S v BTK, či R665W, L845F a S707Y 

v lipáze PLCγ2), negenetickými příčinami nebo jinými neznámými faktory (Woyach et 

al., 2017; Walliser et al., 2018). Proto má v současné době velký klinický význam 

identifikace nových cílených látek, které by sloužily k překonání rezistence (George et 

al., 2020). 

 Ibrutinib je obecně relativně dobře tolerován a dlouhodobá léčba je spojena pouze 

s mírnou toxicitou. Většina nežádoucích účinků je mírná nebo středně těžká (stupeň 1-2), 

a obvykle odezní bez potřebné dodatečné léčby. Nejčastěji se jedná o únavu, průjem, 

krvácení či infekce. U několika procent pacientů se při dlouhodobém pozorování 

vyskytuje fibrilace síní (Berglöf et al., 2015). Za těmito toxickými projevy léku stojí jeho 

poměrně nízká specifita léčiva. Kromě primárního cíle, kterým je kináza BTK, má řadu 

vedlejších cílových molekul („off-target“). Těmito off-target kinázami jsou kinázy 

sdílející konzervované cysteinové reziduum na analogické pozici jako v aktivním místě 

BTK. Jsou jimi například ostatní kinázy TEC rodiny (BMX, ITK, TEC, RLK/TXK), 

kinázy ERBB rodiny (EGFR, HER2, HER4), a další (JAK3 a BLK) (Liclican et al., 2020). 
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Acalabrutinib 

Acalabrutinib (ACP-196) je selektivní, ireverzibilní inhibitor BTK druhé generace, 

s dokonalejšími farmakologickými vlastnostmi oproti ibrutinibu. V roce 2017 byl 

schválen k léčbě lymfomu z plášťových buněk (Markham et al., 2018). Acalabrutinib se 

stejně jako ibrutinib kovalentně váže na C481, avšak s vyšší selektivitou a aktivitou (Wu 

et al., 2016). Inhibiční aktivita pro BTK je sice několikanásobně vyšší než u ibrutinibu, 

tj. IC50 = 5,1 nM podle Kaptein et. al, (2018), avšak co upozadilo ibrutinib je vysoká 

specifita acalabrutinibu. Na rozdíl od ibrutinibu neinhibuje signalizaci enzymů 

z kinázových rodin TEC a ERBB. Dále také nepoškozuje funkci krevních destiček (Miao 

et al., 2021). Inhibitor prodávaný pod názvem Calquence je v současné době schválen 

k léčbě chronické lymfocytární leukemie a lymfomu z plášťových buněk. Léčba 

acalabrutinibem vede k úplné ztrátě fosforylované BTK v periferní krvi, což má za 

následek inhibici signalizace BTK a NF-кB dráhy. (Miao et al., 2021).  

 Nejčastějšími nehematologickými vedlejšími účinky jsou bolesti hlavy, průjmy, 

infekce horních dýchacích cest nebo nevolnost. Během léčby acalabrutinibem zatím 

nebyly zaznamenány žádné případy fibrilace síní (Kriegsmann et al., 2018).  

 

Zanubrutinib 

Zanubrutinib (BGB-3111) je specifický, účinný, ireverzibilní inhibitor BTK s příznivým 

farmakologickým a farmakokinetickým profilem, schválený v roce 2019 k léčbě 

lymfomu z plášťových buněk u dospělých pacientů (Syed 2020). Jedná se o inhibitor 

druhé generace, a svou účinností se koncentrací IC50 blíží ibrutinibu. Oproti svému 

předchůdci však vykazuje vysokou selektivitou a vylepšenou bezpečnost použití v praxi 

(Guo et al., 2019). Bylo prokázáno, že monoterapie zanubrutinibem je všeobecně dobře 

tolerována pacienty s různými B-buněčnými malignitami (Hillmen et al., 2020). 

Zanubrutinib byl do dnešního dne schválen pro léčbu chronické lymfocytární leukemie, 

lymfomu z plášťových buněk a Waldenströmovy makroglobulinémie (Estupiñán et al., 

2021). 

 Zanubrutinib se užívá perorálně, po podání se rychle vstřebává a ani 

po opakovaném užívání se v těle nehromadí. Rozpustnost zanubrutinibu je závislá na pH 

(Wang et al., 2021). Mezi nežádoucí účinky související s léčbou patří infekce horních 

dýchacích cest, vyrážka, modřiny či průjem (Tam et al., 2022). 
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Tab. 1: Přehled schválených BTK inhibitorů včetně chemické struktury, indikace a hodnot IC50. 

Název Chemická struktura Indikace 
Hodnota 

IC50 

ibrutinib 

 

CLL 

MCL 

MZL 

WM 

0,5 nM1 

acalabrutinib 

 

CLL 

MCL 
5,1 nM2 

zanubrutinib 

 

CLL 

MCL 

WM 

0,3 nM3 

 

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

 

 

2.6.2 Další BTK inhibitory v klinických studiích 

Rezistence ibrutinibu a nežádoucí účinky způsobené inhibicí vedlejších cílů vedly 

ke klinickému vývoji BTK inhibitorů druhé generace. Nové inhibitory jsou navrženy tak, 

aby byly co nejúčinnější a dobře snášeny. Kromě toho jsou také více selektivní. 

V poslední době je velký zájem o vývoj inhibitorů BTK k léčbě autoimunitních 

onemocnění (Caldwell et al., 2019). 

 Mimo výše zmíněné schválené inhibitory se klinické studie zabývají novými 

inhibitory, jako je například ireverzibilně se vážící evobrutinib, tirabrutinib, či nejnovější 

branebrutinib a remibrutinib, nebo reverzibilně se vážící fenebrutinib a rilzabrutinib. 

Vybrané zajímavé zástupce uvádí Tabulka 2. Na základě již známých struktur účinných 
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inhibitorů a díky metodám molekulového modelování a studiu závislosti aktivity na 

struktuře (SAR) dochází k významnému rozvoji v oblasti syntézy nových potenciálních 

inhibitorů BTK. Navíc se již nepoužívají pouze k léčbě B-buněčných malignit 

a autoimunitních onemocnění, ale také byly navrženy jako nová antitrombotika (Kaul et 

al., 2021; von Hundelshausen et al., 2021).  

 Nakročeno ke schválení pro léčbu od úřadu FDA má inhibitor tirabrutinib. Jedná 

se o selektivní, perorální inhibitor BTK působící proti řadě B-buněčných malignit. 

Tirabrutinib se ireverzibilně, kovalentně váže na BTK v místě C481 (Liclican et al., 

2020). V roce 2020 byl v Japonsku schválen pro léčbu pacientů 

s relabovaným/refrakterním primárním lymfomem centrální nervové soustavy (PCNSL) 

(Narita et al., 2021). 

 Branebrutinib je vysoce selektivní inhibitor BTK, který lze podávat perorálně. 

Branebrutinib je dobře tolerován s málo nežádoucími účinky, a je vysoce účinný již při 

nízkých dávkách (Catlett et al., 2020). V klinických studiích je branebrutinib využíván 

k léčbě revmatoidní artritidy (RA), Sjögrenova syndromu (SS) a systémového lupus 

erythematodes (SLE) (Zheng et al., 2021). 

 Remibrutinib je jeden z nejnovějších BTK inhibitorů v preklinické fázi. Jedná se 

o silný, kovalentní inhibitor BTK s mírnějšími vedlejšími účinky (Huth et al., 2022). 

Remibrutinib má klinický potenciál v léčbě autoimunitních poruch, včetně chronické 

spontánní kopřivky (CSU) či Sjögrenova syndromu (Kaul et al., 2021). 
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Tab. 2: Přehled vybraných inhibitorů v preklinické fázi včetně chemické struktury, indikace 

a hodnot IC50. 

 

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

 

  

 

  

Název Chemická struktura Indikace 
Hodnota 

IC50 

tirabrutinib 

 

PCNSL 6,8 nM1 

branebrutinib 

 

RA 

SLE 

SS 

0,1 nM2 

remibrutinib 

 

CSU 

MS 

SS 

1,3 nM3 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

 

3.1 Materiál 

3.1.1 Použité chemikálie 

• 2-merkaptoethanol (≥ 97%, Serva, Německo)  

• akrylamid: AA (VWR, USA)  

• aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)  

• bovinní sérový albumin: BSA (VWR, USA)  

• bromfenolová modř (Sigma-Aldrich, Rakousko)  

• dihydrogenfosforečnan draselný: KH2PO4 (Lachema, ČR)  

• dimethylsulfoxid: DMSO (PanReac AppliChem, Německo)  

• dithiotreitol: DTT (Roche, Německo)  

• dodecylsíran sodný: SDS (≥ 98%, Lach-ner, ČR)  

• ECL substrát (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• ethanol 96% (Lach-Ner, ČR)  

• fenylmethansulfonylfluorid: PMSF (Sigma-Aldrich, Čína)  

• fetální bovinní sérum: FBS (Biowest, Francie)  

• fluorid sodný (≥ 98%, Lach-Ner, ČR)  

• glycin (≥ 99%, Sigma-Aldrich, USA)  

• hydrogenfosforečnan draselný: K2HPO4 (Lachema, ČR) 

• hydrogenfosforečnan sodný: Na2HPO4 (PENTA, ČR)  

• hydrogenuhličitan sodný: NaHCO3 (Lachema, ČR) 

• chlorid draselný: KCl (≥ 99%, Lachema, ČR)  

• chlorid sodný: NaCl (PENTA, Česká republika) 

• kultivační médium DMEM (Sigma-Aldrich, USA) 

• kultivační médium IMDM (Sigma-Aldrich, USA) 

• kyselina ethylendiamintetraoctová: EDTA (≥ 98,5% Sigma-Aldrich, Čína)  

• kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctová: EGTA 

(≥ 97%, Sigma-Aldrich, USA)  

• kyselina chlorovodíková: HCl 55% (Lach-Ner,ČR)  

• kyselina octová 99% (Lach-Ner, ČR)  

• kyselina trihydrogenfosforečná 85% (Penta, ČR)  

• L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)  
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• leupeptin (Sigma-Aldrich, USA)  

• marker molekulových hmotností proteinů Spectra Multicolor Broad Range Protein 

Ladder (ThermoFisher, USA)  

• N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin: TEMED (≥ 99%, Sigma-Aldrich, Čína)  

• N,N'-methylenbisakrylamid (≥ 98%, Sigma-Aldrich, Čína)  

• nonidet: P 40 (Fluka, Švýcarsko) 

• orthovanadičnan sodný (Sigma-Aldrich, USA)  

• penicilin (Sigma-Aldrich, USA)  

• peroxodisíran amonný: APS (≥ 98%, Sigma-Aldrich, Japonsko)  

• Ponceau S (SERVA, Německo)  

• propidium jodid (≥ 98%, Sigma-Aldrich, USA)  

• resazurin (Sigma-Aldrich, USA) 

• streptomycin (Sigma-Aldrich, USA) 

• tris(hydroxymethyl)aminomethan: TRIS (≥ 99% Serva, Německo)  

• TWEEN 20: polyoxyethylensorbitanmonolaurát (Sigma-Aldrich, USA)  

3.1.2 Roztoky 

• blokovací pufr: 5% BSA, 0,1% Tween 20 v TBS  

• blotovací pufr: 25 mmol·l-1 TRIS, 192 mmol·l-1 glycin v dH2O  

• Bradfordovo činidlo: 0,01% Coomasie-Brilliant blue, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina 

fosforečná v dH2O  

• ECL roztok: 1:1 luminol a H2O2  

• elektroforetický roztok: 25 mmol·l-1 TRIS, 192 mmol·l-1 glycin, 0,1% SDS v dH2O  

• lyzační pufr RIPA: 20 mmol·l-1 TRIS (pH 7,4), 100 mmol·l-1 NaCl, 5 mmol·l-1 EDTA, 

2 mmol·l-1 EGTA, 1 mmol·l-1 NaF, 0,2% nonidet P 40 (pH 7,4), 1 mmol·l-1 PMSF,  

1 mmol·l-1 DTT, 0,5 μg·ml-1 leupeptin, 2 μg·ml-1 aprotinin, 1 mmol·l-1 vanadičnan 

sodný v dH2O  

• Ponceau S: 0,2% Ponceau S, 1% kyselina octová v dH2O 

• promývací roztok PBS: 137 mmol·l-1 NaCl, 2,7 mmol·l-1 KCl, 10 mmol·l-1 Na2HPO4, 

2 mmol·l-1 KH2PO4 (pH 7,4) v dH2O  

• SDS vzorkovací pufr: 0,3 mol·l-1 TRIS (pH 6,8), 50% glycerol, 10% SDS, 5%  

2-metkaptoethanol, 0,05% bromfenolová modř v dH2O  
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• Tris-HCl pH 6,8: 1 mol·l–1 Tris v dH2O; koncentrované HCl upraveno pH na hodnotu 

6,8  

• Tris-HCl pH 8,8: 1 mol·l–1 Tris v dH2O; koncentrované HCl upraveno pH na hodnotu 

8,8  

• Tris-pufr (TBS): 137 mmol·l-1 NaCl, 20 mmol·l-1 TRIS (pH 6,8) v dH2O  

• Tris-pufr s Tweenem: 137 mmol·l-1 NaCl, 20 mmol·l-1 TRIS, 0,1% Tween 20 v dH2O  

3.1.3 Kultivační média 

• DMEM s 10% FBS: DMEM, 10% fetální bovinní sérum, 0,1 mg·ml-1 penicilin,  

0,1 mg·ml-1 streptomycin, 0,3 mg·ml-1 L-glutamin, 3,7 g·l-1 NaHCO3, součástí 

kultivačního média byl acidobazický indikátor fenolová červeň.  

• IMDM s 10% FBS: IMDM, 10% fetální bovinní sérum, 0,1 mg·ml-1 penicilin,  

0,1 mg·ml-1 streptomycin, 0,3 mg·ml-1 L-glutamin, 3,7 g·l-1 NaHCO3, součástí 

kultivačního média byl acidobazický indikátor fenolová červeň. 
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3.1.4 Použité protilátky 

Tab. 3: Seznam použitých primárních protilátek (R = králičí, M = myší, p = phosphorylated). 

 
Tab. 4: Seznam použitých sekundárních protilátek (S = prasečí, R = králičí). 

 

 

 

 

 

 

Protein 
Molekulová 

hmotnost (kDa) 
Protilátka Typ Ředění 

Výrobce  

a původ 

BTK 77 anti-BTK R 1:1000 
Cell Signaling 

(USA) 

pBTK 

(Y223) 
77 

anti-pBTK 

Y223 
R 1:500 

Cell Signaling 

(USA) 

PLCγ2 150 anti-PLCγ2 R 1:1000 
Cell Signaling 

(USA) 

pPLCγ2  

(Y1217) 
150 

anti-pPLCγ2 

Y1217 
R 1:500 

Cell Signaling 

(USA) 

AKT 60 anti-AKT R 1:1000 
Cell Signaling 

(USA) 

pAKT  

(S473) 
60 

anti-pAKT 

S473 
R 1:500 

Cell Signaling 

(USA) 

ERK 1/2 42, 44 anti-ERK1/2 R 1:500 
Cell Signaling 

(USA) 

pERK 1/2 

(T202/Y204) 
42, 44 

anti-pERK 1/2 

T202/Y204 
R 1:250 

Cell Signaling 

(USA) 

PARP 116, 89 anti-PARP R 1:1000 
Cell Signaling 

(USA) 

β-Aktin 45 anti-β-aktin M 1:1000 

Santa Cruz 

Biotechnology 

(USA) 

Protilátka Typ Ředění Výrobce a původ 

anti-Rabbit (SWAR/Px) S 1:1000 Cell Signaling (USA) 

anti-Mouse (RAM/Px) R 1:1000 Cell Signaling (USA) 
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3.1.5 Testované inhibitory 

• 7471, 7487, 8605-8615: látky byly syntetizovány týmem dr. Salase (Universidad 

de Chile). Látky byly připraveny jako zásobní roztok v DMSO, o koncentracích 

10 mmol·l-1, 25 mmol·l-1 a 50 mmol·l-1. Testované nově syntetizované látky patří 

mezi 2,6,9-trisubstituované deriváty purinu. 

• Ibrutinib: schválený BTK inhibitor byl použit jako standard. Látka byla připravena 

jako zásobní roztok v DMSO o koncentraci 1 mmol·l-1 (MedChemExpress LLC, 

USA) 

• Zanubrutinib: schválený BTK inhibitor byl použit jako standard. Látka byla 

připravena jako zásobní roztok v DMSO o koncentraci 10 mmol·l-1 

(MedChemExpress LLC, USA). 

Zásobní roztoky testovaných látek byly uskladněny v lednici při 4 °C. Před použitím byly 

naředěny v kultivačním médiu tak, aby koncentrace v DMSO nebyla vyšší než 0,1 %.  

3.1.6 Buněčné kultury  

Pro experimenty byly použity tyto nádorové buněčné linie: 

• K-562 (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velká Británie) 

nádorová linie odvozená od chronické myeloidní leukemie. Linie byla kultivována  

v médiu DMEM s 10% FBS.  

• Ramos (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velká Británie) 

nádorová linie odvozená od Burkittova lymfomu. Linie byla kultivována v médiu 

IMDM s 10% FBS. 

3.1.7 Přístrojové vybavení 

• analytická váha KERN ABT 120-5DM (KERN, Německo)  

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

• automatické pipety (Eppendorf, Německo)  

• CCD kamera s příslušenstvím Luminescent image analyzer LAS-4000 (Fujifilm, 

Japonsko)  

• centrifuga ROTINA 420/420 R (HETTICH, Německo)  

• CO2 inkubátor MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)  
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• Fluoroskan Ascent Microplate Reader (Labsystems, Finsko) 

• hlubokomrazicí box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick Scientific, USA)  

• inverzní mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)  

• kývačka Mini-Rocker Shaker, MR-1 (Biosan, Lotyšsko)  

• laboratorní váhy KERN PCB 200-2 (KERN, Německo)  

• laminární box OS-N (Merci, Česká republika)  

• laminární box VBH Compact, VBH36 C2 (Steril, Itálie)  

• lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr, Německo)  

• magnetická míchačka s ohřevem Arex-6 (VELP Scientifica, Itálie)  

• mikrocentrifuga D1008 (DLAB, Čína)  

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

• pipetor Swiftpet Pro (HTL, Polsko)  

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

• spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)  

• termoblok Compact Digital Dry Bath/Block Heater (Thermo Fisher Scientific, USA)  

• třepačka vířivá Vortex mixer (Velp Scientifics, Itálie)  

• třepačka s kývavým pohybem MiniRocker MR-1 (Biosan, Lotyšsko)  

• vodní lázeň (GFL, Německo)  

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

Dále bylo použito spotřební laboratorní zboží: 

• mikrozkumavky 0,5 ml; 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf, Německo) 

• nitrocelulosová membrány pro western blot (Bio-Rad, USA) 

• sterilní 96-jamková mikrotitrační destička s kulatým dnem (Bio-Rad, USA) 

• sterilní Petriho misky průměru 10 cm a 5 cm (TPP, Švýcarsko) 

• sterilní zkumavky o objemu 10 ml a 15 ml (GAMA GROUP, Česká republika) 

Běžné laboratorní vybavení: Bürkerova komůrka, kádinky, lžičky, odměrné válce, 

pinzety, skalpely, skleněné tyčinky, stojany na zkumavky a mikrozkumavky, střičky, 

špičky, váženky, zkumavky  
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3.1.8 Programy 

• BD FACSuiteTM Software (Becton-Dickinson Company, USA) 

• ModFit LT 5.0 (Verity Software House, USA) 

• Multi Gauge Image Reader LAS-4000 3.2 (FujiFilm, Japonsko) 

• Origin 6.0 (OriginLab Corporation, USA) 

3.2 Metody 

3.2.1 Buněčné kultury  

Nádorové buněčné linie byly kultivovány v příslušném kultivačním médiu, na Petriho 

misce v inkubátoru při 37 °C v 5% CO2. Navíc byla v inkubátoru udržována relativní 

vlhkost v hodnotách okolo 90 %. Ke kultivaci buněčné linie Ramos a linie K562 bylo 

použito médium IMDM, respektive DMEM s přídavkem 10% fetálního bovinního séra.  

Dle potřeby byly buněčné linie 3x týdně pasážovány. Buněčná suspenze byla po 

přenesení do sterilní zkumavky centrifugována po dobu 5 minut za laboratorní teploty při 

1000 g. Následně byl supernatant odstraněn a pelet buněk rozsuspendován v čerstvém 

médiu o požadovaném objemu. Před jakýmkoliv prováděným experimentem byly buňky 

pod mikroskopem spočítány pomocí Bürkerovy komůrky. Takto byl určen počet buněk 

v 1 ml a následně v celé suspenzi. Suspenze byla naředěna čerstvým kultivačním médiem 

na požadovanou koncentraci.  

Kultivace buněk a veškerá práce s nimi probíhala za sterilních podmínek 

v laminárním boxu. 

 

3.2.2 Ovlivnění a sklízení buněk 

V případě buněk určených pro western blotting s následnou imunodetekcí proteinů byly 

do Petriho misek o průměru 55 mm nasazeny 4 miliony buněk do 5 ml kultivačního 

média. Pro cytometrickou analýzu buněčného cyklu byl do Petriho misek  

o průměru 55 mm nasazen 1 milion buněk do 5 ml média. Naředěné kultury byly před 

ovlivněním ponechány alespoň hodinu v inkubátoru.  

Naředěním zásobních roztoků studovaných látek nebo standardů do roztoku 

DMSO byla připravena koncentrační řada. Takto naředěné látky byly přímo napipetovány 

k suspenzní buněčné kultuře, a ovlivněné buňky byly inkubovány v inkubátoru 

požadovanou dobu (1 h – 24 h).  
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 Po uplynutí inkubační doby byly buňky sklizeny podle použité metody detekce. 

Ovlivněné buňky pro western blotting s následnou imunodetekcí byly sklizeny pomocí 

pipety do předem vychlazených zkumavek na ledu a centrifugovány po dobu 8 minut při 

1000 g a 4 °C. Po stočení byl supernatant odstraněn, pelet důkladně rozsuspendován 

v 1 ml PBS a opět centrifugován. Následně byl pelet rozsuspendován v 1,5 ml PBS 

a přenesen do mikrozkumavky. Po centrifugaci byl supernatant důkladně odstraněn 

a buněčný pelet byl uskladněn v hluboko mrazícím boxu při -80 °C.  

V případě ovlivněných buněk pro cytometrickou analýzu byly buňky také 

sklizeny do předem vychlazených zkumavek na ledu. Zkumavky se vzorky byly stočeny 

v centifuze po dobu 8 minut při 1000 g a 4 °C. Následně byl odstraněn supernatant, pelet 

rozsuspendován v 1 ml PBS a vzorky centrifugovány. Po odstranění supernatantu 

a rozsuspendování peletu v 100 μl PBS byly buňky zafixovány pomocí vychlazeného 

70% ethanolu. Ethanol o objemu 1 ml byl po kapkách přidán na vířivé třepačce do 

zkumavky. Takto připravené vzorky byly uloženy v mrazáku při -20 °C.  

  

3.2.3 Lyzace buněk 

Buněčné pelety určené pro imunodetekci po western blottingu byly ponechány volně 

rozmrznout na ledu. Dále byly pelety rozsuspendovány v lyzačním pufru RIPA 

s inhibitory proteáz, fosfatáz a DTT. Vzorky byly inkubovány 30 minut na ledu, 

a každých 5-10 minut resuspendovány a nakonec sonikovány ultrazvukovým 

homogenizátorem. Po ukončení inkubace a sonikace byly vzorky centrifugovány po dobu 

30 minut, při 14 000 g a 4 °C. Poté byl supernatant (lyzát) přenesen do nové 

mikrozkumavky, a zaznamenán jeho přenesený objem.  

 Stanovení celkových proteinů v lyzátu bylo provedeno pomocí Bradfordovy 

metody (Bradford, 1976). Do zkumavek s 1 ml Bradfordova činidla byl napipetován 1 μl 

lyzátu, roztok byl promíchán pomocí vortexové třepačky a inkubován 10 minut při 

laboratorní teplotě. Po ukončení inkubace byla pomocí spektrofotometru měřena 

absorbance při 595 nm. Měření každého vzorku bylo provedeno v duplikátu 

a ke stanovení koncentrace byla použita průměrná hodnota. Vzorky byly naředěny 

lyzačním pufrem na stejnou koncentraci. Navíc byl ke vzorkům přidán SDS vzorkovací 

pufr (5x), který zajišťuje denaturaci proteinu a jejich negativní náboj. Nakonec byly 

vzorky promíchány pomocí vortexové třepačky a zahřívány 5 minut v termobloku 

při 95 °C. Po stočení v mikrocentrifuze byly vzorky uskladněny v mrazáku (-20 °C).  
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3.2.4 SDS-PAGE, western blotting a imunodetekce  

Pomocí SDS polyakrylamidové gelové elektroforézy byla provedena separace proteinů 

za denaturujících podmínek. Polyakrylamidový gel se skládal z 5% zaostřovací a 12,5% 

dělící části o tloušťce 1 mm. Gely byly připraveny z roztoků dle Tabulky 5, přičemž jako 

poslední byl vždy přidán APS, k zahájení polymerace.  

Tab. 5: Složení roztoků pro přípravu dvou 1 mm silných gelů. 

 

 Připravený roztok pro dělící gel byl napipetován mezi skleněné elektroforetické 

desky a převrstven destilovanou vodou. Směs byla ponechána cca 45 minut tuhnout, a po 

ztuhnutí gelu byla destilovaná voda vylita. Následně byl připraven roztok pro zaostřovací 

gel, který byl napipetován na dělící gel až po okraj skleněných desek. Mezi skla byl 

vsunut plastový hřebínek k vytvoření jamek pro vzorky. Takto připravený gel tuhl dalších 

30 minut, a poté byly skleněné desky i s gelem přeneseny do elektroforetické komory. 

 Elektroforetická komora i vana, ve které byla komora umístěna, byly naplněny  

Tris-glycinovým elektrodovým pufrem a plastový hřebínek byl opatrně vyjmut z gelu. 

Vzorky byly zahřáty v termobloku při 95 °C po dobu 2 minut, promíchány na vortexové 

třepačce a naneseny do jamek v zaostřovacím gelu. Do jednotlivých jamek bylo naneseno 

množství vzorku odpovídající 30-50 μg proteinů. Navíc byl do krajních jamek nanesen 

marker molekulových hmotností proteinů. Vana byla po přikrytí víkem připojena 

ke zdroji napětí. Zpočátku probíhala separace při napětí 80 V a po přechodu proteinů do 

dělícího gelu bylo napětí zvýšeno na 120 V.  

 Po ukončení elektroforézy byl z gelu opatrně odstraněn zaostřovací gel, a dělící 

gel byl spolu s nitrocelulosovou membránou, filtračními papíry a porézními houbičkami 

Složka Dělící gel 12,5% Zaostřovací gel 5% 

AA/BIS 3,90 ml 0,84 ml 

Destilovaná voda 1,94 ml 3,51 ml 

Tris pH 6,8 - 0,63 ml 

Tris pH 8,8 3,50 ml - 

SDS 10% 94,00 μl 50,00 μl 

TEMED 6,25 μl 5,00 μl 

APS 10% 37,50 μl 30,00 μl 
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vložen do blotovací kazety. Kazeta byla vložena do blotovací komory v blotovací vaně. 

Do vany byl nalit vychlazený blotovací pufr, přidán led a elektromagnetické míchátko. 

Přenos proteinů probíhal 3 hodiny při konstantním proudu 270 mA za stálého míchání 

a chlazení. Po přenosu byly proteiny na membráně vizualizovány pomocí roztoku 

Ponceau S. Membrána byla poté promyta v destilované vodě a osušena na filtračním 

papíře za laboratorní teploty.  

 Z membrány byly na základě markeru molekulových hmotností vyřezány části 

odpovídající hmotnostem cílových proteinů. Vyřezané proužky byly vhodně označeny, 

odbarveny pomocí TBS a následující hodinu blokovány v 4% roztoku BSA  

v TBS-TWEEN 20 na třepačce. Došlo tak k zablokování nespecifických vazeb protilátek 

v místech, kde nebyly navázány proteiny. Po zablokování a vysušení byly jednotlivé 

proužky přeneseny na destičku pokrytou parafilmem. Na jednotlivé proužky byla 

nanesena příslušná primární protilátka (viz Tabulka 3), se kterou byla membrána 

inkubována přes noc při 4 °C. Následující den byly membrány několikrát promyty 

v roztoku TBS a TBS-TWEEN 20, aby došlo k odmytí nenavázané protilátky. Poté byla 

nanesena sekundární protilátka (viz Tabulka 4) konjugovaná s křenovou peroxidázou. 

Následovala inkubace se sekundární protilátkou po dobu 1 hodiny při laboratorní teplotě 

a dále byly membrány opět několikrát promyty v roztoku TBS a TBS-TWEEN 20. 

 Membrány byly vysušeny na filtračním papíře, přeneseny na destičku 

s parafilmem, a byl na ně nanesen chemiluminiscenční roztok ECL. Po 5minutové 

inkubaci byly membrány přeneseny do vyvolávacího přístroje s kamerou. 

Chemiluminiscenční signál byl detekován pomocí CCD kamery LAS4000 (FujiFilm) 

a následně zpracován v programu Multi Gauge Image Reader 2.2. 

 

3.2.5 Analýza buněčného cyklu průtokovým cytometrem 

Fixované vzorky byly rozmrazeny, promíchány pomocí vortexu a poté centrifugovány 

8 minut při 1000 g a 4 °C. Supernatant byl odstraněn a buněčný pelet rozsuspendován 

v 1 ml PBS. Vzorky byly opět centrifugovány, a po odsátí supernatantu byl pelet 

rozsuspendován v 50 μl PBS. Do této doby byla veškerá práce prováděna na ledu. 

Za stálého míchání na vortexové třepačce byl ke každému vzorku po kapkách přidán 1 ml 

2N HCl/Triton X-100 0,5%. Vzorky byly inkubovány 30 minut při laboratorní teplotě, 

a za tuto dobu alespoň třikrát promíchány. Poté byly vzorky centrifugovány, supernatant 

odsát a buněčný pelet rozsuspendován v 1 ml 0,1M dekahydrátu tetraboritanu sodného. 
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Vzorky byly znovu centrifugovány, a po odstranění supernatantu byl pelet 

rozsuspendován v 600 μl filtrovaného PBS a přenesen do cytometrických zkumavek. Do 

každé zkumavky bylo na vortexové třepačce přidáno 6 μl propidium jodidu (PI), aby byla 

výsledná koncentrace 100 μg/ml. Vzorky byly inkubovány 30 minut ve tmě, za 

laboratorní teploty a občasného promíchání. Po uplynutí této doby byla provedena 

analýza buněčného cyklu pomocí průtokového cytometru.  

 Obsah jaderné DNA byl změřen pomocí průtokového cytometru BD FACS Verse 

s BD FACSuite Software s použitím excitačního laseru o vlnové délce 488 nm. Výsledný 

histogram byl zpracován pomocí programu Mod Fit LT 5.0 (Verity Software house) 

a bylo vyhodnoceno průměrné zastoupení buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu.  

  

3.2.6 Analýza cytotoxicity 

Pro stanovení cytotoxických účinků látek bylo do 96-jamkové mikrotitrační destičky 

vysazeno 10 000 buněk linie Ramos na jamku do 80 l média. V případě buněčné linie 

K562 byly buňky nasazeny v počtu 5 000 buněk na jamku. Před ovlivněním byly buňky 

v inkubátoru ponechány po dobu 24 hodin. 

K ovlivnění buněk pro analýzu cytotoxicity byla nejprve do ředící mikrotitrační 

destičky připravena 6bodová koncentrační řada s faktorem ředění 3. Buněčná linie  

v 96-jamkové destičce byla ovlivněna touto koncentrační řadou v triplikátu po dobu 

72 hodin.  

Pro stanovení cytotoxických účinků byl proveden resazurinový test. Buněčné linie 

byly ovlivněny testovanými látkami po dobu 72 hodin. Poté byl přidán roztok resazurinu, 

který je uvnitř buněk převeden mitochondriálními reduktázami na fluorescenční barvivo 

resorufin. Po 4hodinové inkubaci byla měřena fluorescence při 544 nm / 590 nm 

(excitační  emisní ) pomocí mikrodestičkového readeru Ascent. Z těchto hodnot byla 

za pomocí programu Origin vyhodnocena hodnota GI50, tedy koncentrace způsobující 

50% inhibici buněčného růstu.  

 

 

 

  



 37 

4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Pro vlastní experimentální práci byl k testování vybrán komerčně dostupný a k léčbě 

schválený inhibitor ibrutinib, jakožto zlatý standard léčby a první léčivo svého druhu 

(2013) (de Claro et al., 2015). Jako zástupce léčiva nové generace byla pro porovnání 

použita látka zanubrutinib, zatím poslední schválený BTK inhibitor (2019) (Syed 2020). 

Jakožto potenciální BTK inhibitory byly testovány látky připravené týmem dr. Salase 

z univerzity Universidad de Chile. V rámci spolupráce byla již syntetizována 

a publikována jedna série látek, 2,6,9-trisubstituovaných derivátů purinu. Nejúčinnější 

sloučeniny této série byly charakterizovány jako potenciální inhibitory kináz BCR-ABL 

a BTK s jejich možnou indikací v leukemických onemocněních (Bertrand et al., 2020). 

 Nově syntetizované purinové deriváty staví na poznatcích z publikovaných dat 

(série látek č. 7462-7492 a 8605-8628, Obrázek 3). Návrh a syntéza těchto látek vychází 

ze stejného strukturního základu za využití metod molekulové dokování a QSAR. Nové 

série nízkomolekulárních inhibitorů jsou připravovány s cílem zlepšení jejich 

biochemických a potenciálních farmakologických vlastností se zaměřením na inhibici 

kináz BTK a BCR-ABL. V laboratoři Katedry experimentální biologie byly laborantkou 

naměřeny hodnoty IC50 těchto sloučenin na rekombinantních kinázách BTK, BCR-ABL 

a dalších (nepublikovaná data). Na základě těchto získaných hodnot byly pro potřeby 

bakalářské práce vybrány látky pro pozorování jejich aktivity a účinku na signalizační 

dráhu kinázy BTK, konkrétně látky 7471 a 7487, a 8605-8615. 

 

 

Obr. 3: Obecné strukturní vzorce nově syntetizovaných sloučenin ze série 7462-7492 (A)  

a 8605-8628 (B). 
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4.1 Analýza cytotoxicity 

Míra cytotoxicity testovaných inhibitorů ibrutinibu, zanubrutinibu, vybraných látek 7471 

a 7487, a látek 8605–8615 byla stanovena pomocí resazurinového testu na dvou 

buněčných líních. Testy byly provedeny na buněčné linii Ramos odvozené od Burkittova 

lymfomu, která je standardně zavedenou modelovou linií s aktivovanou BTK dráhou, a na 

linii K562, která je odvozena od chronické myeloidní leukemie a má aktivní onkogenní 

kinázu BCR-ABL. Buňky byly inhibitory ovlivněny po dobu 72 hodin, a z hodnot 

absorbance při 544 nm / 590 nm (excitační  emisní ) byla stanovena hodnota GI50. 

Tato hodnota (GI50) odpovídá koncentraci způsobující 50% inhibici buněčného růstu, 

a byla vyhodnocena pomocí programu Origin 6.0. 

 Experiment prokázal, že buněčná linie Ramos byla nejcitlivější vůči působení 

látky 8608, kdy hodnota GI50 činila 1,687 ± 0,039 µM. Cytotoxická aktivita této látky 

byla vysoká i u buněčné linie K562, a hodnota GI50 byla 0,828 ± 0,005 µM. Obdobné 

výsledky byly naměřeny u látky 8606.  

Ve studii Liu et al. (2021) byly testovány pyrazolo[3,4-d]pyrimidinové deriváty, 

vycházejících ze struktury ibrutinibu, obdobně jako látky studované v experimentální 

části této bakalářské práce. Hodnoty GI50 v této studii v případě nejaktivnějších sloučenin 

39 činily 4,100 µM, a sloučeniny 40 činily 4,630 µM. Tyto látky mají tedy v porovnáni 

s látkami 8606 a 8608 nižší cytotoxicitu. 

Naměřené hodnoty GI50 ostatních vybraných látek byly již poměrně vysoké, a to 

větší než 5 µM. Syntetizované deriváty ze starší série připravených látek (7471 a 7487) 

se v testu cytotoxicity na buňkách jevily méně účinné. Látky nové série (8605-8615) byly 

připraveny za účelem zvýšené účinnosti inhibice kináz BTK a BCR-ABL, tudíž 

i vylepšené antiproliferační aktivity v buněčných liniích Ramos a K562.  

Naměřeny byly rovněž hodnoty GI50 pro standardy léčby, ibrutinib a zanubrutinib. 

V obou případech byla koncentrace látek potřebná k 50% inhibici růstu buněk Ramos 

vyšší než 5 µM. Schválené BTK inhibitory ibrutinib a zanubrutinib tak vykazovaly slabé 

cytotoxické účinky. Wu et al. (2014) rovněž studovali míru cytotoxicity ibrutinibu na 

buněčné linii Ramos, přičemž naměřená hodnota GI50 byla vyšší než 10 µM. Námi 

naměřené výsledky korespondují s publikovanými daty dřívějších studií a dokazují, 

že inhibitory BCR obecně vykazují menší cytotoxicitu (v řádech desítek mikromolů), 

přičemž detailní mechanismus jejich účinku je stále předmětem výzkumu (Balakrishnan 

et al., 2017; Krajčovičová et al., 2021).  
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Tab. 6: Cytotoxicita studovaných látek vyjádřena hodnotami GI50 [µM]. 

  Buněčná linie 

Testovaná látka Ramos K562 

GI50 [µM] SD GI50 [µM] SD 

ibrutinib >5 - >5 - 

zanubrutinib >5 - >5 - 

7471 2,727 0,674 >5 - 

7487 >5 - >5 - 

8605 3,471 1,420 1,752 0,049 

8606 1,707 0,101 1,406 0,053 

8607 3,453 0,638 2,341 0,135 

8608 1,687 0,039 0,828 0,005 

8609 2,135 0,528 2,537 0,569 

8610 >5 - 2,488 0,549 

8611 >5 - >5 - 

8612 4,748 1,437 1,492 0,039 

8613 >5 - 4,692 0,187 

8614 >5 - 3,037 0,223 

8615 >5 - 3,153 0,066 

 

4.2 Imunodetekce proteinů zapojených v signální dráze BTK 

Na základě naměřených hodnot GI50 testovaných látek (viz Tabulka 6) a hodnot IC50 pro 

rekombinantní kinázu BTK (nepublikovaná data) byla pro další experimenty vybrána 

látka 7471 za dříve připravenou sérii látek a derivát 8608 ze série nové generace 

potenciálních BTK inhibitorů. K ověření mechanismu účinků vybraných látek byla 

provedena imunodetekce klíčových proteinů zapojených do signalizační dráhy kinázy 

BTK v nádorové buněčné linii Ramos. Signalizace byla v buňkách aktivována přídavkem 

imunoglobulinu M (5 µg/ml). Detekována byla klíčová kináza přenosu signálu  

v B-buněčné signalizaci, fosforylovaná forma Brutonovy tyrozinkinázy a jí podřízené 

signální molekuly, tedy aktivní fosforylované formy enzymů PLCγ2, ERK1/2 a AKT. 

Dále byl detekován štěpný fragment proteinu PARP-1, který je významným markerem 

apoptózy. Přítomnost štěpného fragmentu naznačuje, že zkoumané látky v buňkách 

navozují programovanou buněčnou smrt (Chaitanya et al., 2010). Pro kontrolu 

rovnoměrného nanesení vzorků byl navíc detekován protein β-aktin. 



 40 

V první fázi experimentální práce byly buňky Ramos ovlivněny látkou z první 

série syntetizovaných derivátů, 7471, a ibrutinibem a zanubrutinibem pro srovnání účinků 

potenciálního nového BTK inhibitoru a zavedených léčiv. Buňky byly vystaveny 

přítomnosti látek o koncentraci 0,1 µM, 0,5 µM a 1 µM po dobu 24 hodin. V případě 

schválených inhibitorů ibrutinibu a zanubrutinibu došlo k poklesu fosforylované formy 

kinázy BTK již při nejnižší použité koncentraci, a to 0,1 µM. V porovnání 

s neovlivněnými buňkami byly nižší hladiny fosforylované formy enzymu patrné také 

u podřízené kinázy AKT. V případě nové látky 7471 nebyly pozorovány změny hladin 

fosforylovaných kináz zkoumané signální kaskády (Obrázek 4). Látka 7471 v námi 

použitých koncentracích nezasahuje do přenosu signálu v rámci dráhy kinázy BTK, na 

rozdíl od zavedených léčiv. 

Navíc byl detekován protein PARP-1, a to jak jeho celková forma (116 kDa), tak 

štěpný fragment zapojený v apoptóze (89 kDa). V popisovaném uspořádání experimentu 

(24 hodin, nejvyšší koncentrace 1 µM použité látky) nebyla pozorována významná 

fragmentace proteinu PARP-1 oproti neovlivněným kontrolním vzorkům ani u jedné 

použité sloučeniny. Výsledek naznačuje, že v této koncentraci nedochází u buněk 

působením použitých látek ke spuštění programované buněčné smrti, a možný efekt by 

mohl být pozorován při použití delšího časového intervalu působení látek. 

Stejný účinek ibrutinibu na buněčné linii Ramos byl popsán ve studii Chu et al. 

(2018), kdy byly buňky ovlivněny po dobu 5 dní. Vzhledem k delšímu času působení 

inhibitoru na buňky v této publikaci, byl pozorovaný efekt látky již v nižších 

koncentracích (0,1 µM).   

Vliv zanubrutinibu na signalizaci BTK byl prokázán v publikaci Li et al. (2019). 

Účinnost tohoto BTK inhibitoru druhé generace byla testována na buněčných liniích 

odvozených od MCL a byl detekován pokles fosforylovaných forem klíčových kináz 

studované signální kaskády. Navíc byla zaznamenána fragmentace proteinu PARP-1, 

avšak při ovlivnění několikanásobně vyššími koncentracemi inhibitoru než v našem 

experimentu (15 µM). 
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 V následujícím experimentu byly buňky opět ovlivněny různými koncentracemi 

vybraných látek: ibrutinibu, zanubrutinibu a 7471 po dobu 24 hodin. Navíc byla testována 

látka 8608, z novější série inhibitorů. Na základě výsledků prezentovaných na Obrázku 4 

byly v experimentu upraveny použité koncentrace (1 a 5 µM). Z Obrázku 5 je patrné, že 

látka nové generace purinových derivátů, 8608, je oproti 7471 do jisté míry účinnější. 

Po 24hodinovém působení látky 8608 v 5 µM koncentraci na linii Ramos byl zaznamenán 

mírný pokles fosforylované formy proteinu BTK oproti imunoglobulinem M aktivované 

kontrole. Dále ve srovnání s ibrutinibem a zanubrutinibem způsobovala látka 8608 

významnější inhibici aktivační fosforylace proteinu AKT, a kromě toho byl pozorován 

i pokles celkového množství tohoto proteinu. Látka 8608 při koncentraci 5 µM nejspíš 

působí nespecificky, a jelikož je protein AKT zapojený i do jiných signálních drah, 

dochází v této koncentraci k jeho výraznému poklesu (Qiao et al., 2008). Ovlivnění buněk 

látkou 8608 v nejvyšší koncentraci však navíc provázel nárůst hladiny fosforylované 

formy enzymu ERK 1/2. Podobný adaptivní mechanismus byl pozorován 

u tyrozinkinázových inhibitorů ve studii Bruner et al. (2017), a tento výsledek naznačuje 

aktivaci alternativních drah a kompenzaci inhibice kináz.  

Obr. 4: Imunodetekce vybraných proteinů buněčné linie Ramos ovlivněné ibrutinibem, 

zanubrutinibem a látkou 7471 po dobu 24 hodin. 
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+ 

1 0,5 0,1 1 0,5 0,5 0,1 0,1 1 

pBTK (Y223) 
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µM 
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Inhibitory ibrutinib a zanubrutinib v tomto experimentu opět způsobily pokles 

fosforylované formy kinázy BTK. Inhibice fosforylace kináz BTK a AKT byla oproti 

výše prezentovaným výsledkům (Obrázek 4) prohloubena díky použití vyšší koncentrace 

látek. Až na zmíněnou kinázu AKT v případě vlivu 5 µM látky 8608 zůstaly hladiny 

celkových proteinů při ovlivnění použitými inhibitory bez pozorovatelných změn; látky 

tedy potenciálně brání fosforylaci proteinů, ale nesnižují jejich celkové množství.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poslední experiment byl zaměřen na ovlivnění látkami v čase (Obrázek 6). 

Vybrané sloučeniny (ibrutinib, zanubrutinib a v předchozím experimentu účinná látka 

8608) byly v nejvyšší použité koncentraci (5 µM) testovány v různých časových 

intervalech. Buňky Ramos byly kultivovány v přítomnosti látek po dobu 1, 2, 4 

a 24 hodin. Schválené inhibitory ibrutinib a zanubrutinib byly účinné již po 1 hodině 

působení. Tyto inhibitory způsobily pokles fosforylované formy kinázy BTK ve všech 

studovaných časech ovlivnění. Výraznější pokles po 24 hodinách oproti krátkému 

1hodinovému ovlivnění byl pozorován v případě zanubrutinibu u podřízené lipázy 

Ramos (24 h) 

- + + + + + + + + + 

ibru 7471 

1 5 1 5 1 5 1 5 

DMSO zanu 8608 

pBTK (Y223) 

BTK 

pPLCγ2 (Y1217) 

PLCγ2 

µM 

IgM (10 min) 

pAKT (S473) 

AKT 

pERK 1/2  

(T202, Y204) 

β-aktin 

 

Obr. 5: Imunodetekce vybraných proteinů buněčné linie Ramos ovlivněné ibrutinibem (ibru), 

zanubrutinibem (zanu) a látkou 7471, 8608 po dobu 24 hodin.  
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PLCγ2. V případě látky 8608 však nejsou viditelné rozdíly mezi ovlivněním po dobu 

1 hodiny a 24 hodin. Oproti neovlivněným kontrolním buňkám došlo k mírné inhibici 

fosforylace BTK, stejně jako bylo pozorováno u předchozích použití této látky, efekt však 

s časem prohlouben nebyl.   

 V případě proteinu PARP-1 je viditelný mírný nárůst štěpného fragmentu 89 kDa 

oproti neovlivněným kontrolním vzorkům, a to u schválených inhibitorů i u látky 8608. 

Tento výsledek dokazuje, že při použité koncentraci 5 µM dochází k indukci apoptózy 

(Chaitanya et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obr. 6: Imunodetekce vybraných proteinů buněčné linie Ramos ovlivněné ibrutinibem (ibru), 

zanubrutinibem (zanu) a látkou 8608 po dobu 1, 2, 4 a 24 hodin. 
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4.3 Analýza buněčného cyklu 

Dalším cílem práce bylo prozkoumat vliv vybraných potenciálních inhibitorů BTK na 

buněčný cyklus. Byla provedena analýza buněčného cyklu buněk Ramos pomocí 

průtokového cytometru. Buněčná linie byla ovlivněna schválenými inhibitory 

ibrutinibem, zanubrutinibem, a novými látkami 7471 a 8608 o koncentraci 1 µM a 5 µM. 

Po 24hodinovém ovlivnění byly buňky sklizeny a analyzovány průtokovým cytometrem.  

 Souhrnný graf znázorňující zastoupení buněk v jednotlivých fázích buněčného 

cyklu je zobrazen na Grafu 1. Z grafu je patrné, že v případě schváleného inhibitoru nové 

generace, zanubrutinibu, docházelo ke G1 bloku, a to při vyšší koncentraci 5 µM.  

Stejné účinky zanubrutinibu byly prokázány v publikaci Tarantelli et al. z roku 

2019. Zanubrutinib způsoboval klasický G1 blok již v submikromolekulárních 

koncentracích, přičemž se studie zaměřovala na jiný typ lymfomu než v případě 

předložené bakalářské práce. 

Ve studii Guo et al. (2019) byl pozorován blok G1 fáze cyklu u linie Ramos po 

použití 1 µM koncentrace ibrutinibu. V našem případě byl pozorován pouze mírný nárůst 

zastoupení buněk v G1 fázi oproti neovlivněnému kontrolnímu vzorku až při koncentraci 

5 µM. Oproti publikovaným výsledkům nešlo navíc o významný blok G1 fáze, jako bylo 

možné pozorovat ve výše popsaném případě zanubrutinibu. 

Po použití látky 8608 z nové série byl výsledek obdobný jako u ibrutinibu, 

sledovali jsme zvýšené zastoupení buněk ve fázi G1, a to po použití koncentrace 5 µM. 

Při této koncentraci navíc mírně vzrůstal podíl buněčných fragmentů v populaci subG1, 

což značí úmrtí buněk vlivem látky 8608. U schválených inhibitorů BTK nebyl zvýšený 

podíl odumřelých buněk pozorován. 

Li et al. v roce 2019 syntetizovali 2-fenylpyrimidinové deriváty, přičemž stanovili 

jejich předběžné účinky na B-lymfocyty a kinázu BTK. Analýza buněčného cyklu byla 

provedena taktéž na buněčné linii Ramos, přičemž linie byla ovlivněna látkami 

o koncentraci 5 µM po dobu 48 hodin. Sloučenina 11g vykazovala nejlepší inhibiční 

účinky, a stejně jako látka 8608 způsobila zvýšení podílu buněk Ramos ve fázi G1, 

přičemž účinek byl prohlouben dobou působení látky. 

Publikovaná data prezentují inhibitory BTK jako látky způsobující blokaci 

buněčného cyklu v jeho G1 fázi. Námi získané výsledky nenaznačily srovnatelně 

signifikantní G1 blok, nicméně nárůst buněk v této fázi cyklu byl pozorován pro 

schválené inhibitory i látku nové generace, 8608.  
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 Látka 7471 ze starší série naopak způsobila překvapivě nárůst počtu buněk 

v S fázi buněčného cyklu, což mohlo být způsobeno její nízkou selektivitou. Mizenina et 

al. (2004) prezentovali vliv nových pyrido[2,3-d]pyrimidinových derivátů na buněčný 

cyklus linie MDA-MB-468. Jedná se o selektivní SRC inhibitory, přičemž do SRC rodiny 

patří například kináza SRC, BLK, YES, ale také kináza LYN, zapojená v signalizaci  

B-buněčného receptoru (Boggon et al., 2004). Bylo zjištěno, že jimi testované látky 

PD173952, PD179483 a PD166326 způsobily zvýšení podílu buněk v S fázi buněčného 

cyklu, stejně jako námi testovaná látka 7471. Blok S fáze je v této studii spojován 

s in vitro inhibicí kinázy WEE1, která zprostředkovává regulaci buněčného cyklu.  
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Graf 1: Výsledky analýzy buněčného cyklu u linie Ramos - procentuální zastoupení 

v jednotlivých fázích buněčného cyklu ovlivněné ibrutinibem (ibru), zanubrutinibem (zanu), 

látkou 7471 a 8608 po dobu 24 hodin. 
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5 ZÁVĚR 

 Brutonova tyrozinkináza (BTK) představuje nezbytnou součást signální dráhy 

B-buněčného receptoru, kaskády klíčové pro proliferaci, zrání a přežití B-lymfocytů. 

Alterace v expresi a aktivitě kinázy BTK bývá spojována s vývojem B-buněčných 

malignit, a právě proto je důležitým terapeutickým cílem. Dynamický rozvoj na poli 

výzkumu a syntézy BTK inhibitorů, jejich zavedení do klinických studií a praxe 

v posledních letech významně rozšířily možnosti léčby hematologických malignit.  

V rámci teoretické části předložené bakalářské práce byla charakterizována 

Brutonova tyrozinkináza a její zapojení v signalizaci B-buněčného receptoru. Rešerše se 

dále zaobírala popisem regulace signalizační dráhy BTK, jejím možným ovlivněním 

nízkomolekulárními inhibitory včetně schválených léčiv a popisem indikovaných 

onkologických onemocnění.  

V rámci experimentální části práce byla posouzena cytotoxická aktivita látek ze 

série nově připravených, dosud nepublikovaných 2,6,9-trisubstituovaných purinových 

derivátů. Látky byly vyvinuty jako potenciální inhibitory kináz BTK a BCR-ABL. Na 

základě těchto dat a výsledků biochemické inhibice rekombinantních kináz BTK 

a BCR-ABL byly vybrány dvě kandidátní látky, 7471 a 8608. Pomocí molekulárně-

biochemických metod byly dále charakterizovány některé biologické účinky vybraných 

potenciálních BTK inhibitorů se zaměřením na jejich srovnání s komerčními, k léčbě 

schválenými inhibitory ibrutinibem a zanubrutinibem. Konkrétně byl zkoumán vliv látek 

na proteiny zapojené v signální dráze BTK a jejich efekt na průběh buněčného cyklu.  

Z výsledků imunodetekce byl patrný významný efekt schválených BTK 

inhibitorů, ibrutinibu a zanubrutinibu, v porovnání s nově syntetizovanými látkami. 

Mírnou inhibici fosforylace klíčové kinázy BTK bylo možné sledovat pouze při použití 

vysoké koncentrace látky 8608 při 24h ovlivnění, nikoliv však v případě vystavění buněk 

látce 7471. 

V analýze buněčného cyklu byl pozorován nárůst počtu buněk v G1 fázi u obou 

schválených inhibitorů a u látky 8608. Výsledek naznačuje potenciální schopnost nově 

syntetizované látky způsobovat blokaci cyklu v této fázi, což je v souladu s jinými 

publikacemi studující inhibitory BCR dráhy. Látka 7471 způsobila na rozdíl od ostatních 

studovaných sloučenin překvapivě nárůst počtu buněk v S fázi buněčného cyklu.  

Výsledky imunodetekce proteinů i analýzy buněčného cyklu poukazují na 

nespecifitu a nízkou selektivitu látky 7471. Co se týče efektivity inhibice signalizační 
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kaskády BTK však není ani oproti 7471 potentnější látka 8608 zdaleka tak účinná jako 

schválená léčiva. Předmětem dalšího zkoumání by mohl být vliv nově syntetizovaných 

látek na jiné onkogenní kinázy, jako je například BCR-ABL. 
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