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1 ABSTRAKT 
  Agresivní nehodgkinské lymfomy vycházející z B-lymfocytů (B-NHL) 

představují heterogenní skupinu vzácných hematologických malignit vznikajících 

nádorovou transformací tzv. periferních lymfocytů v průběhu jejich diferenciace 

v sekundárních lymfatických orgánech. Difúzní velkobuněčný B-lymfom (DLBCL, 

difuse large B-cell lymphoma) a lymfom z plášťových buněk (MCL, mantle cell 

lymphoma) jsou agresivní typy B-NHL. V jejich patogenezi se uplatňuje zejména 

narušení mechanismů programované buněčné smrti, buněčného cyklu či oprav 

poškozené DNA. Identifikovány byly také abnormálně aktivované signalizační dráhy, 

které vedou ke zvýšení proliferace nádorových buněk či inhibici apoptózy. Poznání 

těchto mechanismů umožňuje vyvíjet a experimentálně testovat nová protinádorová 

léčiva, která cíleně blokují onkogenní kaskády rekurentně nalézané u jednotlivých typů 

B-NHL. 

  MCL je agresivní typ B-NHL s nepříznivou prognózou. In vivo modely 

lidského MCL pro experimentální terapii tohoto onemocnění však dosud chyběly. 

Zavedli a charakterizovali jsme několik modelů lidského MCL pomocí 

xenotransplantace primárních buněk a ustálených linií MCL do imunodeficitních myší. 

Prokázali jsme, že buňky přihojené a proliferující v myších tkáních jsou biologicky 

odlišné a mají komplexní změny genové exprese, fenotypu a senzitivity k cytotoxickým 

látkám ve srovnání s in vitro rostoucími MCL buněčnými liniemi (práce č.1). Tyto 

závěry mohou být významným přínosem pro preklinický výzkum.  

  Randomizovaná klinická studie Evropské skupiny pro MCL prokázala, že 

alternace režimu R-CHOP (rituximab, cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, 

prednison) s režimem R-DHAP (rituximab, dexamethazon, cisplatina, HDAC) 

signifikantně zlepšuje celkové přežití pacientů s MCL ve srovnání s chemoterapií R-

CHOP. Dosud však nebylo jasné, která komponenta režimu DHAP (cisplatina, 

cytarabin, či jejich kombinace) vede ke zlepšení přežívání pacientů s MCL. Nedávno 

publikované výsledky Nordické lymfomové skupiny ukázaly, že monoterapie HDAC (v 

kombinaci s rituximabem) není u mladších pacientů s agresivními formami MCL 

dostatečně efektivní (studie byla předčasně ukončena). S využitím námi odvozených 

myších modelů lidského MCL jsme experimentálně ukázali, že cisplatina v monoterapii 

či kombinace cisplatiny s cytarabinem je účinnější ve srovnání s cytarabinem 

podávaným v monoterapii (práce č.2). Naše závěry tak potvrzují závěry klinické studie 
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Nordické lymfomové skupiny, a to že HDAC podávaný v monoterapii není dostatečně 

účinnou léčbou u agresivních forem MCL. 

  U části DLBCL nacházíme zvýšenou expresi antiapoptotického proteinu BCL2 

(B-cell lymphoma 2), jež je asociována s nepříznivou prognózou. Expresní profil a 

prognostický význam dalších antiapoptotických proteinů rodiny BCL2 jako je MCL1 

(myeloid-cell leukemia sequence 1) a BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large) pro 

přežívání buněk DLBCL nebyl dosud systematicky zkoumán. Cílenou inhibicí 

jednotlivých antiapoptotických proteinů jsme zjistili, že DLBCL může být rozdělen na 

biologicky odlišné podskupiny podle závislosti na antiapoptotickém proteinu BCL2 

a/nebo MCL1 (viz práce č.1). Role proteinu BCL-XL se zdá být minoritní. Podskupina 

BCL2 pozitivních DLBCL obsahuje jak BCL2-, tak MCL1-dependentní případy, které 

mohou být farmakologicky inhibovány pomocí cíleného nízkomolekulárního inhibitoru 

BCL2 proteinu s názvem venetoclax (ABT-199 / GDC0199), rostlinného alkaloidu 

homoharingtoninu (HHT, snižuje expresi MCL1), či jejich kombinace (s významným 

synergickým efektem), podskupina BCL2-negativních DLBCL se zdá být převážně 

závislá na proteinu MCL1. Tyto výsledky mohou mít přímý dopad na nové koncepty 

experimentální terapie DLBCL cílené na inhibici proteinů BCL2 a/nebo MCL1.  

  Vysokodávkovaný cytarabin (HDAC, high-dose cytarabine) se stal standardní 

součástí léčby mladších pacientů s MCL. Přesto pacienti prodělávají návrat (relaps) 

choroby i po léčbě založené na HDAC. Molekulární mechanismy rezistence na 

cytarabin nebyly u lymfomů (na rozdíl od akutních leukémií) systematicky zkoumány. 

Za účelem studia mechanismů rezistence na cytarabin jsme odvodili několik klonů 

ustálených MCL linií rezistentních na cytarabin (viz práce č.3). Zjistili jsme, že hlavním 

mechanismem získané rezistence k cytarabinu je snížení exprese deoxycytidinkinázy 

(DCK), enzymu, který je nezbytný pro fosforylaci, a tedy aktivaci nukleosidových 

analogů po jejich vstupu do buňky. Snížení exprese DCK vedle rezistence k cytarabinu 

způsobuje rezistenci k ostatním nukleosidovým analogům používaným v léčbě MCL 

(např. fludarabin, cladribin, gemcitabin), což jsme prokázali také in vivo na námi 

odvozených myších modelech lidského MCL. Výsledky naší práce naznačují, že 

pacienti, kteří progredují či relabují po režimu založeném na HDAC, by neměli být 

léčeni nukleosidovými analogy, konkrétně fludarabinem, gemcitabinem a kladribinem.  
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2 ABSTRACT 
  B-cell non-Hodgkin lymphomas (B-NHL) represent the most common mature 

lymphoproliferative diseases. B-NHL arise at different stages of B-cell development 

and represent their malignant counterpart. Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and 

mantle cell lymphoma (MCL) are aggressive types of B-NHLs. Deregulation of cell 

cycle control, inhibition of apoptosis or abnormal DNA damage response play a key 

role in the pathogenesis of DLBCL and MCL. Aberrant activation of several signaling 

pathways that further promote survival, cell proliferation or affect the tumor 

microenvironment have been recently recognized. Increased understanding of the 

oncogenic mechanisms implicated in pathogenesis of B-NHL lead to development of 

novel agents that target the oncogenic drivers of distinct lymphoma subtypes. 

   MCL is an aggressive subtype of B-NHL associated with poor prognosis. In 

vivo models of human MCL for experimental therapy are however scarce. We 

established and characterized several mouse models of human MCL by 

xenotransplantation of either primary cells or established cell lines into 

immunodeficient mice (publication no 1). We demonstrated that engrafted MCL cells 

displayed complex changes of gene expression profile, phenotype and sensitivity to 

cytotoxic agents compared to the original in vitro growing control cell lines. These 

results can contribute to the preclinical research.  

  The randomized clinical trial of European MCL network demonstrated that the 

alternation of R-CHOP (rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, 

prednisone) with R-DHAP (rituximab, dexamethasone, cisplatin, HDAC) significantly 

improves the overall survival of MCL patients compared to R-CHOP alone. So far it has 

not been elucidated which component of the DHAP regimen (cisplatin, cytarabine, or 

the combination of both agents) is the key contributor of improved efficacy of the 

regimen.  Recently published results of the Nordic Lymphoma Group MCL trial 5 

showed, that single HDAC (in combination with rituximab) is insufficient for the 

treatment of younger patients with aggressive MCL and the study was prematurely 

terminated. Using our mouse models of human MCL we experimentally showed, that 

cisplatin, alone or with cytarabine, is significantly superior to single-agent cytarabine in 

eliminating lymphoma cells (publication no 2). Our data confirmed the results of the 

Nordic Lymphoma Group MCL trial 5 concluding that single-agent cytarabine is not 

appropriate treatment for biologically aggressive MCL.  
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  BCL2 (B-cell lymphoma 2) gene is deregulated in subsets of DLBCL and 

overexpression of BCL2 protein is associated with adverse prognosis. The expression 

status as well as the role of other two key antiapoptotic BCL2 proteins such as MCL1 

(myeloid-cell leukemia sequence 1) and BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large) for the 

survival of DLBCL is less clear. By targeting of BCL2 proteins we demonstrated that 

DLBCL can be divided into biologically distinctive subgroups: BCL2 and/or MCL1 

dependent, with minor role left for BCL-XL. BCL2-positive subgroup comprises both 

BCL2- and MCL1-dependent cells that might be pharmacologically targeted by specific 

BCL2 inhibitor, drug entitled venetoclax (ABT-199 / GDC0199), plant alkaloid 

homoharringtonin (HHT), or the combination of both agents (with a marked synergistic 

efficacy). BCL2-negative DLBCL subgroup appears to be predominantly MCL1-

dependent (publication no 3). Our data might have direct implications for novel 

concepts of experimental therapy of DLBCL targeted at BCL2 and/or MCL1 using 

ABT-199 and HHT, single agent, or in combination 

  Implementation of high-dose cytarabine (HDAC) into induction therapy 

became standard-of-care for all newly diagnosed younger MCL patients. However, 

many patients relapse even after HDAC-based regimens. Molecular mechanisms 

responsible for cytarabine resistance in MCL (in contrast to acute leukemias) are 

unknown and optimal treatment strategy for relapsed/refractory MCL patients remains 

elusive. In order to study the mechanisms responsible for cytarabine resistance we 

derived several cytarabine-resistant clones from established MCL cell lines (see 

publication no 3). We demonstrated that acquired resistance of MCL cells to cytarabine 

is associated with marked downregulation of deoxycytidinkinase (DCK), an enzyme 

responsible for the first phosphorylation and thus activation of nucleoside analogs 

following their entry to the cell. The downregulation of DCK results not only in 

cytarabine resistance but leads to cross resistance to other nucleoside analogs used in 

the therapy of MCL (i.e. fludarabine, cladribine, gemcitabine). These results were 

confirmed in vivo using our established mouse models of human MCL (publication no 

4). Our data suggest that nucleoside analogs (namely fludarabine, cladribine and 

gemcitabine) should not be used for the second-line therapy of MCL patients, who fail 

after cytarabine-based regimen. 
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3 SEZNAM ZKRATEK 
ABC   aktivované B lymfocyty (activated B cells)  

 AID   aktivací indukovaná cytidin deamináza (activation-induced cytidine 

   deaminase) 

APAF-1     faktor aktivující kaspázy (apoptotic protease-activating factor 1) 

Ara-CMP cytarabinmonofosfát  

Ara-CTP cytarabintrifosfát  

ASCT  autologní transplantace krvetvorných buněk (autologous stem cell 

   transplant) 

ATM   tumor-supresorový gen (ataxia teleangiectasia mutated) 

ATP  adenosintrifosfát (adenosin triphosphate) 

BAD   proapoptotický protein (BCL2 antagonist of cell death)  

BAK   proapoptotický protein (BCL2 antagonist/killer) 

BAX   proapoptotický protein (BCL2-associated X protein) 

BCL-XL  antiapoptotický protein (B-cell lymphoma-extra large) 

BCL2   antiapoptotický protein (B-cell lymphoma 2) 

BCL6  transkripční faktor (B-cell lymphoma 6) 

BCL10   proapoptotický protein (B-cell CLL/lymphoma 10) 

BCR   receptor B lymfocytů (B cell receptor) 

BH   konzervovaná oblast proteinů rodiny BCL2 (BCL2 homology domain)  

BID   proapoptotický protein (BH3-interacting domain death agonist) 

BIM   proapoptotický protein (BCL2 interacting mediator of cell death) 

BLyS   cytokin aktivující B lymfocyty (B lymphocyte stimulator) 

B-NHL   B nehodgkinské lymfomy 

BTK   Brutonova tyrosin kináza 

CARD11  enzym guanylát kináza (caspase recruitment domain-containing protein 

   11) 

CBM   proteinový komplex obsahující proteiny CARD11-BCL10-MALT1 

CCDN1   gen pro cyklin D1 

CDK   cyklin-dependentní kináza 

 cFLIP   antiapoptotický protein (cellular FLICE (FADD-like IL-1β-converting 

   enzyme) -like inhibitory protein) 
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CKI   inhibitor cyklin dependentních kináz (cyclin-dependent kinase  

   inhibitor) 

CLL   chronická lymfocytární leukémie 

CSR   izotypový přesmyk (class switch recombination) 

DAG   diacylglycerol 

dATP   deoxyadenosin trifosfát (deoxyadenosin triphosphate) 

DCK   deoxycytidinkináza 

 DISC   proapoptoticky působící proteinový komplex (death inducing signaling 

   complex) 

DLBCL   difúzní velkobuněčný B-lymfom (difuse large B-cell lymphoma) 

EBV   Epstein-Barrové virus 

ERK   serin/threoninová proteinová kináza (extracellular-signal-regulated 

   kinase) 

FLD   specifická oblast proteinu BCL2 (flexible loop domain) 

GCB   B lymfocyty germinálních center (germinal centre B cells) 

GSK3   serin/threoninová proteinová kináza (glycogen synthase kinase-3) 

hENT  nukleosidový transportér (human equilibrative nucleoside transporter) 

HHT  homoharingtonin 

HRK   proapoptotický protein (harakiri) 

IAP  antiapoptotický protein (inhibitor of apoptosis protein) 

IGH  těžký řetězec imunoglobulinu (immunoglobulin heavy chain) 

IGL  lehký řetězec imunoglobulinu (immunoglobulin light chain) 

IGHV   variabilní část těžkého řetězce imunoglobulinu (immunoglobulin heavy 

   chain variable region) 

IKK   kináza inhibitorů jaderných faktorů kappaB (inhibitor of kappaB  

   kinase) 

 ITAM  cytoplazmatická část určitých mebránových molekul (immunoreceptor 

   tyrosine-based activation motif) 

LD100   letální dávka vedoucí ke smrti 100% buněk 

 MALT1  cysteinová proteáza (mucosa associated lymphoid tissue lymphoma 

   translocation gene 1) 

MAPK   mitogenem aktivovaná protein kináza (mitogen activated protein  

   kinase) 

MBR   hlavní oblast zlomu (major breakpoint region) 
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MCL   lymfom z plášťových buněk (mantle cell lymphoma) 

MCL1   antiapoptotický protein (myeloid cell leukemia 1) 

MDM2   enzym ubiquitin ligáza (mouse double minute 2 homolog) 

MDM4           enzym ubiquitin ligáza (mouse double minute 4 homolog) 

miR   mikroRNA   

mTOR   proteinkináza (mammalian target of rapamycin) 

MZL  lymfom z marginální zóny (marginal zone lymphoma) 

NFAT   rodina transkripčních faktorů (nuclear factor of activated T cells) 

NFκB   nukleární faktor kappa B 

NSG   imunodeficitní myši, kmen NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ 

PIP2   fosfatidylinositol-4,5-bifosfát 

PIP3   fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát 

PI3K   fosfatidyl-inositol-3-kináza 

PKCβ   proteinkináza Cβ  

PLCγ2   fosfolipáza Cγ2  

 PMLBCL  primární mediastinální velkobuněčný B-lymfom (primary mediastinal 

   large B-cell lymphoma) 

PUMA   proapoptotický protein (p53 upregulated modulator of apoptosis) 

RAG   gen účastnící se VDJ rekombinace (recombination activating gene) 

R/R  relabující či terapeuticky refrakterní  

SHM   somatická hypermutace 

 Smac/Diablo  proapoptotický protein (second mitochondrial-derived activator of 

   caspases/direct inhibitor of apopotosis binding protein with low pI) 

STAT3   transkripční faktor (signal transducer and activator of transcription 3) 

TLR   toll-like receptor 

TNF   proapoptotický faktor (tumor necrosis factor) 

TORC1  proteinový komplex obsahující molekulu mTOR (TOR complex 1) 

TORC2   proteinový komplex obsahující molekulu mTOR (TOR complex 2) 

XIAP   antiapoptotický protein (X-linked inhibitor of apoptosis protein) 

4E-BP1   inhibitor translace (4E-binding protein 1) 
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4 LITERÁRNÍ ÚVOD 

4.1 Vývoj B lymfocytů ve vztahu k lymfomagenezi 

B lymfocyty jsou buňky imunitního systému, které společně s T lymfocyty tvoří 

část specifické imunity lidského organismu. Pro tuto buněčnou populaci je 

charakteristický vícestupňový vývojový proces vyžadující řízené zásahy do genetické 

informace, ke kterým dochází při vyzrávání B buněčného receptoru (BCR, B cell 

receptor). BCR je nezbytný pro vývoj i imunitní funkce B lymfocytů a je tvořen dvěma 

těžkými (IGH) a dvěma lehkými (IGL) řetězci, z nichž každý obsahuje variabilní a 

konstantní doménu. Zatímco konstantní část určuje izotyp antigenního receptoru 

(povrchového imunoglobulinu), variabilní oblast nese vysoce variabilní úseky, které 

jsou místem vazby antigenu. Těžký a lehký řetězec BCR je kódován odlišnými geny 

(lokus IGH pro těžký řetězec; IGK nebo IGL pro lehký řetězec). Specifickou vlastností 

B lymfocytů je, že geny pro oba řetězce BCR jsou cíleně modifikovány 

specializovaným enzymatickým aparátem, který odstraňuje a opětovně spojuje 

jednotlivé V (variable), D (diversity) a J (joining) části genu v případě těžkého řetězce 

nebo V a J části v případě řetězce lehkého a vytváří tak variabilní část BCR (Brack, 

Hirama et al. 1978). Proces V(D)J rekombinace zajišťuje dostatečný repertoár B 

buněčných receptorů pro reakci s antigenem a umožňuje tak účinně reagovat např. na 

přítomnost patogenu v organismu (LeBien and Tedder 2008). V(D)J rekombinace je 

iniciována působením komplexu enzymů zahrnujících proteiny RAG 1 (recombination 

activating gene) a RAG 2 a dochází při ní ke dvouvláknovým zlomům DNA a následné 

opravě DNA mechanismem nehomologního spojování konců DNA (Schatz, Oettinger et 

al. 1989; Fugmann, Lee et al. 2000). Právě tyto zásahy do DNA mohou predisponovat 

ke vzniku genetických změn souvisejících s maligní transformací vyvíjejícího se 

lymfocytu. Chybně probíhající VDJ rekombinace tak může být jednou z příčin vzniku 

lymfoproliferativních onemocnění (leukémií a lymfomů) (Nogai, Dorken et al. 2011).  

  Lymfoproliferativní onemocnění lze dělit z hlediska vývojového stadia 

lymfocytu, z něhož jsou odvozeny, na prekurzorové a periferní a dále podle typu 

lymfocytu na B- a T-lymfoproliferace. Periferní B lymfoproliferace se dále dělí na 

lymfom Hodgkinův a skupinu B nehodgkinských lymfomů (B-NHL), kam patří mimo 

jiné difúzní velkobuněčný B-lymfom (DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma) a 

lymfom z plášťových buněk (MCL, mantle cell lymphoma) (Campo, Swerdlow et al. 

2011). Bylo prokázáno, že chromozomální translokace t(14;18) u B-NHL vzniká 
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v důsledku abnormálně probíhající VDJ rekombinace (Jager, Bocskor et al. 2000). 

Působením komplexu obsahujícím rekombinázy RAG dochází ke zlomům v IGH 

lokusu (chromozom 14), který kóduje těžký řetězec BCR, a současně ke zlomům v 

definovaných oblastech genu BCL2 (B-cell lymphoma 2) (chromozom 18), které mohou 

vést k reciproké chromozomální translokaci. Oblast zlomu genu BCL2 (kóduje 

antiapoptotický protein BCL2, viz. dále) bývá nejčastěji lokalizována ve specifické 

oblasti dlouhé 150 párů nukleotidových bazí (MBR, major breakpoint region), která 

může být cílem štěpení rekombinázami RAG (Raghavan, Swanson et al. 2004). Bylo 

prokázáno, že zlom genu BCL2 je nejčastěji lokalizován v dinukleotidových CpG 

sekvencích, pro něž je typická metylace cytosinu. Předpokládá se, že ke zlomu dochází 

v pozdní fázi VDJ rekombinace, kdy nezralé B lymfocyty začínají exprimovat enzym 

tzv. aktivací indukovanou cytidin deaminázu (AID, activation-induced cytidine 

deaminase). Methylovaný cytosin nacházející se v CpG sekvenci je nejprve tímto 

enzymem deaminován, čímž vzniká thymin a dochází tak k chybnému párování bazí 

(T:G). Oblast T:G nepárování je následně štěpena rekombinázami RAG a vzniká 

dvouvláknový zlom DNA (Tsai, Lu et al. 2008). Podobným mechanismem může 

vzniknout zlom ve specifické oblasti genu pro cyklin D1 (CCDN1) na chromozomu 11 

a zároveň v IGH lokusu na chromozomu 14. Výsledná chromozomální translokace 

t(11;14) je charakteristická pro MCL (Bosch, Jares et al. 1994).  

  Pouze ty B lymfocyty, které provedly V(D)J rekombinaci úspěšně tzn. je 

zachován čtecí rámec genů obou podjednotek receptoru a produkuje se funkční protein, 

mohou opustit kostní dřeň a následně dozrávat v sekundárních lymfoidních orgánech. 

Tyto tzv. naivní B lymfocyty migrují do sekundárních lymfoidních orgánů, kde se 

setkávají s antigenem, který je stimuluje k aktivitě a může docházet k dalšímu řízenému 

zásahu do genetické informace tzv. somatickým hypermutacím (SHM, somatic 

hypermutation) a izotypovému přesmyku (CSR, class switch recombination). Proces 

somatické hypermutace je zprostředkován enzymem AID a dochází při něm k mutacím 

(bodové mutace, delece, inzerce) v genech kódujících variabilní část lehkého a těžkého 

řetězce BCR (Muramatsu, Kinoshita et al. 2000). SHM zajišťuje produkci protilátek 

s vysokou afinitou vůči imunizujícímu antigenu (Goossens, Klein et al. 1998). Bylo 

prokázáno, že u DLBCL (na rozdíl od fyziologických B lymfocytů germinálního centra) 

je cílem aberantní somatické hypermutace řada genů, zahrnujících také některé 

protoonkogeny. Tímto mechanismem bývá u DLBCL mutován např. protoonkogen 

BCL6 (B-cell lymphoma 6) (Pasqualucci, Migliazza et al. 1998). SHM indukovaná 
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mutace genu BCL6 (kóduje transkripční faktor BCL6) postihuje jeho regulační sekvenci 

a znemožňuje inhibici jeho exprese (Pasqualucci, Migliazza et al. 2003). U významné 

části DLBCL byly dále detekovány mutace genů PIM1, MYC, RhoH/TTF a PAX5, jako 

důsledek aberantní SHM (Pasqualucci, Neumeister et al. 2001). Izotypový přesmyk je 

také zajišťován enzymem AID a dochází při něm k přestavbě genových segmentů pro 

konstantní části těžkého řetězce imunoglobulinu (variabilní doména je zachována). 

Izotypový přesmyk umožňuje náhradu původní konstantní části imunoglobulinu (IgM, 

IgD) za jiný izotyp (IgA, IgE, IgD) a tím získat imunoglobulinu další vlastnosti např. 

v případě izotypu IgA schopnost přecházet na slizniční povrchy. Bylo prokázáno, že 

abnormálně probíhající izotypový přesmyk může způsobovat u DLBCL chromozomální 

translokace zahrnující geny BCL6, MYC a SPIB (Lenz, Nagel et al. 2007).  

4.2 B-nehodgkinské lymfomy a jejich fyziologické protějšky 

  B-NHL mohou vzniknout na jakémkoliv stupni vývoje B lymfocytu (Nogai, 

Dorken et al. 2011) (Obrázek 1). Bylo zjištěno, že MCL vzniká ze dvou odlišných 

vývojových stadií B lymfocytů. Asi v jedné až dvou třetinách případů MCL (dle 

různých studií) nacházíme geny kódující variabilní část těžkého řetězce imunoglobulinu 

(IGHV) v zárodečné, nemutované konfiguraci (shodné s naivním B lymfocytem), což 

naznačuje vznik tohoto onemocnění z populace naivních pregerminálních B lymfocytů. 

U zbylých případů je fyziologickým protějškem buněk MCL B lymfocyt, který se již 

setkal s antigenem a prodělal SHM. V tomto případě je přítomna mutovaná sekvence 

IGHV lokusu (Kienle, Krober et al. 2003; Hadzidimitriou, Agathangelidis et al. 2011). 

Práce publikované v poslední době se zabývají otázkou účasti antigenů při vzniku MCL. 

Analýzou 807 vzorků získaných od pacientů s nově diagnostikovaným MCL bylo 

zjištěno, že téměř v polovině případů je přítomen relativně omezený repertoár IGHV 

genů (IGHV3-21, IGHV4-34, IGHV1-8 a IGHV3-23), které kódují variabilní část 

těžkého řetězce imunoglobulinu. Popsané geny se navíc nachází v určitých 

stereotypních konfiguracích s dalšími kódujícími oblastmi genu IGH (IGHD a IGHJ), 

které jsou odlišné od ostatních lymfoproliferací (např. chronické lymfatické leukémie 

(CLL) a lymfomu z marginální zóny (MZL)). Určité konfigurace IGHV-IGHD-IGHJ 

oblastí využívající při VDJ rekombinaci konkrétní IGHV geny (IGHV3-21, IGHV4-34, 

IGHV3-23) jsou z nejasných důvodů s vyšší pravděpodobností cílem SHM. Přítomnost 

omezeného repertoáru imunoglobulinových genů a cílené SHM u MCL naznačuje 
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selekční výhodu určitých klonů B lymfocytů a potenciální vliv antigenů při vzniku 

MCL (Hadzidimitriou, Agathangelidis et al. 2011).  

  Bylo prokázáno, že také DLBCL vzniká z různých vývojových stádií B 

lymfocytů. Studium profilů genové exprese prokázalo, že DLBCL lze dělit na 

molekulární podtypy. Geny zvýšeně exprimované jednotlivými molekulárními podtypy 

DLBCL korespondují s expresním profilem těch vývojových stadií B lymfocytů, na 

jejichž úrovni došlo k maligní transformaci (Alizadeh, Eisen et al. 2000). Rozlišujeme 

tak DLBCL analogický buňkám zárodečných center (GCB, germinal centre B cell-like) 

nebo postgerminálním aktivovaným B buňkám (ABC, activated B cell-like) (Alizadeh, 

Eisen et al. 2000). Bylo prokázáno, že v patogenezi jednotlivých molekulárních podtypů 

DLBCL se uplatňují odlišné onkogenní mechanismy (viz. dále) (Lenz, Wright et al. 

2008). Určením podtypu DLBCL lze predikovat prognózu pacientů, která je při léčbě 

standardní kombinovanou imunochemoterapií R-CHOP (rituximab, cyklofosfamid, 

doxorubicin, vinkristin, prednison) významně lepší pro GCB podtyp DLBCL ve 

srovnání s ABC DLBCL (Rosenwald, Wright et al. 2002; Scott, Wright et al. 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 1: Vývojová stadia B lymfocyt ů a jednotlivé typy lymfom ů, které z nich vznikají.  

Lymfom z plášťových buněk (MCL, mantle cell lymphoma), Burkittův lymfom (BL), Folikulární 

lymfom (FL), Difúzní velkobuněčný B-lymfom (DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma), DLBCL 

analogický buňkám zárodečných center (GCB, germinal centre B cell-like), DLBCL analogický 

postgerminálním aktivovaným B buňkám (ABC, activated B cell-like), povrchový receptor B 

lymfocytů (BCR, B-cell receptor). Převzato z publikace: (Scott and Gascoyne 2014).  
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4.3 Onkogenní mechanismy uplatňující se v patogenezi B-

nehodgkinských lymfomů 

Při vývoji B lymfocytů dochází opakovaně k zásahům do genetické informace již 

zmíněnými mechanismy V(D)J rekombinace, izotopového přesmyku a somatické 

hypermutace. Abnormální průběh těchto dějů může vést ke vzniku chromozomálních 

translokací či mutací protoonkogenů, které mohou predisponovat ke vzniku 

lymfoproliferativních onemocnění. Vznik nádorového onemocnění je však vícestupňový 

proces a pro maligní transformaci vyvíjejícího se lymfocytu je většinou nutná 

akumulace vyššího počtu onkogenních genetických změn. Např. důsledkem abnormálně 

probíhající VDJ rekombinace může ve stadiu pre-B lymfocytu dojít ke vzniku 

chromozomální translokace t(11;14), která je charakteristická pro MCL (Bosch, Jares et 

al. 1994). Předpokládá se, že tato chromozomální translokace, vedoucí ke zvýšené 

expresi cyklinu D1, je iniciálním onkogenním mechanismem, ale sama o sobě není 

postačující pro vznik MCL, což bylo prokázáno na myších modelech s transgenní 

expresí cyklinu D1 (Bodrug, Warner et al. 1994; Lovec, Grzeschiczek et al. 1994). Při 

vzniku lymfomů dochází k akumulaci velkého počtu sekundárních genetických změn, 

které narušují mechanismy programované buněčné smrti (apoptózy), regulace 

buněčného cyklu a oprav DNA (Morin, Mendez-Lago et al. 2011; Pasqualucci, Trifonov 

et al. 2011; Lohr, Stojanov et al. 2012; Bea, Valdes-Mas et al. 2013; Zhang, Jima et al. 

2014). Identifikovány byly také aberantně aktivované signalizační dráhy např. dráha B 

buněčného receptoru, PI3 kinázy (fosfatidyl-inositol-3-kináza)/Akt/mTOR (mammalian 

target of rapamycin), a dráha jaderných faktorů κB (NFκB, nuclear factor κB). 

Nadměrná aktivace těchto signalizačních kaskád může vést k inhibici apoptózy, zvýšení 

proliferace nádorových buněk, či ovlivnění interakcí lymfomových buněk s 

nádorovým mikroprostředím (Vivanco and Sawyers 2002; Jost and Ruland 2007; 

Young and Staudt 2013). Jmenované onkogenní mechanismy budou popsány v 

následujícím literárním přehledu zejména se zaměřením na molekuly, které jsou cílem 

experimentální terapie nebo současného klinického testování. 

4.3.1 Programovaná buněčná smrt (apoptóza) 

  Apoptóza představuje přirozenou ochranu organismu proti vzniku nádorového 

onemocnění, protože tímto mechanizmem mohou být odstraňovány pro organismus 

potenciálně nebezpečné buňky. Apoptóza je na rozdíl od nekrózy kontrolovaným 



18 

 

procesem a může být v buňkách spouštěna dvěma alternativními drahami: buď 

extracelulárním spouštěčem (vnější dráha apoptózy) nebo intracelulárně v důsledku 

aktivace apoptotických regulačních proteinů (vnitřní dráha apoptózy). Vnější dráha 

aktivace apoptózy je iniciována např. ztrátou buněčného kontaktu s extracelulární 

matrix (tzv. anoikis), deplecí ligandu nutného k přežití buňky (signalizování 

prostřednictvím tzv. „dependence“ receptorů), uvolněním perforinů a granzymů na 

cílovou buňku cytotoxickými T lymfocyty a NK buňkami a dále velice důležitou 

vazbou tzv. „smrtících“ ligandů z proteinové rodiny TNF (tumor necrosis factor), jako 

je např. ligand TNFα nebo FAS, na jejich specifické receptory (Elmore 2007; Brenner, 

Blaser et al. 2015). Specifickou vazbou ligandu na TNF receptor dochází k formování 

multiproteinového komplexu DISC (death inducing signaling complex) na cytosolické 

straně buněčné membrány a aktivaci pro apoptózu specifických endoproteáz, tzv. 

kaspáz (caspase, cysteine-dependent aspartate-directed proteases). V komplexu DISC je 

nejprve aktivována iniciační kaspáza (kaspáza 8), která následně proteolyticky štěpí a 

tím aktivuje kaspázy efektorové (kaspázu 3, 6 a 7). Aktivované efektorové kaspázy pak 

štěpí regulační a strukturální proteiny uvnitř buňky a vedou k její řízené smrti 

(Ashkenazi 2002; Aggarwal 2003), Obrázek 2.  

Vnitřní neboli mitochondriální dráha aktivace apoptózy může být aktivována 

např. oxidativním stresem, hypoxií, aktivací onkogenů nebo nevratným poškozením 

DNA. Významnou roli pro spuštění mitochondriální apoptózy má nádorový supresor a 

transkripční faktor p53. Pokud je buňka vystavena výše jmenovaným stresorům, 

dochází k uvolnění proteinu p53 z vazby s regulačními proteiny MDM2/MDM4 (mouse 

double minute 2/ 4 homolog) a jeho stabilizaci a aktivaci (Oliner, Pietenpol et al. 1993; 

Danovi, Meulmeester et al. 2004). Protein p53 pak aktivuje transkripci cílových genů, 

které jsou nezbytné pro spuštění apoptózy (např. geny pro proapoptotické proteiny BAX 

(BCL2-associated X protein), NOXA a PUMA (p53 upregulated modulator of 

apoptosis)) (Oda, Ohki et al. 2000; Nakano and Vousden 2001), ale také pro zástavu 

buněčného cyklu, senescenci či opravy poškozené DNA (Bieging, Mello et al. 2014). 

Vedle ovlivnění transkripce cílových tzv. proapoptotických genů může protein p53 

aktivovat mitochondriální apoptózu přímo a to interakcí s proteiny rodiny BCL2 (viz 

dále) (Talos, Petrenko et al. 2005).  

Aktivace mitochondriální apoptózy směřuje především ke zvýšení propustnosti 

vnější mitochondriální membrány pro proapoptoticky působící molekuly jako je např. 

Smac/Diablo (second mitochondrial-derived activator of caspases/direct inhibitor of 
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apopotosis binding protein with low pI) a cytochrom c, které se v cytoplasmě za 

normálních okolností nevyskytují. Protein Smac/diablo působí proapoptoticky tím, že 

po uvolnění z mitochondrií vyvazuje inhibitory apoptotických proteinů (IAP, inhibitor 

of apoptosis protein), které jsou např. schopny interagovat s kaspázami a inhibovat 

jejich funkci (Liu, Sun et al. 2000). Nejlépe prostudovaným z proteinů IAP je protein 

XIAP (X-linked IAP), který má vedle schopnosti inhibovat aktivaci kaspáz (např. 

kaspázy 9) či blokovat již aktivované kaspázy (např. kaspázu 3 a 7) ještě ubiquitin-

ligázovou aktivitu. Protein XIAP je schopen ubiquitinem označit některé významné 

proapoptotické proteiny, které jsou následně likvidovány proteasomem (Scott, Denault 

et al. 2005; Schile, Garcia-Fernandez et al. 2008). Cytochrom c se za normálních 

okolností nachází v mezimembránovém mitochondriálním prostoru a účastní se procesu 

přenosu elektronů v elektron-transportním řetězci. Pokud je však cytochrom c uvolněn 

do cytoplasmy, může asociovat s dalšími molekulami jako např. Apaf-1 (apoptotic 

protease-activating factor 1), dATP (deoxyadenosin trifosfát) a neaktivní prokaspázou 9 

a společně vytvářet multiproteinový komplex tzv. apoptosom (Acehan, Jiang et al. 

2002). V apoptosomu dochází podobně jako v komplexu DISC k aktivaci iniciační 

kaspázy (kaspázy 9) a následně aktivaci efektorové kaspázy (kaspázy 3), která štěpí 

buněčné substráty nutné pro dokončení celého procesu apoptózy (Saleh, Srinivasula et 

al. 1999) (Obrázek 2). Významnou roli v regulaci propustnosti zevní mitochondriální 

membrány a tím i v aktivaci vnitřní dráhy apoptózy hrají proteiny z rodiny BCL2.  
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Obrázek 2: A  Aktivace 

vnitřní (mitochondriální) 

dráhy apoptózy vede za 

účasti proteinů rodiny BCL2 

ke zvýšení propustnosti 

vnější mitochondriální 

membrány a uvolnění 

proapoptoticky působících 

molekul (cytochrom C, 

SMAC), které spolu 

s dalšími proteiny (APAF1) 

vytváří multiproteinový 

komplex, apoptosom. 

V apoptosomu dochází 

k aktivaci iniciační kaspázy 

(kaspáza 9) a následné 

aktivaci efektorových 

kaspáz (kaspáza 3 a 7), 

které štěpí významné 

buněčné proteiny, což vede 

k dokončení procesu 

apoptózy. B Aktivace vnější 

dráhy apoptózy je 

spouštěna např. 

navázáním tzv. smrtících 

ligandů (FASL, TRAIL, 

TNFα) na jejich specifické 

receptory a vzniku multiproteinového komplexu, v němž dochází k aktivaci iniciační kaspázy 

(kaspáza 8) a následné aktivaci efektorových kaspáz (kaspáza 3, 7) a dokončení apoptózy. 

Převzato z publikace: (Tait and Green 2010).   
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4.3.1.1 Význam BCL2 proteinů v apoptóze 

BCL2 proteiny mohou být podle funkce a struktury (přítomnost BCL2 

homologních (BH) domén) proteinu rozděleny do tří skupin (Obrázek 3). První 

skupinu tvoří multidoménové proapoptotické proteiny např. BAX a BAK (BCL2 

antagonist/killer), které obsahují ve své struktuře tři BCL2 homologní domény (BH1, 

BH2 a BH3). Po aktivaci jsou tyto proteiny schopny přímo vytvářet póry v zevní 

mitochondriální membráně, tím zvyšovat její propustnost pro molekuly 

mezimembránového prostoru a iniciovat apoptózu (Korsmeyer, Wei et al. 2000). 

Druhou skupinu představují proapoptotické proteiny, tzv. BH3 proteiny obsahující 

pouze jednu BCL2 homologní doménu (BH3), která je nezbytná pro interakci 

s ostatními BCL2 proteiny. BH3 proteiny lze rozdělit na tzv. přímé aktivátory apoptózy, 

proteiny BIM (BCL2-interacting mediator of cell death) a BID (BH3-interacting domain 

death agonist), které jsou schopny vázat a přímo aktivovat proapoptotické proteiny 

BAX a BAK. Aktivované proteiny BAX a BAK podléhají konformační změně, 

oligomerizují a jak bylo popsáno, vytváří póry v zevní mitochondriální membráně (Wei, 

Lindsten et al. 2000; Kuwana, Bouchier-Hayes et al. 2005). Tzv. senzitizéry, proteiny 

NOXA, BAD (BCL2 antagonist of cell death), PUMA a HRK (harakiri) nemohou 

přímo aktivovat proteiny BAX a BAK, ale působí proapoptoticky tím, že se vážou na 

antiapoptotické proteiny a tím vytěsňují z vazby aktivátory nebo monomery aktivních 

proteinů BAX a BAK (Letai, Bassik et al. 2002). Do třetí skupiny BCL2 proteinů 

spadají antiapoptotické BCL2 proteiny: BCL2, MCL1 (myeloid-cell leukemia sequence 

1), BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large), BCL-W a A1, které obsahují čtyři BCL2 

homologní domény (BH1, BH2, BH3, BH4). Mechanismem jejich antiapoptotického 

působení je vyvazování aktivátorů (BIM a BID) nebo aktivovaných efektorových 

proteinů BAX a BAK (Lindsten, Ross et al. 2000). Vazba mezi antiapoptotickými 

BCL2 proteiny a BH3 proteiny je selektivní a probíhá s různou afinitou. Např. pouze 

antiapoptotický protein MCL1 váže protein NOXA. Naopak všechny antiapoptotické 

BCL2 proteiny mohou vázat protein BIM, přičemž nejvyšší afinitu k proteinu BIM mají 

proteiny BCL2, BCL-XL a MCL1 (Certo, Del Gaizo Moore et al. 2006). Vzájemné 

interakce mezi BCL2 proteiny regulují zvýšení propustnosti zevní mitochondriální 

membrány a tím zprostředkovaně rozhodují, zdali buňka podlehne apoptóze. Pokud je 

buňka vystavena stresorům dochází k aktivaci těchto proteinů transkripcí či 

posttranslačními modifikacemi. Jak již bylo zmíněno výše, protein p53 může indukovat 
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transkripci proapoptotických proteinů PUMA a NOXA (Nakano and Vousden 2001). 

Vlivem proapoptotických stimulů může být např. protein BIM  uvolňován z 

dyneinového motorového komplexu asociovaného s mikrotubuly (Puthalakath, Huang 

et al. 1999) a protein BAD defosforylován, což umožňuje jeho interakci s 

antiapoptotickým proteinem BCL-XL (Zha, Harada et al. 1996).  

Inhibice apoptózy je jedním ze znaků nádorových buněk a řada typů nádorů 

zvýšeně exprimuje antiapoptotické BCL2 proteiny. Bylo však prokázáno, že pouze ty 

antiapoptotické BCL2 proteiny, které vážou BH3 aktivátory, zajišťují signály nezbytné 

pro přežívání nádorových buněk (Ryan, Brunelle et al. 2010). Studium interakcí 

jednotlivých BCL2 proteinů je důležité z hlediska predikce senzitivity nádorových 

buněk vůči inhibitorům antiapoptotických proteinů rodiny BCL2 (Certo, Del Gaizo 

Moore et al. 2006).  

 

 

Obrázek 3:  A Proteiny rodiny BCL2 . Antiapoptotické BCL2 proteiny (BCL2, MCL1, BCL-XL, 

BCL-W a A1) se čtyřmi BCL2 homologními (BH) doménami; Proapoptotické BCL2 proteiny se 

dělí na multidoménové efektorové proteiny (BAX a BAK) se třemi BH doménami a tzv. BH3-only 

proteiny (např. BID, BIM, BAD, NOXA, PUMA, HRK), které mají ve své struktuře pouze jednu 

BH doménu (BH3). B Nep římý a p římý model aktivace mitochondriální apoptózy.  Nepřímý 

model předpokládá, že konstitutivně aktivované proteiny BAX a BAK jsou vázány 

antiapoptotickými BCL2 proteiny. Apoptóza je spouštěna navázáním BH3 proteinů na 

antiapoptotické BCL2 proteiny, což vede k uvolnění aktivovaných proteinů BAX a BAK. Přímý 

model předpokládá, že efektorové proapoptotické proteiny BAX a BAK jsou aktivovány interakcí 

s BH3 proteiny, tzv. přímými aktivátory. Spuštění apoptózy je inhibováno antiapoptotickými 

BCL2 proteiny, které vyvazují buď BH3 proteiny – přímé aktivátory anebo aktivované proteiny 
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BAX a BAK. BH3 proteiny - tzv. senzitizéry nemohou přímo aktivovat proteiny BAX a BAK, ale 

působí proapoptoticky tím, že neutralizují antiapoptotické BCL2 proteiny. Převzato z publikace: 

(Tait and Green 2010). 

4.3.1.2 Význam BCL2 proteinů v patogenezi difúzního velkobuněčného B-

lymfomu a lymfomu z plášťových buněk 

Gen BCL2 kóduje stejnojmenný antiapoptotický protein, který hraje centrální 

roli v regulaci mitochondriální apoptózy (Hockenbery, Nunez et al. 1990). Práce 

využívající myší model transgenní exprese BCL2 v B lymfocytech dokazují, že jeho 

zvýšená intracelulární hladina může inhibovat apoptózu této buněčné populace a 

přispívat tak k lymfomagenezi (McDonnell, Deane et al. 1989). Deregulace genu BCL2 

vedoucí ke zvýšené expresi proteinu BCL2 je častým onkogenním mechanismem u řady 

lymfoproliferativních onemocnění včetně DLBCL a MCL. U jednotlivých 

molekulárních podtypů DLBCL se přitom uplatňují různé mechanismy deregulace genu 

BCL2 (Gascoyne, Adomat et al. 1997). Pro GCB DLBCL jsou typické chromozomální 

translokace t(14;18), při nichž dochází k fúzi genu BCL2 s regulační sekvencí genu pro 

těžký imunoglobulinový řetězec a následné zvýšené expresi proteinu BCL2 (Willis and 

Dyer 2000; Iqbal, Sanger et al. 2004). Bylo prokázáno, že u GCB DLBCL je BCL2 

nejčastěji mutovaným genem (Morin, Mendez-Lago et al. 2011) a tyto mutace jsou 

asociovány s přítomností translokace t(14;18). Významně vyšší výskyt určitých typů 

bodových mutací u GCB DLBCL naznačuje, že mutace BCL2 genu vznikají při  

aberantní SHM (Peled, Kuang et al. 2008). Předpokládá se, že gen BCL2 může být 

cílem SHM právě v důsledku jeho translokace na chromozom 14, kde se nachází IGH 

geny, které jsou fyziologicky cílem SHM (Saito, Novak et al. 2009; Schuetz, Johnson et 

al. 2012). Vzácně jsou pozorovány mutace v těch oblastech genu BCL2, které 

kódujících BH domény. Jak bylo popsáno výše, BH domény jsou místem interakce s 

proapoptotickými BCL2 proteiny a jsou také místem vazby syntetických inhibitorů 

proteinu BCL2 (Fresquet, Rieger et al. 2014). Nejvíce mutací je detekováno v oblasti 

genu, která kóduje tzv. FLD doménu (flexible loop domain), která je místem vazby 

proteinu p53. Mutace v doméně FLD mohou ovlivňovat interakce s proteinem p53 a 

následné uvolnění proapoptotických proteinů, ke kterému dochází vlivem konformační 

změny proteinu BCL2 po navázání p53 (Schuetz, Johnson et al. 2012). Mutace v oblasti 

kódující FLD doménu tak mohou ovlivňovat antiapoptotické vlastnosti proteinu BCL2. 

U ABC DLBCL se uplatňují zcela odlišné mechanismy nefyziologické exprese proteinu 
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BCL2, jako jsou amplifikace genu BCL2 nebo zvýšení jeho transkripce v důsledku 

aktivace signální dráhy NF-κB (Iqbal, Neppalli et al. 2006). Bez ohledu na podtyp 

DLBCL a molekulární mechanismy deregulující gen BCL2, je zvýšení exprese proteinu 

BCL2 asociováno s nepříznivou prognózou (Hermine, Haioun et al. 1996).  

  Deregulace apoptózy se uplatňuje také v patogenezi MCL. Lokus 18q21.33 

kódující gen BCL2, patří mezi tři nejčastěji amplifikované oblasti u pacientů s MCL 

(Bea, Salaverria et al. 2009). Zvýšená exprese proteinu BCL2 v důsledku amplifikace 

genu BCL2 však u MCL (na rozdíl od DLBCL) není asociována s horší prognózou 

onemocnění (Yi, Zou et al. 2015).  

  Mezi další významné antiapoptotické proteiny rodiny BCL2 patří MCL1 a 

BCL-XL. Význam těchto proteinů v patogenezi DLBCL nebyl doposud objasněn. V 

současnosti publikovaná data ukazují, že mRNA i proteinová exprese MCL1 je 

významně vyšší u ABC DLBCL ve srovnání s GCB DLBCL, pravděpodobně v 

důsledku amplifikace genu MCL1 nebo konstitutivní aktivace transkripčního faktoru 

STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) (Wenzel, Grau et al. 2013). 

Některé práce naznačují, že zvýšená exprese antiapoptotického proteinu MCL1 může 

být jednou z příčin rezistence DLBCL na cytostatika běžně používaná v léčbě pacientů 

s tímto onemocněním (např. doxorubicin, etoposid, vinkristin) (Wenzel, Grau et al. 

2013). Exprese proteinu MCL1 u pacientů s MCL je heterogenní a některé práce 

naznačují pozitivní korelaci zvýšené exprese MCL1 s vybranými negativními 

prognostickými ukazateli (blastoidní varianta MCL, zvýšená proliferační aktivita dle 

Ki67) (Khoury, Medeiros et al. 2003). V patogenezi MCL může hrát významnou roli 

další protein z rodiny BCL2 – proapoptotický protein BIM. Bylo zjištěno, že výlučně u 

MCL je ztráta tohoto proteinu způsobena homozygotní delecí kódujícího genu (Mestre-

Escorihuela, Rubio-Moscardo et al. 2007). Na transgenním myším modelu bylo 

prokázáno, že delece genu BIM při současné zvýšené expresi cyklinu D1 vede ke vzniku 

onemocnění připomínající MCL u člověka (Katz, Labelle et al. 2014).  

  Z popsaného vyplývá, že narušení mechanismů apoptózy je častým 

onkogenním mechanismem u DLBCL a MCL. Vzhledem k tomu, že protinádorový 

efekt většiny cytostatik je zprostředkován spuštěním vnitřní apoptotické dráhy, může 

deregulace proteinů rodiny BCL2 přispívat k rezistenci nádorových buněk vůči 

cytotoxickým látkám. Poznání těchto mechanismů vedlo k vývoji nových léčebných 

strategií cílených na inhibici antiapoptotických proteinů.  
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4.3.1.3 Inhibice antiapoptotických BCL2 proteinů  

Inhibice antiapoptotických proteinů rodiny BCL2 je jednou z možností léčby B-

NHL. Snahy o vývoj inhibitorů BCL2 proteinů (např. AT-101, ABT-737, ABT-263) 

nebo inhibitorů exprese jejich mRNA (např. oblimersen sodný) probíhají řadu let 

(Davids and Letai 2012). Protinádorový účinek syntetických inhibitorů 

antiapoptotických BCL2 proteinů je založen především na vysoké afinitě těchto 

inhibitorů ke specifickým vazebným oblastem antiapoptotických proteinů a schopnosti 

vytěsnit proapoptoticky působící molekuly (BH3 proteiny, multidoménové proteiny 

BAX a BAK) (Souers, Leverson et al. 2013). Apoptóza tak není indukována přímo, ale 

především se zvyšuje efekt proapoptotických signálů uvnitř buněk. V současnosti se u 

pacientů s lymfoproliferativními onemocněními testuje specifický inhibitor proteinu 

BCL2, látka s názvem venetoclax (ABT-199 / GDC0199) (Davids, Roberts et al. 2012; 

Souers, Leverson et al. 2013).  Časné klinické studie naznačují jeho efektivitu u 

pacientů s některými podtypy B-NHL (Davids MS 2013; Seymour, Gerecitano et al. 

2013). Dalším perspektivním inhibitorem BCL2 proteinů je látka s názvem obatoclax. 

Protinádorový účinek této látky je dán jeho vazbou na antiapoptotické proteiny BCL2, 

MCL1, BCL-XL a BCL-W (Nguyen, Marcellus et al. 2007). Tato látka již byla 

testována v klinických studiích zejména u pacientů s CLL a MCL (Goy, Hernandez-

Ilzaliturri et al. 2014; Brown, Tesar et al. 2015).  

4.3.2 Buněčný cyklus a inhibitory cyklin-dependentních kináz 

  Pro lymfoproliferativní onemocnění je mimo narušené schopnosti buněk 

vstupovat do apoptózy také charakteristická deregulace buněčného cyklu (Sanchez-

Beato, Sanchez-Aguilera et al. 2003). Buněčný cyklus je tvořen čtyřmi základními 

fázemi (G1, S, G2, M), kterými musí proliferující buňka projít, než dojde k jejímu 

rozdělení. První fáze buněčného cyklu tzv. fáze G1 je interval, v němž buňka obvykle 

roste a syntetizuje svůj biologický materiál. Posléze, stimulována extracelulárními 

mitogeny nebo antiproliferativními cytokiny, může vstupovat do další fáze buněčného 

cyklu tzv. fáze S a začít syntetizovat svou genomickou DNA, respektive může vstoupit 

do klidové fáze G0. Jakmile buňka vstoupí do S fáze buněčného cyklu je předurčena 

dokončit buněčný cyklus (Sherr 2000). Progrese z G1 do S fáze buněčného cyklu je 

přísně kontrolována 3 hlavními drahami: 1) p16INK4a-cyklin D-CDK4-Rb, 2) 

p14ARF-MDM2-p53-p21CIP1 a 3) p27KIP1-cyklin E-CDK2, z nichž zejména první dvě 
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bývají s různou frekvencí narušeny u agresivních lymfoproliferativních onemocnění 

(Sherr 2000). Při mitogenní stimulaci (v G1 fázi) dochází k expresi a akumulaci cyklinů 

typu D v buňce a následně k jejich navázání na cyklin-dependentní kinázy (CDK) 4/6. 

Tyto kinázy pak v komplexu s cykliny D fosforylují a tím inaktivují protein pRb, který 

není již dále schopný vázat transkripční faktory E2F. Dochází tak k indukci transkripce 

genů regulovaných faktory E2F (geny nutné pro syntézu DNA, dále např. geny pro 

cyklin E a A) a progresi buněčného cyklu do S fáze (Sherr 2000). Cyklin E vytváří 

komplex s CDK2, který se podílí (vedle komplexu cyklin D/CDK4/6) na fosforylaci 

pRb a tím umožňuje průchod z G1 do S fáze buněčného cyklu.  Dalším způsobem 

regulace kontrolního bodu G1 fáze (vedle funkčního proteinu pRb) je přítomnost 

intaktních inhibitorů CDK, které mohou být exprimovány např. v důsledku stresové 

odpovědi nebo prostřednictvím cytokinů inhibujících buněčnou proliferaci. Např. 

inhibitory rodiny INK4 (p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c a p19INK4d) sekvestrují a 

tím inhibují aktivitu CDK 4/6 (Roussel 1999). Schopnost proteinů INK4 zastavit 

buněčný cyklus v G1 fázi je však závislá na funkčním proteinu pRb, který zůstává v 

důsledku inhibice CDK 4/6 v hypofosforylovaném stavu a nedochází tak k transkripci 

genů nutných pro průběh S fáze buněčného cyklu. Zároveň vytvořením komplexu 

proteinů INK4 s CDK 4/6 dochází k uvolnění dalších inhibitorů CDK: p21CIP1 a p27KIP1 

z vazby na cyklin D-dependentní kinázy, následné inhibici komplexu cyklin E/CDK2 a 

dalšímu zajištění zástavy buněčného cyklu (Bertoli, Skotheim et al. 2013).  

  V inhibici buněčného cyklu zastává nezastupitelnou úlohu protein p53, jehož 

funkcí je především kontrola poškození genomické DNA. Jestliže dojde k narušení 

struktury DNA (např. v důsledku ozařování, popř. farmakologicky), aktivaci onkogenů 

či jiným stresovým situacím, dochází ke stabilizaci proteinu p53 a expresi řady genů, 

které mohou vyvolat zástavu buněčného cyklu či senescenci. Protein p53 indukuje 

zástavu buněčného cyklu částečně prostřednictvím exprese proteinu p21CIP1, což je 

inhibitor CDK, který inhibuje kinázovou aktivitu komplexu cyklin E/CDK2 (Deng, 

Zhang et al. 1995).  

  V buňkách tedy existuje mnoho víceúrovňových mechanismů, které reagují na 

potenciálně onkogenní molekulární změny zástavou buněčného cyklu a/nebo aktivací 

apoptózy. Pochopení a studium těchto mechanismů je nezbytnou součástí nádorové 

biologie, protože jejich narušení je možné pozorovat u řady onkologických onemocnění. 
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4.3.2.1 Selhání kontrolních mechanismů buněčného cyklu a oprav DNA 

V případě agresivních lymfoproliferací často pozorujeme selhání kontrolních 

mechanismů buněčného cyklu nebo zvýšení aktivity signálů stimulujících buňky 

k proliferaci. Příznačným příkladem je MCL s chromozomální translokací t(11;14), při 

níž dochází k fúzi genu CCND1 s regulační sekvencí genu IGH (Bosch, Jares et al. 

1994). Tato chromozomální aberace vede ke konstitutivně zvýšené expresi cyklinu D1 a 

stimulaci buněčného cyklu z fáze G1 do S. U MCL a ABC podtypu DLBCL lze často 

pozorovat bialelickou deleci genu CDKN2A na chromozomu 9 (9p21) (Lenz, Wright et 

al. 2008). Gen CDKN2A kóduje inhibitor cyklin-dependentních kináz p16INK4A a 

protein p14ARF. Protein p14ARF stabilizuje protein p53 tím, že inhibuje protein 

MDM2 (kontrolní dráha p14ARF-MDM2-p53-p21CIP1) (Sherr 2000; Lenz, Wright et al. 

2008). Protein MDM2 se váže na p53 a inhibuje tak transkripci p53 cílových genů. 

MDM2 je zároveň ubiquitin-ligáza, která svojí enzymatickou aktivitou připojuje 

jednotlivé monomery ubiquitinu na protein p53. Protein p53 je tímto molekulárně 

označen a degradován v proteazomu (Chene 2003). U MCL je delece této oblasti 

chromozomu 9 častěji nacházena u blastoidní varianty a je asociována s nepříznivou 

prognózou (Pinyol, Hernandez et al. 1997). Další pozorovanou aberací u B-NHL, která 

souvisí s regulací buněčného cyklu, je např. amplifikace genu CDK4. Tato genetická 

změna byla detekována u části DLBCL a s vysokou frekvencí se vyskytuje u MCL 

(Rao, Houldsworth et al. 1998; Bea, Ribas et al. 1999).  

S vysokou frekvencí jsou u pacientů s B-NHL pozorovány také alterace genů, 

které se účastní oprav DNA, popřípadě molekulární odpovědi na poškození DNA. Gen 

TP53 je jedním z nejčastěji mutovaných genů u DLBCL (Pasqualucci, Trifonov et al. 

2011). Bylo zjištěno, že většina těchto mutací je lokalizována v oblastech genu kódující 

DNA vazebnou doménu, která je nezbytná zejména pro proteinem p53 

zprostředkovanou aktivaci transkripce cílových genů (Xu-Monette, Medeiros et al. 

2012). Některé práce naznačují, že mutace genu TP53 jsou asociovány s nepříznivou 

prognózou pacientů, bez ohledu na molekulární podtyp DLBCL (Xu-Monette, Wu et al. 

2012). Alternativním pozorovaným mechanismem ztráty funkce proteinu p53 je zvýšení 

exprese proteinu MDM2, která může být u DLBCL zapříčiněna např. amplifikací 

kódujícího genu (Rao, Houldsworth et al. 1998). Mutace vedoucí ke ztrátě funkce genu 

TP53 jsou nacházeny také u MCL, kde se vyskytují přibližně u jedné pětiny případů 

(Greiner, Dasgupta et al. 2006; Halldorsdottir, Lundin et al. 2011). Alternativním 
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mechanismem ztráty genu TP53 jsou delece 17p, které se vyskytují u části MCL 

případů (Halldorsdottir, Sander et al. 2011). Jedna z posledních prací studujících vliv 

ztráty genu TP53 na prognózu pacientů s MCL ukazuje, že heterozygotní mutace v 

DNA vazebné doméně genu TP53 jsou asociovány s nepříznivou prognózou, zatímco 

monoalelická delece TP53 v důsledku ztráty 17p nikoliv (Halldorsdottir, Lundin et al. 

2011). Tento překvapivý závěr lze vysvětlit dominantně negativním efektem přítomné 

mutace, kdy mutovaný protein p53 vytváří spolu s nemutovanými molekulami p53 

tetramer s abnormální funkcí. Navíc některé typy mutací genu TP53 dávají vzniklému 

proteinu nové vlastnosti, např. schopnost vázat některé další transkripční faktory, 

ovlivňovat jejich funkci a nepřímo tak zvyšovat rezistenci nádorových buněk k 

apoptóze (Olivier, Hollstein et al. 2010). Dalším u lymfoproliferací často mutovaným 

genem je gen ATM (mutated in ataxia teleangiectasia). Gen ATM kóduje stejnojmenný 

enzym, který v souhře s dalšími proteiny (p53, MDM2) zajišťuje odpověď na poškození 

DNA a účastní se aktivace mechanismů oprav dvouvláknových zlomů DNA. Mutace 

genu ATM jsou z lymfoproliferativních onemocnění nacházeny nejčastěji u MCL 

(Zhang, Jima et al. 2014). Monoalelická či bialelická ztráta genu ATM (delece 11q22-

23) je u MCL asociována s vyšším počtem chromozomálních změn (Camacho, 

Hernandez et al. 2002).  

Mutace v genech regulujících buněčný cyklus často vedou k vysoké proliferační 

aktivitě nádorových buněk a klinicky agresivnímu průběhu onemocnění, což je typické 

pro DLBCL a pro většinu případů MCL (Rosenwald, Wright et al. 2003; Jardin, Jais et 

al. 2010). Vysoká proliferační aktivita nádorových buněk je navíc nezávislým 

negativním prognostickým faktorem u pacientů s MCL (Hoster, Rosenwald et al. 2016).  

4.3.3 Role vybraných signálních drah v patogenezi B-nehodgkinských 

lymfomů 

  Kromě narušení regulačních mechanismů apoptózy a buněčného cyklu se 

v patogenezi agresivních B-NHL uplatňuje také aktivace některých signálních drah, 

které mohou napomáhat přežívání nádorových buněk a jejich proliferaci. Poznání 

konkrétních molekulárních mechanismů, které vedou k aktivaci určitých signalizačních 

kaskád (např. signální dráha BCR, NFκB či PI3K/Akt/mTOR) přináší možnost zavádět 

cílenou léčbu, která je zaměřená na inhibici specifických molekul těchto signálních 

drah.    
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4.3.3.1 Signální dráha B buněčného receptoru  

  Signály přenášené do buňky cestou BCR jsou nezbytné pro vývoj a přežívání B 

lymfocytů (Srinivasan, Sasaki et al. 2009). BCR je umístěn v buněčné membráně a 

skládá se z povrchového imunoglobulinu schopného rozeznávat antigen, který je 

produktem V(D)J rekombinace genů kódujících jednotlivé úseky lehkého a těžkého 

řetězce imunoglobulinu (viz výše), a dvou koreceptorových molekul CD79a a CD79b, 

které zajišťují přenos signálu do buňky (Dal Porto, Gauld et al. 2004). Po vazbě 

antigenu na BCR dochází k agregaci receptorů v buněčné membráně a následné 

fosforylaci intracelulární části molekul CD79a a CD79b kinázami z rodiny Src (Lyn, 

Fyn, Blk). K fosforylaci dochází na tyrozinech v místě molekuly označované jako 

ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Ta představuje oblast nutnou 

pro vytvoření intracelulárního multiproteinového komplexu (obsahuje např. kinázu 

SYK), který následně aktivuje Brutonovu tyrozinkinázu (BTK) a fosfolipázu Cγ2 

(PLCγ2) (Oellerich, Bremes et al. 2011). PLCγ2 štěpí fosfatidylinositol-4,5-bifosfát 

(PIP2) na další signalizační molekuly (tzv. druhé posly): diacylglycerol (DAG), který 

zůstává vázán v cytoplasmatické membráně a fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát (PIP3), 

který difunduje do cytosolu a stimuluje zvýšení intracelulární koncentrace kalcia. 

Zvýšená koncentrace DAG a intracelulárního kalcia následně aktivuje proteinkinázu Cβ 

(PKCβ). PKCβ fosforyluje a aktivuje řadu substrátů, např. protein CARD11 (caspase 

recruitment domain-containing protein 11 (viz dále)) a spouští tak množství 

signalizačních kaskád zahrnující PI3 kinázu, signalizaci NFκB, ERK (extracellular-

signal-regulated kinase), MAPK (mitogen activated protein kinase), RAS a NFAT 

(nuclear factor of activated T cells) (Gauld, Dal Porto et al. 2002; Young and Staudt 

2013) viz Obrázek 4. Na rozdíl od této „aktivní” formy signalizace spouštěné 

navázáním antigenu na BCR, existuje ještě na antigenu nezávislá, tzv. „tonická“ 

signalizace BCR, která je nezbytná pro přežívání B lymfocytů (Srinivasan, Sasaki et al. 

2009). Tonická signalizace BCR využívá zejména kinázy z rodiny Src a kinázu SYK, 

která pak spouští aktivaci dráhy PI3 kinázy.    

 

 

 



30 

 

Obrázek 4: Povrchový receptor B lymfocyt ů (BCR) a signální dráhy, které jsou spoušt ěny 

vazbou antigenu na BCR.   BLNK (B-cell linker protein), Brutonova tyrosinkináza (BTK), 

CARD11 (caspase recruitment domain-containing protein 11), CBM komplex (CARD11–BCL-

10–MALT1), CIN85 (Cbl-interacting protein of 85 kDa), diacylglycerol (DAG), IKK (inhibitor of 

NF-κB kinase), těžký řetězec imunoglobulinu (IgH), lehký řetězec imunoglobulinu (IgL), 

inositoltrifosfát (IP3),  MALT1 (mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation 

protein 1), MAPK (mitogen-activated protein kinase),  mTOR (mammalian target of rapamycin), 

nukleární faktor-κB (NF-κB),  NFAT (nuclear factor of activated T cells), fosfatidylinositol-3-

kináza (PI3K), fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát (PIP2), fosfatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3), 

proteinkináza Cβ (PKCβ), fosfolipáza Cγ (PLCγ), kinázy z rodiny SFK, SRC. Převzato z 

publikace: (Young and Staudt 2013). 

4.3.3.2 Signální dráha NFκB  

  U normálních lymfocytů je NFκB dráha přechodně aktivována antigenní 

stimulací BCR. Jak bylo popsáno výše, navázání antigenu na BCR spouští signalizační 

kaskádu vedoucí k aktivaci PKCβ.  PKCβ pak fosforyluje protein CARD11, který 

následně vytváří komplex s proteiny BCL10 (B-cell CLL/lymphoma 10) a MALT1 

(mucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1), tzv. CBM 

(CARD11-BCL10-MALT1) komplex, který zahajuje sled reakcí vedoucích k aktivaci 

kinázy IKK (inhibitor of kappaB kinase) která fosforyluje inhibitory NFκB a umožňuje 

spuštění signalizační dráhy NFκB (Rawlings, Sommer et al. 2006). NFκB je skupina 

příbuzných transkripčních faktorů (RelA/p65, RelB, c-Rel, NFκB1/p50 a NFκB2/p52), 

které ve formě homo – a heterodimerů řídí expresi cílových genů. Za normálních 
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okolností jsou tyto transkripční faktory inaktivovány vazbou specifických inhibitorů 

(IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, Bcl-3 a prekurzorové proteiny p105, p100). Signální dráha 

NFκB je spouštěna inducibilní fosforylací těchto inhibičních molekul multiproteinovým 

kinázovým komplexem, jak bylo popsáno výše. Tato fosforylace způsobí buď degradaci 

inhibiční molekuly proteazomem anebo její proteolytické štěpení vedoucí k uvolnění a 

přechodné aktivaci NFκB proteinů, jejich translokaci do jádra, vazbě na promotory 

cílových genů a ovlivnění jejich exprese. U lymfocytů tyto cílové geny řídí řadu 

procesů, dochází ke stimulaci buněčného cyklu (zvýšením exprese cyklinu D1, cyklinu 

D2, MYC), inhibici apoptózy (např. zvýšením exprese antiapoptotického proteinu BCL-

XL) a buněčné proliferaci (Jost and Ruland 2007).  

4.3.3.3 Signální dráha BCR a NFκB v patogenezi difúzního 

velkobuněčného B-lymfomu a lymfomu z plášťových buněk  

  Řada podtypů B-NHL si zachovává expresi povrchového BCR i přesto, že v 

průběhu jejich vzniku došlo ke specifickým chromozomálním translokacím zahrnujícím 

právě geny, které kódují imunoglobulinové řetězce. Vytvoření povrchového BCR u 

těchto podtypů B-NHL je umožněno díky zachování intaktní druhé sady genů pro IgH a 

IgL. Většina B-NHL pak k tvorbě BCR využívá IgM konstantní část těžkého 

imunoglobulinového řetězce, což je překvapivé zejména u lymfomů, které vznikají z 

lymfocytů germinálních center (mimo jiné i DLBCL), u kterých ve většině případů 

dochází k izotypovému přesmyku a náhradě konstantní části IgH – IgM za jiný izotyp 

(např. IgG). Možné vysvětlení preferenční exprese izotypu IgM některými lymfomy 

spočívá v odlišné kvalitě signálu, který skrze povrchový receptor vstupuje do buňky. 

Bylo prokázáno, že signalizační dráhy spouštěné různými izotypy BCR (IgM a IgG) 

jsou navzájem odlišné. Zatímco IgM-BCR stimuluje přežívání a proliferaci B lymfocytů 

prostřednictvím aktivace dráhy NFκB, IgG-BCR napomáhá diferenciaci B lymfocytů do 

plazmatických buněk prostřednictvím aktivace drah MAPK a ERK (Young and Staudt 

2013). Důkazem tohoto tvrzení mohou být např. různé molekulární podtypy DLBCL a 

jejich závislost na konkrétních signalizačních drahách. Pro ABC DLBCL, u kterého 

typicky nacházíme IgM-BCR, je signalizační dráha BCR tzv. "chronicky aktivní" a 

nezbytná pro přežívání lymfomových buněk (viz dále). Naopak GCB DLBCL typicky 

exprimuje receptor izotypu IgG-BCR, který je nezávislý na antigenem spouštěné 

signalizaci prostřednictvím BCR (Lenz, Nagel et al. 2007; Davis, Ngo et al. 2010).  
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  Analýzou genové exprese DLBCL bylo zjištěno, že u ABC, na rozdíl od GCB 

podtypu DLBCL, jsou zvýšeně exprimovány geny, jejichž exprese je řízena 

transkripčními faktory NFκB. U ABC DLBCL buněčných liniích byla zjištěna 

konstitutivně zvýšená aktivita IKK, zvýšená degradace inhibitoru IκBα a zvýšená vazba 

transkripčních faktorů NFκB na DNA (Davis, Brown et al. 2001). Farmakologické 

zablokování dráhy NFκB pomocí inhibitorů IKKβ pak poukazovaly na závislost ABC 

DLBCL linií na této signální dráze (Lam, Davis et al. 2005). U ABC DLBCL bylo 

odhaleno několik mechanismů, které aktivují NFκB dráhu. Bylo zjištěno, že pro 

konstitutivní aktivaci dráhy NFκB je nezbytný aktivní komplex CBM, který zahajuje 

sled reakcí vedoucích k aktivaci IKK a spuštění signalizační dráhy NFκB (Ngo, Davis 

et al. 2006). Přibližně u 10 % ABC DLBCL je tento komplex aktivován v důsledku 

bodových mutací v genu CARD11 (Lenz, Davis et al. 2008). Ve zbytku případů je 

komplex CBM aktivován právě cestou signalizační dráhy BCR. Na tento jev poprvé 

poukázala skupina profesora Davise. Autoři zjistili, že snížení exprese molekul tvořících 

BCR (IgH, Igκ, CD79A, CD79B), či molekul účastnících se jeho signalizační kaskády 

(BTK, SYK, BLNK, PLCγ2, PI3Kδ nebo PKCβ) selektivně zabíjí buněčné linie ABC 

DLBCL. Autoři tak prokázali, že signalizační kaskáda, která je za normálních okolností 

spouštěna navázáním antigenu na BCR, je u ABC DLBCL tzv. "chronicky aktivní" a 

jednotlivé molekuly BCR se v buněčné membráně ABC DLBCL shlukují obdobně, jako 

by byly stimulovány antigenem. Cíleným sekvenováním genů zapojených do 

signalizační kaskády BCR byly u 21 % ABC DLBCL detekovány bodové mutace genu 

CD79b. Mutovaná molekula CD79b zvyšuje expresi povrchového BCR tím, že inhibuje 

kinázu Lyn (Davis, Ngo et al. 2010). Kináza Lyn zajišťuje internalizaci BCR a slouží 

jako fyziologický zpětnovazebný inhibitor signalizace BCR (Ma, Yankee et al. 2001). 

NFκB dráha může být dále aktivována antigenní stimulací Toll-like receptorů (TLR). U 

ABC DLBCL jsou často nacházeny mutace genu MYD88. MYD88 je protein, který po 

vazbě ligandu přenáší signál z intracelulární strany TLR dále do buňky a zahajuje 

aktivaci dráhy NFκB. U 30 % ABC DLBCL jsou nacházeny mutace genu MYD88, 

které způsobují aktivaci NFκB dráhy nezávisle na stimulaci TLR (Ngo, Young et al. 

2011).  

   Aktivace signální dráhy NFκB hraje roli také v patogenezi MCL a byla 

popsána jak u buněčných linií, tak u pacientů s MCL. Studium genové exprese MCL 

ukázalo zvýšenou expresi NFκB cílových genů (např. antiapoptotických molekul BCL2, 

BCL-XL, XIAP a cFLIP (cellular FLICE (FADD-like IL-1β-converting enzyme) -like 
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inhibitory protein) (Martinez, Camacho et al. 2003). Dále bylo zjištěno, že aktivace 

dráhy NFκB zvyšuje expresi proteinu BLyS (B lymphocyte Stimulator), což je 

molekula z rodiny TNF, která po vazbě na své receptory reguluje přežívání, diferenciaci 

a proliferaci B lymfocytů. Protein BLyS navíc aktivuje dráhu NFκB a jeho zvýšená 

exprese tak představuje pozitivní zpětnovazebnou smyčku, která stimuluje přežívání a 

proliferaci nádorových buněk (Fu, Lin-Lee et al. 2006).  

4.3.3.4 Inhibice signální dráhy BCR a NFκB 

Brutonova tyrozinkináza je klíčovou molekulou tzv. aktivní formy signalizace 

BCR, která je spouštěna navázáním antigenu na tento receptor (viz výše). Ibrutinib je 

specifický inhibitor BTK (Winer, Ingham et al. 2012) jehož podávání je racionální u 

lymfomů, u nichž je dráha NFκB chronicky aktivní. Monoterapie ibrutinibem je 

schválena u pacientů s relabujícím MCL (Wang, Rule et al. 2013).  Ibrutinib je 

v současné době testován v klinické studii fáze III u pacientů s non-GCB DLBCL. 

V této randomizované studii bude srovnána efektivita a bezpečnost podávání ibrutinibu 

v kombinaci s chemoterapií R-CHOP vůči samotné chemoterapii R-CHOP 

(nepublikováno).  

  NFκB signální dráhu lze blokovat také nepřímo prostřednictvím inhibitorů 

proteazomu. Bortezomib je reverzibilní inhibitor proteazomu, jehož protinádorový 

účinek je pravděpodobně dán zablokováním degradace molekuly IκBα proteazomem, 

což vede k inhibici signální dráhy NFκB (Strauss, Higginbottom et al. 2007). Účinnost 

bortezomibu v kombinaci s imunochemoterapií v léčbě ABC DLBCL byla prokázána 

v několika klinických studiích (Dunleavy, Pittaluga et al. 2009; Ruan, Martin et al. 

2011). Bortezomib je schváleným lékem pro pacienty s relapsem MCL a v kombinaci 

s imunochemoterapií byl testován také u pacientů s nově diagnostikovaným MCL 

(Romaguera, Fayad et al. 2010).  

4.3.3.5 PI3K/AKT/mTOR signální dráha  

Další významnou signální drahou, která může být nadměrně aktivní u některých 

typů B-NHL je PI3K/AKT/mTOR. Tato velice komplexní signální kaskáda reaguje na 

mitogenní stimuly z extracelulárního prostředí a řídí přežívání buněk a jejich proliferaci, 

ale také buněčnou motilitu, invazivitu či novotvorbu cév.  Apikální molekulou této 

signální dráhy je lipidová kináza PI3K. Byly popsány tři třídy PI3K, které jsou 

kódovány odlišnými geny a liší se svou strukturou i funkcí. Dále budou popisovány 
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pouze PI3K třídy IA, které jsou významné pro nádorová onemocnění včetně B-NHL. 

PI3K (třídy IA) může být aktivována prostřednictvím receptorů spřažených s G proteiny 

či receptorovými tyrozinkinázami (aktivovaných cytokiny a růstovými faktory 

z extracelulárního prostředí). Aktivní PI3K katalyzuje fosforylaci fosfatidylinozitol-4,5-

bifosfátu (PIP2) a vede ke vzniku tzv. druhého posla fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfátu 

(PIP3). PIP3 je integrální součástí buněčné membrány a reaguje s takovými proteiny, 

které ve své struktuře obsahují tzv. PH (plecstrin homology) doménu. Tyto proteiny 

jsou pak ukotveny prostřednictvím svých PH domén k PIP3, respektive k buněčné 

membráně a mohou být aktivovány. Jedním z takových proteinů je serin-threoninová 

kináza AKT (Vivanco and Sawyers 2002). Hlavními důsledky aktivace kinázy AKT je 

stimulace přežívání buněk, jejich proliferace a novotvorba cév. Některé z mechanismů, 

kterými kináza AKT řídí tyto procesy jsou popsány dále. AKT například fosforyluje a 

tím inhibuje funkci proapoptotického proteinu BAD. AKT zabraňuje degradaci cyklinu 

D1 a transkripčního faktoru MYC inhibicí kinázy GSK3 (glycogen synthase kinase-3). 

GSK3 kináza za normálních okolností fosforyluje cyklin D1 a MYC, které jsou po 

fosforylaci ubiquitinovány a následně degradovány proteazomem (Cohen and Frame 

2001). AKT dále řídí přežívání buněk nepřímo aktivací signální dráhy NFκB. AKT 

spouští NFκB signální dráhu tím, že fosforyluje a aktivuje IKK. Kináza IKK následně 

inaktivuje IκB inhibiční molekuly a umožňuje transkripčním faktorům rodiny NFκB 

translokovat do jádra (viz výše) (Romashkova and Makarov 1999). AKT může také 

ovlivňovat funkce proteinu p53 prostřednictvím fosforylace molekuly MDM2 (inhibitor 

proteinu p53, viz výše). Některé práce naznačují, že fosforylace proteinu MDM2 

umožňuje jeho snazší translokaci do jádra, kde váže protein p53 a tím inhibuje jeho 

transkripční aktivity, popřípadě řídí jeho ubiquitinaci a degradaci v proteazomu (Mayo 

and Donner 2001). Důležitou cílovou molekulou kinázy AKT je proteinkináza mTOR. 

mTOR se nachází ve dvou odlišných proteinových komplexech: mTORC1 (mTOR 

complex 1) a mTORC2 (mTOR complex 2). mTORC1 komplex je citlivý na inhibici 

rapamycinem a jeho aktivace reguluje prostřednictvím kinázy p70S6 a proteinu 4E-BP1 

(4E-binding protein 1) translaci proteinů, které umožňují přechod z G1 do S fáze 

buněčného cyklu (např. cyklin D1) (Takuwa, Fukui et al. 1999).  mTORC2 komplex je 

schopen aktivovat kinázu AKT a podílí se na reorganizaci cytoskeletu (Ma and Blenis 

2009). 
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4.3.3.6 Role PI3K/AKT/mTOR signální dráhy v patogenezi difúzního 

velkobuněčného B lymfomu a lymfomu z plášťových buněk 

  U GCB DLBCL je PI3K/AKT/mTOR signální dráha konstitutivně aktivní v 

důsledku ztráty tumor supresorového genu PTEN. PTEN je fosfatáza, která konvertuje 

PIP3 na PIP2 a funguje jako centrální negativní regulátor PI3K/AKT signální dráhy. U 

více než 50 % GCB DLBCL není PTEN detekovatelný na úrovni proteinu (Pfeifer, 

Grau et al. 2013). U menší části případů je detekována delece genu PTEN na 

chromozomu 10q23 nebo somatická mutace genu (Lenz, Wright et al. 2008; Pfeifer, 

Grau et al. 2013). Hlavním mechanismem snížení exprese genu PTEN je jeho 

transkripční inhibice způsobená některými miRNA (miRNA 17-92, miRNA-21) (Lenz, 

Wright et al. 2008). Popsané mechanismy vedoucí ke snížení exprese proteinu PTEN 

jsou typické pro GCB DLBCL a způsobují dependenci tohoto podtypu DLBCL na 

PI3K/AKT/mTOR signální dráze (Pfeifer, Grau et al. 2013). U MCL bývá nacházená 

vysoká úroveň aktivní kinázy AKT, mTOR a jejich cílových molekul (Rizzatti, Falcao 

et al. 2005).  Existuje několik mechanismů, které se podílí na konstitutivní aktivaci 

kinázy AKT u MCL. Podobně jako u DLBCL, je u MCL pozorováno časté zvýšení 

exprese miRNA 17-92 vedoucí k transkripční inhibici fosfatázy PTEN (Navarro, Bea et 

al. 2009). Dalším mechanismem aberantní aktivace této dráhy je amplifikace genu 

PIK3CA, který kóduje p110α izoformu PI3K. Bylo zjištěno, že nadpočetný počet kopií 

genu PIK3CA pozitivně koreluje s expresí mRNA PIK3CA a fosforylací kinázy AKT. 

Inhibice PIK3CA pak způsobovala apoptózu buněčných linií s nadpočetným počtem 

kopií genu PIK3CA (Psyrri, Papageorgiou et al. 2009).  

4.3.3.7 Inhibice PI3K/AKT/mTOR signální dráhy 

  Inhibice signální dráhy PI3K/Akt/mTOR je racionální zejména u těch 

lymfoproliferativních onemocnění, pro něž je nezbytná tonická či aktivní signalizace 

BCR, které obě vedou mimo jiné k aktivaci PI3K. Řada látek, které inhibují 

PI3K/Akt/mTOR signální dráhu na různých úrovních je preklinicky testována a některé 

z nich jsou již používány k léčbě pacientů s lymfoproliferativními onemocněními. Jednu 

z terapeutických možností představují inhibitory PI3K. Inhibitory PI3K mohou působit 

nespecificky proti všem PI3K (např. látka LY294002) nebo mohou být cíleny proti 

specifické izoformě PI3K jako např. idelalisib, který cílí na izoformu p110δ (Lannutti, 

Meadows et al. 2011). Idelalisib je testován v klinických studiích u pacientů s MCL a 
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DLBCL (Health 2016). Do klinického použití se dostaly dále inhibitory molekuly 

mTOR jako temsirolimus. Temsirolimus inhibuje některé funkce proteinového 

komplexu mTORC1 a mechanismem jeho protinádorového účinku je zástava 

buněčného cyklu v G0/G1 fázi pravděpodobně aktivací kinázy GSK3 a následnou 

zvýšenou degradací cyklinu D1 (Dal Col, Zancai et al. 2008). Temsirolimus je 

schváleným lékem pro léčbu pacientů s relabujícím MCL (Hess, Herbrecht et al. 2009).  

4.4 Terapie B-nehodgkinských lymfomů 

Pro současný vývoj nových léčebných strategií lymfoproliferativních onemocnění 

je klíčový výzkum patogeneze těchto onemocnění, který následně umožňuje cíleně 

zasahovat a inhibovat onkogenní mechanismy, které se u jednotlivých typů 

leukémií/lymfomů uplatňují. Historicky však lze terapii lymfoproliferativních 

onemocnění rozdělit do několika etap. Významným krokem vpřed bylo objevení 

konvenčních cytostatik, tedy látek, které u nádorových buněk různými mechanismy 

znemožňují syntézu nukleových kyselin, inhibují proliferaci a vedou k apoptóze buněk 

např. indukcí proteinu p53 (Klener 2013). Většina cytostatik byla objevena mezi roky 

1946-1970 a jejich použití v monoterapii představuje první stupeň v léčbě 

lymfoproliferativních onemocnění. Toto období bylo následováno obdobím 

kombinované chemoterapie, přičemž některé režimy objevené v 80. letech 20. století 

jsou používány dodnes (Gottlieb, Gutterman et al. 1973; Bonadonna, Zucali et al. 1975). 

Dalším předělem v léčbě B-NHL bylo zavedení imunoterapie monoklonálními 

protilátkami. Monoklonální chimerická protilátka Rituximab, která specificky 

rozeznává marker B lymfocytů, povrchový antigen CD20, byla poprvé testována v roce 

1994 u pacientů s relabujícím B-NHL (Maloney, Liles et al. 1994). Na základě 

pozitivních výsledků řady klinických studií se rituximab stal standardní součástí 

kombinované imunochemoterapie u většiny B-NHL (Coiffier, Lepage et al. 2002; 

Hiddemann, Kneba et al. 2005; Sehn, Donaldson et al. 2005). Současná éra tzv. 

„nových léků“ se opírá o poznání biologie jednotlivých onemocnění na molekulární 

úrovni. Nové léky jsou často cílené proti konkrétním molekulám intracelulárních 

signalizačních kaskád, které mohou být u různých typů lymfoproliferativních 

onemocnění nadměrně aktivovány. Tato nadměrná aktivace může vést v konečném 

důsledku ke stimulaci proliferace, inhibici apoptózy či ovlivnění interakcí maligních 

buněk s nádorovým mikroprostředím. 
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4.4.1 Terapie difúzního velkobuněčného B-lymfomu  

  DLBCL patří mezi agresivní B-NHL a v současné době lze kombinovanou 

imunochemoterapií vyléčit více než 50 % pacientů s tímto onemocněním. Kombinovaná 

imunochemoterapie R-CHOP je standardní terapií pro pacienty s nově 

diagnostikovaným DLBCL. V roce 1993 byly publikovány výsledky randomizované 

klinické studie fáze III, v níž byla srovnána účinnost chemoterapie CHOP 

s intenzivnějšími antracyklinovými režimy u 899 pacientů s agresivními NHL. Mezi 

jednotlivými léčebnými rameny nebyly významné rozdíly v dosažení odpovědi na léčbu 

či celkovém přežití pacientů, avšak s menší toxicitou chemoterapie CHOP oproti 

intenzivním antracyklinovým režimům (Fisher, Gaynor et al. 1993). Významným 

předělem v léčbě DLBCL bylo zavedení rituximabu. První studie, která poukázala na 

účinnost rituximabu byla randomizovaná studie srovnávající R-CHOP vs. CHOP u 

celkem 399 pacientů s nově diagnostikovaným DLBCL. V rameni s rituximabem (R-

CHOP) bylo dosaženo statisticky významně vyšší procento kompletních remisí oproti 

samotné terapii CHOP a 2-leté i 10-leté přežití bez progrese bylo rovněž lepší u 

pacientů, kteří byli léčení chemoterapií R-CHOP (Coiffier, Lepage et al. 2002; Coiffier, 

Thieblemont et al. 2010). Přibližně u jedné třetiny pacientů dochází po primoterapii 

k relapsu onemocnění. Tito pacienti jsou pak indikování k záchranné chemoterapii a 

konsolidaci vysokodávkovanou chemoterapií s autologní transplantací kmenových 

buněk (ASCT, autologous stem cell transplantation) (Gisselbrecht, Glass et al. 2010). 

V rámci klinických studií byly a jsou testovány látky (popsané výše v rámci 

jednotlivých kapitol) cílící na antiapoptotické proteiny (ABT-199), signalizační dráhy 

(ibrutinib, idelalisib, temsirolimus) či inhibici proteazomu (bortezomib). 

4.4.2 Terapie lymfomu z plášťových buněk  

 MCL je agresivní B-NHL s nepříznivou prognózou. V minulosti byla terapie 

tohoto onemocnění založená na kombinaci antracyklinů a alkylačních látek, zejména 

chemoterapeutickém režimu CHOP. V posledních letech však byly zavedeny nové 

přístupy v léčbě tohoto onemocnění, které významně přispěly k prodloužení celkového 

přežití pacientů s MCL. Zejména přidání rituximabu, použití intenzivních 

chemoterapeutických režimů, jejichž součástí je HDAC a konsolidace 

vysokodávkovanou chemoterapií s ASCT zlepšilo prognózu pacientů s MCL (Khouri, 

Romaguera et al. 1998; Dreyling, Lenz et al. 2005; Romaguera, Fayad et al. 2005). I 
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přes navození léčebné odpovědi však u většiny pacientů dochází k relapsu onemocnění. 

V současné době neexistuje standardní léčba pro pacienty s relapsem MCL. K dispozici 

jsou chemoterapeutické režimy s cytostatiky jako je cisplatina, fludarabin, gemcitabin 

nebo bendamustin. Klinicky testovány či schváleny jsou také léky ovlivňující nádorové 

mikroprostředí (lenalidomide), látky inhibující některé aberantně aktivované signální 

dráhy (temsirolimus, ibrutinib) či inhibitory proteazomu (bortezomib), viz výše. 

 4.4.3 Cytarabin v léčbě lymfomu z plášťových buněk 

 Cytarabin patří do skupiny antinukleotidů, purinových a pyrimidinových 

analogů. Cytarabin (1-β-D-arabinofuranosylcytosin) je strukturální analog 

deoxycytidinu a jeho transport do buněk závisí na dosažené plazmatické koncentraci 

(Gati, Paterson et al. 1997). Při použití standardních dávek cytarabinu (100-200 mg/m2) 

je dosažená koncentrace cytarabinu v rozmezí 0.5-1 µM a cytarabin je transportován do 

buňky pomocí přenašečů hENT1 a hENT2 (human equilibrative nucleoside transporter 

1/2). Po podání HDAC (2-3g/m2) je dosažená plazmatická koncentrace cytarabinu 

mnohonásobně vyšší (50 µM) a cytarabin vstupuje do buňky zejména prostou difúzí na 

základě koncentračního gradientu. Po vstupu do buněk je cytarabin fosforylován a 

aktivován klíčovým enzymem, DCK na cytarabinmonofosfát (ara-CMP). Následně 

dochází sledem reakcí a za účasti dalších dvou kináz k fosforylaci ara-CMP na 

cytarabintrifosfát (ara-CTP). Ara-CTP vstupuje do jádra a stává se substrátem DNA-

polymeráz, které zajišťují replikaci DNA.  Inkorporací ara-CTP do nově vznikající 

DNA dochází k zástavě replikace DNA a spuštění mechanismů, které vedou k zástavě 

buněčného cyklu a pokusům o opravy DNA a/nebo buněčné smrti (Galmarini, Mackey 

et al. 2001). Účinnost HDAC jako součásti indukčních chemoterapeutických režimů 

v léčbě MCL byla prokázána v několika klinických studiích (Lefrere, Delmer et al. 

2002; Romaguera, Fayad et al. 2005). V roce 2002 Lefrere et al publikovali výsledky 

prospektivní klinické studie, v níž byli pacienti s nově diagnostikovaným MCL léčeni 4 

cykly chemoterapie CHOP a následně režimem DHAP (dexamethazon, cisplatina, 

HDAC), pokud nebylo režimem CHOP dosaženo kompletní remise onemocnění. Pouze 

7 % pacientů dosáhlo po 4 cyklech CHOP kompletní remise onemocnění. U zbylých 93 

% pacientů, kteří dosáhli buď parciální remise onemocnění (50%) nebo stabilního 

onemocnění (43%), byl indikován režim DHAP, který následně vedl k dosažení 

kompletní remise u 84 % pacientů (Lefrere, Delmer et al. 2002). Randomizovaná 

klinická studie Evropské skupiny pro MCL (European Mantle Cell Lymphoma 
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Network) prokázala, že alternace režimu R-CHOP s R-DHAP signifikantně zvyšuje 

počet kompletních remisí a zlepšuje celkové přežití pacientů s MCL ve srovnání 

s chemoterapií R-CHOP (Delarue, Haioun et al. 2013). Na základě výsledků těchto 

studií se HDAC stal standardní součástí indukční terapie u mladších pacientů s nově 

diagnostikovaným MCL.  
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5 VÝCHODISKO PRO FORMULOVÁNÍ VÝZKUMNÝCH CÍLŮ A 
HYPOTÉZ 

Agresivní B-NHL představují heterogenní skupinu vzácných hematologických 

malignit vznikajících nádorovou transformací tzv. periferních lymfocytů v průběhu 

jejich diferenciace v sekundárních lymfatických orgánech. Prognóza pacientů s B-NHL 

doznala v posledních desetiletích zásadního zlepšení, kdy původně nevyléčitelné 

agresivní malignity lze pomocí kombinovaných imunochemoterapeutických režimů ve 

vysokém procentu případů zcela vyléčit. Toto zlepšení prognózy (zcela ojedinělé 

v rámci onkologických onemocnění) bylo možné mimo jiné díky významnému 

prohloubení poznání patofyziologie B-NHL a díky preklinickému, klinickému a 

translačnímu výzkumu.  

Hlavní pilíře preklinického výzkumu představují etablované buněčné linie a in 

vitro výzkum s pomocí těchto linií, a dále in vivo modely, nejčastěji myší modely B-

NHL. Kromě myších modelů myších lymfomů se v posledních několika letech zavádějí 

a standardizují myší modely založené na xenotransplantaci lidských primárních buněk 

(tj. buněk odebraných přímo pacientovi) do imunodeficitních myší, nejčastěji tzv. NSG 

(NOD-SCID-gamma) myši. Takové modely se nazývají „patient-derived xenografts“ 

(PDX) a představují zásadní přiblížení preklinického výzkumu situaci u pacienta. 

Translační výzkum se snaží integrovat poznatky získané v laboratoři s možnou aplikací 

do kliniky („from bench to bed-site“), a naopak analýzou primárních buněk, tkáně či 

tělních tekutin pacienta prohlubovat informace o biologii lymfomů, prognóze 

konkrétních pacientů či predikci citlivosti daného typu lymfomu u daného pacienta na 

vybrané protinádorové látky.  

Disertační práce se zabývá problematikou agresivních B-NHL a to konkrétně (1) 

zavedením a charakterizací nových myších modelů využitelných pro preklinický a 

translační výzkum a (2) identifikaci molekulárních mechanismů predikujících citlivost 

či rezistenci B-NHL vůči vybraným protilymfomovým látkám.   
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6 CÍLE 

Cíl 1A: Zavést a charakterizovat myší model lidského MCL pomocí xenotransplantace 

ustálených linií a primárních buněk MCL do imunodeficitních myší.  Objasnit vliv in 

vivo prostředí na genovou expresi MCL buněk a jejich senzitivitu k vybraným 

cytotoxickým látkám.  Otestovat využití myšího modelu lidského MCL pro 

experimentální terapii.  

Hypotéza: Primární buňky izolované od pacientů s MCL jsou schopné přihojení v 

imunodeficitních myších obdobně jako ustálené buněčné linie. Xenotransplantované 

lymfomové buňky (PDX buňky) budou plně závislé na mikroprostředí myších tkání a 

nebudou schopny přežít v podmínkách ex vivo / in vitro podobně jako primární 

lymfomové buňky.  

Cíl 1B: Na myších modelech lidského MCL experimentálně otestovat, které ze tří 

léčebných ramen zahrnujících cisplatinu, cytarabin a kombinaci obou látek (v 

ekvitoxických dávkách) vykazuje nejlepší protilymfomový účinek. 

Hypotéza: Cisplatina představuje klíčovou komponentu chemoterapeutického režimu 

DHAP. Její vynechání (tj. léčba založená pouze na vysokodávkovaném cytarabinu) 

způsobí nedostatečnou eliminaci lymfomových buněk a tudíž selhání léčby, zejména u 

agresivních forem MCL.  

Cíl 2A: Studovat význam antiapoptotických proteinů rodiny BCL2 (BCL2, MCL1 a 

BCL-XL) pro přežívání buněk DLBCL. Objasnit, zda je terapie cílená na inhibici 

antiapoptotických proteinů využitelná u pacientů s DLBCL. Definovat podskupinu 

pacientů s DLBCL, kteří budou nejvíce profitovat z této léčebné strategie.  

Hypotéza: DLBCL je z hlediska závislosti na antiapoptotických proteinech heterogenní 

skupinou lymfomů. Minimálně ta část DLBCL pacientů, kterým chybí exprese BCL2 

proteinu, bude rezistentní na protilymfomový lék venetoclax.   

Cíl 2B: Identifikace molekulárních mechanismů zodpovědných za získanou rezistenci 

MCL buněk k cytarabinu. Empirický screen cytarabin-rezistentních MCL buněk na 

panelu vybraných protilymfomových látek za účelem optimální protilymfomové léčby 

pacientů, u kterých dojde k návratu lymfomu po selhání cytarabinu. 



42 

 

Hypotéza: Rezistence na cytarabin bude spojena se změnami exprese buněčných 

transporterů cytarabinu a / nebo se změnou exprese enzymů, které metabolizují 

cytarabin na aktivní protilymfomovou látku. Mechanismus rezistence na cytarabin bude 

možné cíleně ověřit u pacientů s MCL, kteří prodělali relaps po selhání cytarabinu. 

Poznání mechanismu rezistence na cytarabin umožní lépe zacílit výběr vhodné léčby 

cytarabin-rezistentních forem MCL. 

Výsledky řešení jednotlivých cílů byly zveřejněny ve čtyřech publikacích, které jsou 

součástí dizertační práce (kapitola 8: Výsledky). 
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7 METODY 

  Níže uvedený seznam představuje metody použité ve čtyřech publikacích, které 

jsou podkladem dizertační práce. Detailní popis konkrétních metod a další informace 

(experimentální léčiva, buněčné linie, imunodeficitní myši) jsou uvedeny v jednotlivých 

publikacích v sekci „Materiály a metody“.  

• Analýza genové exprese pomocí expresních čipů (Illumina HumanRef BeadChips) 

• Měření apoptózy buněk pomocí Annexinu V 

• Dvourozměrná gelová elektroforéza proteinů 

• Elektroforéza proteinů v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfátem sodným, 

 westernový přenos a imunodetekce 

• Hmotnostní spektrofotometrie 

• Imunohistochemická analýza 

• In vivo experimenty (xenotransplantace nádorových buněk, experimentální terapie) 

 s použitím imunodeficitních myší (kmen: NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ) 

• Konstitutivní zvýšení / snížení exprese antiapoptotických proteinů u vybraných 

 buněčných linií pomocí transdukce připravených lentivirů 

• Kultivace buněčných linií in vitro 

• Kvantitativní polymerázová řetězová reakce (PCR v reálném čase) 

• Testy cytotoxicity založené na uvolňování radioaktivního chromu (51Cr release assay) 

 pro detekci protilátkami či komplementem zprostředkované cytotoxicity  

• Měření proliferační aktivity buněk (WST-8 cell proliferation assay kit) 

• Proteinová imunoprecipitace 

• Průtoková cytometrie 

• Statistická analýza 
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8 VÝSLEDKY 

   Výsledky jsou předkládány ve formě čtyř prvoautorských publikací týkajících 

se experimentální terapie B-nehodgkinských lymfomů. Každá z uvedených publikací je 

samostatně diskutována v kontextu současné literatury.   

Publikace číslo 1:  

Klanova M, Soukup T, Jaksa R, Molinsky J, Lateckova L, Maswabi BC, Prukova D, 

Brezinova J, Michalova K, Vockova P, Hernandez-Ilizaliturri F, Kulvait V, Zivny J, 

Vokurka M, Necas E, Trneny M, Klener P. Mouse models of mantle cell lymphoma, 

complex changes in gene expression and phenotype of engrafted MCL cells: 

implications for preclinical research. Lab Invest. 2014 Jul;94(7):806-17.  

 

Publikace číslo 2:  

Klanova M, Soukup T, Molinsky J, Lateckova L, Vockova P, Alam M, Zivny J, Trneny 

M, Klener P. Single-agent cytarabine is insufficient for the treatment of human 

mantle cell lymphoma in mouse xenograft model. Neoplasma. 2016;63(5):774-8.  

 

Publikace číslo 3: 

Klanova M, Andera L, Brazina J, Svadlenka J, Benesova S, Soukup J, Prukova D, 

Vejmelkova D, Jaksa R, Helman K, Vockova P, Lateckova L, Molinsky J, Maswabi 

BC, Alam M, Kodet R, Pytlik R, Trneny M, Klener P. Targeting of BCL2 Family 

Proteins with ABT-199 and Homoharringtonine Reveals BCL2- and MCL1-

Dependent Subgroups of Diffuse Large B-Cell Lymphoma. Clin Cancer Res. 2016 

Mar 1;22(5):1138-49.  

Práce získala cenu České hematologické společnosti za nejlepší publikaci v roce 

2015. 

 

Publikace číslo 4:  

Klanova M, Lorkova L, Vit O, Maswabi B, Molinsky J, Pospisilova J, Vockova P, 

Mavis C, Lateckova L, Kulvait V, Vejmelkova D, Jaksa R, Hernandez F, Trneny M, 

Vokurka M, Petrak J, Klener P Jr. Downregulation of deoxycytidine kinase in 

cytarabine-resistant mantle cell lymphoma cells confers cross-resistance to nucleoside 

analogs gemcitabine, fludarabine and cladribine, but not to other classes of anti-

lymphoma agents. Mol Cancer. 2014 Jun 27;13:159.  
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8.1 Publikace číslo 1 
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8.2 Publikace číslo 2 
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8.3 Publikace číslo 3 
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8.4 Publikace číslo 4 
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9 DISKUSE  

9.1 Publikace číslo 1: 

  Zavedli a charakterizovali jsme několik myších modelů lidského MCL pomocí 

xenotransplantace primárních buněk a ustálených buněčných linií MCL do 

imunodeficitních myší. Nejprve jsme prokázali, že i primární buňky MCL se přihojují v 

subletálně ozářených imunodeficitních myších (NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ, NSG 

myši). Vedle přihojení a proliferace převážně cyklin D1+ buněk (buňky izolované od 

pacientů: VFN-1, VFN-4 a VFN-10), jsme také pozorovali přihojení směsi cyklin D1+, 

CD20+ a CD3+ buněk (VFN-3, VFN-6, VFN-7 a VFN-8). Ve třech případech (VFN-2, 

VFN-11 a VFN-12) jsme po xenotransplantaci primárních MCL buněk detekovali 

přihojení B lymfocytárních klonů pozitivních na virus Epstein-Barrové (EBV). Z 

uvedeného vyplývá, že myší modely lidského MCL vytvořené xenotransplantací 

primárních buněk jsou využitelné, avšak tento přístup je zatížen nekonstantním 

přihojováním primárních buněk a vyžaduje imunohistochemickou analýzu k ověření 

přihojení MCL buněk (cyklin D1+) a vyloučení proliferace nenádorových buněk, např. 

T lymfocytů nebo EBV pozitivních B buněčných klonů. V některých případech je pak 

možné primární buňky ve velkém počtu izolovat z infiltrovaných orgánů (nejčastěji ze 

zvětšené sleziny) primárních myších recipientů a použít pro retransplantaci do 

dostatečného počtu sekundárních příjemců.  

  I když se některé primární buňky úspěšně přihojují v imunodeficitních myších 

(Chapuy, Cheng et al. 2016; Townsend, Murakami et al. 2016), je nutné zdůraznit, že 

většina v současné době publikovaných prací využívá pro preklinické testování 

experimentálních látek myší modely založené na xenotransplantaci ustálených 

buněčných linií do imunodeficitních myší. Většinou jsou to modely založené na 

xenotransplantaci nádorových buněk do podkoží imunodeficitních myší, zatímco 

modely systémového onemocnění vyžadující intravenózní aplikaci buněk jsou 

používány zřídka (Prasad, Shrivastava et al. 2013; Barth, Mavis et al. 2015; Mani, 

Chiang et al. 2015). Navíc je velice málo známo o způsobu přihojování a šíření 

lymfomových buněk v myši po xenotransplantaci, stejně jako o fenotypových změnách 

lymfomových buněk, ke kterým může docházet vlivem mikroprostředí jednotlivých 

myších tkání.  

  V naší práci jsme podrobně studovali a popsali přihojení a šíření 5 komerčně 

dostupných a široce používaných buněčných linií MCL (Mino, Jeko-1, Granta-519, 
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Hbl-2 a Rec-1) v imunodeficitních NSG myších. Na rozdíl od primárních buněk MCL, 

které jsou po xenotransplantaci nejdříve detekovány v myší slezině, hlavním místem 

přihojení buněčných linií MCL je kostní dřeň, odkud se buňky šíří do sleziny, jater 

a dále v průběhu onemocnění do centrálního nervového systému a ledvin. K infiltraci 

dalších orgánů a tkání, jako jsou lymfatické uzliny, vaječníky nebo periferní krev 

dochází jen u některých buněčných linií MCL. Průměrná doba přežití myší 

xenotransplantovaných buněčnými liniemi MCL se pohybuje v rozmezí od 22±1 do 

54±3 dnů. Biologicky nejagresivněji se in vivo chová linie Granta-519, ačkoliv in vitro 

má tato linie nejnižší proliferační aktivitu. Důvody pro rozdílné chování jednotlivých 

linií in vivo jsou nejasné.  

  Analýzou genové exprese jsme zjistili, že buňky MCL rostoucí in vivo 

v různých myších tkáních mají odlišný profil genové exprese a fenotyp ve srovnání s in 

vitro rostoucími buňkami. Geny kódující chemokiny nebo chemokinové receptory jako 

CXCL10, CCL3, CCL3L3, CCL4L1, CCL4L2, CXCR4, nebo CCR7 patří k nejvíce 

deregulovaným genům in vivo ve srovnání s in vitro rostoucími buňkami. Tento fakt 

podtrhuje význam vlivu mikroprostředí myších orgánů na fenotyp MCL buněk. Geny 

účastnící se oxidativní fosforylace patří k nejvíce sníženě exprimovaným, naopak geny 

kódující molekuly účastnící se signální kaskády spouštěné B buněčným receptorem jsou 

nejvíce zvýšeně exprimovány. Předpokládáme, že po přihojení v imunodeficitních 

myších dochází u MCL buněk ke komplexním změnám genové exprese a fenotypu 

v důsledku adaptace na mikroprostředí myších tkání, kde jsou buňky vystaveny hypoxii, 

nedostatku živin, interakci s dalšími buňkami a antigeny. Není proto překvapující, že 

myši retransplantované MCL buňkami izolovanými z primárních příjemců mají 

významně kratší přežití než myši transplantované kontrolními, in vitro rostoucími 

buňkami.  

  Dále jsme prokázali, že zavedené myší modely mohou být použity pro 

preklinické testování experimentálních léčiv. Zajímavé je, že jsme zaznamenali 

významný rozdíl mezi in vitro senzitivitou MCL buněk k některým protilymfomovým 

látkám a efektivitou těchto látek in vivo při terapii myší se systémovým MCL 

onemocněním. I přesto, že se letální dávka (LD100) gemcitabinu a bortezomibu u 

buněčné linie Jeko-1 pohybuje in vitro v nanomolárních koncentracích 

(LD100 gemcitabinu (10nM/L), bortezomibu (16nM/L)), bortezomib neprodlužuje 

celkové přežití myší se systémovým MCL onemocněním a gemcitabin nevede k jeho 

vyléčení. Předpokládáme, že často pozorovaná diskrepance mezi excelentní in vitro 
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senzitivitou k dané látce a její špatnou efektivitou in vivo, může být dána změnami 

fenotypu buněk, ke kterým dochází po xenotransplantaci. Také jsme ukázali, že 

imunomodulační látka lenalidomid, jejíž protinádorový mechanismus je dán ovlivněním 

nádorového mikroprostředí (Hernandez-Ilizaliturri, Reddy et al. 2005), neprodlužuje 

celkové přežití myší xenotransplantovaných buněčnými liniemi MCL (Jeko-1, Mino), 

ale signifikantně prodlužuje celkové přežití myší xenotransplantovaných NEMO 

buňkami (primární buňky odvozené od pacienta s MCL = VFN1). Na rozdíl od Jeko-1 a 

Mino buněk, pokud jsou NEMO buňky izolovány z myších tkání a kultivovány in vitro, 

rychle podléhají apoptóze, což naznačuje jejich závislost na mikroprostředí myších 

tkání. Předpokládáme, že právě ovlivnění mikroprostředí při terapii lenalidomidem je 

zodpovědné za prodloužení celkového přežití myší xenotransplantovaných NEMO 

buňkami. Myši xenotransplantované NEMO buňkami tak představují vhodný in vivo 

model pro studium mechanismů protinádorového účinku lenalidomidu.  

  Závěrem, zavedli a charakterizovali jsme myší modely lidského MCL 

vytvořené xenotransplantací ustálených buněčných linií a primárních buněk do 

imunodeficitních myší. Prokázali jsme, že buňky přihojené a proliferující v myších 

tkáních jsou biologicky odlišné a mají komplexní změny genové exprese, 

imunofenotypu a senzitivity k cytotoxickým látkám ve srovnání s in vitro rostoucími 

MCL liniemi. Tyto závěry mohou být významným přínosem pro preklinický výzkum.  

9.2 Publikace číslo 2: 

  Na základě výsledků několika klinických studií, které testovaly účinnost 

HDAC jako součásti indukčních chemoterapeutických režimů v léčbě pacientů s MCL 

se cytarabin stal standardní součástí terapie MCL (Lefrere, Delmer et al. 2002; Delarue, 

Haioun et al. 2013). Režimy s HDAC tak nahradily či jsou kombinovány s dříve 

používanými antracyklinovými režimy (CHOP).  Vedle kombinace cytarabinu 

s cisplatinou a kortikoidy (režim DHAP) byla na příklad testována alternace režimu R-

hyperCVAD (rituximab, frakcionovaný cyklofosfamid, vinkristin, doxorubicin, 

dexamethazon) s vysokodávkovaným metotrexátem a cytarabinem (R-HD-Mtx/AraC), 

která ve srovnání s historickými kontrolami navodila větší procento kompletních remisí 

a prodloužila celkové přežití pacientů s MCL (Romaguera, Fayad et al. 2005). Dalším 

běžně používaným režimem je Nordický protokol založený na kombinované 

imunochemoterapii rituximabem a intenzifikovaným režimem CHOP (R-maxi-CHOP) 

v alternaci s vysokodovávkovaným cytarabinem (R-HDAC) (Geisler, Kolstad et al. 
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2008). Pravděpodobně žádná klinická studie není schopna porovnat jednotlivé léčebné 

přístupy, tudíž zůstává nejasné, která komponenta jednotlivých režimů či jejich 

kombinace vedla k prodloužení celkového přežívání pacientů s MCL. V této práci jsme 

se zaměřili na otázku, která součást režimu DHAP (cisplatina, cytarabin, případně 

kombinace obou) je klíčová pro jeho vysokou efektivitu. S použitím myšího modelu 

agresivního lidského MCL jsme experimentálně porovnali účinnost monoterapie 

cisplatinou, cytarabinem a tří různých kombinací obou látek (Klanova, Soukup et al. 

2014). Jednotlivé terapeutické přístupy byly předem otestovány a dávkově upraveny 

tak, aby měly stejnou toxicitu, což je nezbytný předpoklad pro možnost jejich 

vzájemného porovnání. Prokázali jsme, že cisplatina v monoterapii či kombinace 

cisplatiny s cytarabinem je účinnější ve srovnání s monoterapií cytarabinem. Naše 

závěry tak nepřímo potvrzují výsledky klinické studie Nordické lymfomové skupiny, 

která testovala účinnost cytarabinu v kombinaci s rituximabem (bez další cytotoxické 

látky) u pacientů s agresivním MCL, a musela být předčasně ukončena pro 

nedostatečnou efektivitu (Laurell, Kolstad et al. 2014). Naše práce také naznačuje, že 

cisplatina, i přes známou toxicitu této látky (Delarue, Haioun et al. 2013), je účinným 

cytostatikem, alespoň v případě agresivních forem MCL.  

9.3 Publikace číslo 3: 

  Zvýšená exprese antiapoptotického proteinu BCL2 bývá nacházena u části 

DLBCL a je u tohoto onemocnění asociována s nepříznivou prognózou (Hermine, 

Haioun et al. 1996). Cílená inhibice proteinu BCL2 pomocí specifického 

nízkomolekulárního inhibitoru, látky s názvem ABT-199 představuje perspektivní 

léčebnou strategii u některých typů B-NHL. Dle výsledků časných klinických studií 

testujících ABT-199 v monoterapii u pacientů s relabujícími B-NHL, je však efektivita 

této cílené terapie u DLBCL méně zřejmá (Davids, Roberts et al. 2012). Je nutné 

zdůraznit, že deregulace genu BCL2 vedoucí ke zvýšené expresi antiapoptotického 

proteinu BCL2 se uplatňuje jen u části DLBCL, ve zbylých případech nelze protein 

BCL2 detekovat pomocí imunohistochemické analýzy (Kendrick, Redd et al. 2014). 

Přesto míra exprese proteinu BCL2 není kritériem pro zařazování pacientů s DLBCL do 

klinických studiích testujících efektivitu ABT-199 (Davids MS). V této práci jsme 

studovali význam hlavních antiapoptotických proteinů rodiny BCL2 (BCL2, MCL1 a 

BCL-XL) pro přežívání buněk DLBCL a dopad jejich cílené inhibice.  
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  Nejprve jsme porovnali expresní profil BCL2 proteinů (BCL2, MCL1 a BCL-

XL) u 18 linií DLBCL a 105 primárních vzorků získaných od pacientů s nově 

diagnostikovaným DLBCL.  Zjistili jsme, že buněčné linie DLBCL představují klinicky 

relevantní model a využili tyto linie k objasnění námi vytyčených cílů. Ve shodě s dříve 

publikovanými prácemi jsme zjistili, že absence proteinu BCL2 je asociována 

s rezistencí na ABT-199 (Souers, Leverson et al. 2013). Látka ABT-199 by tak neměla 

být používána pro terapii BCL2 negativních DLBCL. Na druhou stranu předpokládáme 

jeho vysokou účinnost u větší části BCL2 pozitivních DLBCL, pro které se zdá být 

přítomnost BCL2 proteinu a jím navozená inhibice apoptózy nezbytná pro přežívání 

lymfomových buněk. Na základě citlivosti DLBCL linií vůči inhibici antiapoptotického 

proteinu BCL2 (pomocí ABT-199) a MCL1 (pomocí homoharingtoninu, HHT) jsme 

zjistili, že linie DLBCL mohou být rozděleny do 3 hlavních kategorií: MCL1 

dependentní/BCL2 independentní, dominantně BCL2 dependentní (BCL2> MCL1) a 

MCL1/BCL-2 dependentní. Konkrétně, 9 buněčných linií DLBCL (SU-DHL-4, SU-

DHL-5, SU-DHL-10, OCI-LY-7, BJAB, HT, Karpas-422, NUDUL-1 a UPF4D) bylo 

senzitivních k HHT, ale rezistentních k ABT-199, což ukazuje na jejich dependenci na 

antiapoptotickém proteinu MCL1. Z 8 DLBCL linií, které byly citlivé na obě látky, bylo 

5 buněčných linií (RIVA, OCI-Ly2, OCI-Ly19, HBL-1 a U-2932) významně 

citlivějších k ABT-199 ve srovnání s HHT, což značí jejich dominantní závislost na 

antiapoptotickém proteinu BCL2 (BCL2> MCL1). 3 buněčné linie (NU-DHL-1, OCI-

Ly3 a TMD8) byly citlivé k oběma látkám, a tedy závislé jak na antiapoptotickém 

proteinu BCL2, tak MCL1. Pouze 1 buněčná linie (HT) byla rezistentní k oběma 

látkám, tedy nezávislá na antiapoptotickém působení proteinů BCL2 a MCL1.   

  Výsledky, které jsme získali odvozením klonů DLBCL linií se změněnou 

expresí proteinů BCL2, MCL1 a BCL-XL, potvrdily předkládané rozdělení DLBCL na 

biologicky odlišné kategorie dle závislosti na antiapoptotickém proteinu BCL2 a/nebo 

MCL1. Role antiapoptotického proteinu BCL-XL u DLBCL se zdá být ve srovnání 

s proteiny BCL2 a MCL1 minoritní. Tuto teorii podporuje zejména téměř identická 

citlivost DLBCL linií k ABT-199 a k ABT-737 (inhibitor BCL-2, BCL-XL a BCL-w). 

Toto pozorování (v souladu s dříve publikovanými daty) naznačuje, že inhibice 

antiapoptotického proteinu BCL2, nikoliv BCL-XL je klíčovým molekulárním 

mechanismem, který vede ke smrti buněk (Deng, Carlson et al. 2007). Na druhou stranu 

jsme ukázali, že snížení exprese proteinu BCL-XL zvyšuje senzitivitu DLBCL linií 

k HHT, analogicky zvýšení exprese proteinu BCL-XL snižuje senzitivitu DLBCL linií 
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k HHT. Navíc získaná rezistence DLBCL linií k HHT je spojená se zvýšením exprese 

proteinu BCL-XL. Z těchto výsledků vyplývá, že získané zvýšení exprese proteinu 

BCL-XL může snižovat závislost DLBCL linií na antiapoptotickém proteinu MCL1.  

  Zvýšení exprese proteinu BCL2 u původně BCL2 negativních linií (SU-DHL-

5, UPF4D) nevede k indukci citlivosti BCL2 negativních (ABT-199 rezistentních) linií 

k ABT-199, což je v souladu s dříve publikovanými daty (Deng, Carlson et al. 2007). 

Na druhou stranu zvýšení exprese proteinu BCL2 signifikantně snižuje citlivost k HHT. 

Prokázali jsme, že zvýšeně exprimovaný protein BCL2 může sekvestrovat 

proapoptotický protein BIM uvolněný z proteinu MCL1 vlivem HHT. Tato data 

částečně vysvětlují fakt, že BCL2 negativní linie jsou citlivější k HHT ve srovnání 

s BCL2 pozitivními liniemi (61.9±28.7 % vs. 38.2±32.3 % průměrná míra apoptózy po 

24-hodinové inkubaci s 30 nmol/L HHT, P =0.07).  

  Zatímco závislost DLBCL linií na antiapoptotickém proteinu BCL2 může být 

spolehlivě testována pomocí ABT-199, určení závislosti DLBCL linií na 

antiapoptotickém proteinu MCL1 je vzhledem k nedostatku jeho specifických inhibitorů 

obtížné. Na základě výsledků získaných odvozením klonů se změněnou expresí MCL1 

proteinu od HHT-vysoce senzitivní linie Karpas-422 a HHT-nízce senzitivní linie 

U2932 se zdá, že pouze DLBCL linie vysoce senzitivní k HHT jsou závislé na 

antiapoptotickém proteinu MCL1. Zatímco apoptóza navozená HHT u linií s nízkou 

senzitivitou k HHT může být důsledkem dalších protinádorových mechanismů HHT 

(snížení exprese proteinu MYC, BCL6, cFLIP). Tuto hypotézu jsme podpořili analýzou 

proteinů, které se u jednotlivých linií vážou na MCL1. Metodou proteinové 

imunoprecipitace jsme prokázali, že pouze u linií vysoce senzitivních k HHT (UPF4D, 

SU-DHL-5, NU-DHL-1, NU-DUL-1) sekvestruje protein MCL1 přímý aktivátor 

apoptózy BIM.  Na druhou stranu protein MCL1 izolovaný z buněčných linií nízce 

senzitivních k HHT (U2932 a HT) váže protein NOXA, tzv. senzitizér apoptózy. Již 

dříve bylo prokázáno, že pouze buňky, jejichž antiapoptotický protein BCL2 (např. 

MCL1) váže přímý aktivátor apoptózy (např. protein BIM), jsou na tomto BCL2 

proteinu přímo závislé, a tudíž jeho inhibice vyvolá uvolněním přímých aktivátorů 

apoptózy smrt buněk (Certo, Del Gaizo Moore et al. 2006).   

  Naše data naznačují, že DLBCL může být rozdělen na biologicky odlišné 

skupiny závislé na antiapoptotickém proteinu BCL2 a/nebo MCL1. Zatímco podskupina 

BCL2 pozitivních DLBCL obsahuje jak BCL2, tak MCL1 dependentní případy, které 

mohou být farmakologicky inhibovány pomocí ABT-199, HHT, či jejich kombinace (s 
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významným synergickým efektem), podskupina BCL2 negativních DLBCL se zdá být 

převážně závislá na proteinu MCL1. V souladu s dříve publikovanými prácemi i naše 

výsledky ukazují, že farmakologická inhibice proteinu MCL1 se zdá být racionálním 

terapeutickým přístupem u DLBCL (Li, Pongtornpipat et al. 2015). V naší práci jsme 

k inhibici proteinu MCL1 použili HHT. Molekulárním mechanismem protinádorového 

účinku HHT je inhibice translace proteinů. Jsme si vědomi, že smrt buněk DLBCL 

vyvolaná HHT je vedle snížení exprese proteinu MCL1 dána i ovlivněním exprese 

dalších proteinů (Chen, Guo et al. 2011; Lindqvist, Vikstrom et al. 2012). Přesto jsme 

prokázali, že proapoptotický účinek HHT u HHT-vysoce senzitivních linií je dán právě 

snížením exprese proteinu MCL1. Závěrem lze říct, že ABT-199 může být účinným 

lékem u DLBCL, avšak pouze ve skupině BCL2 pozitivních případů. Na druhou stranu 

HHT se zdá být slibným lékem pro terapii DLBCL bez ohledu na expresní stav BCL2 

proteinu, přestože se zdá být účinnějším u BCL2 negativních DLBCL. Současná 

inhibice proteinu BCL2 a MCL1 (v naší studii pomocí ABT-199 a HHT) vykazuje 

významný synergický účinek u většiny BCL2 pozitivních DLBCL a představuje tak 

novou léčebnou strategii pro tuto podskupinu DLBCL, což jsme prokázali také in vivo 

na myším modelu vytvořeném xenotransplantací primárních buněk DLBCL do 

imunodeficitních myší. Vzhledem k tomu, že HHT je schváleným protinádorovým 

lékem a ABT-199 v pokročilých stádiích klinického testování u B-NHL, naše výsledky 

mohou mít přímý dopad na nové koncepty experimentální terapie DLBCL cílené na 

inhibici proteinů BCL2 a/nebo MCL1 pomocí ABT-199 a HHT, v monoterapii či 

kombinaci.  

9.4 Publikace číslo 4: 

  V této práci jsme studovali molekulární mechanismy získané rezistence MCL 

na cytarabin. Dále jsme si položili otázku, jaká je optimální léčebná strategie pro 

pacienty s MCL, kteří byli v primoterapii léčeni cytarabinem, a dochází u nich k 

progresi či relapsu onemocnění. Analyzovali jsme pět ustálených buněčných linií MCL 

se získanou rezistencí k cytarabinu (námi odvozené klony) a deset párových primárních 

vzorků izolovaných od pacientů s MCL v době diagnózy a po léčbě cytarabinem (při 

progresi či relapsu onemocnění).  V porovnání s kontrolními cytarabin-senzitivními 

buněčnými liniemi a diagnostickými primárními vzorky jsme u všech MCL linií se 

získanou rezistencí na cytarabin a u 50 % primárních vzorků izolovaných při progresi (1 

ze 2 případů) či relapsu (4 z 8 případů) MCL detekovali sníženou expresi DCK (na 
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úrovni mRNA i proteinu).  DCK je enzym, který se účastní syntézy nukleotidů cestou 

tzv. záchranné dráhy, při níž nejsou puriny a pyrimidiny tvořeny de novo, ale jsou 

syntetizovány z produktů (nukleosidů a bazí) degradace RNA či DNA. Kromě syntézy 

nukleotidů je funkční DCK nezbytná pro metabolismus cytarabinu po jeho vstupu do 

buňky, kdy jej fosforyluje a tudíž aktivuje (Lamba 2009). Snížení exprese tohoto 

enzymu tak může způsobovat rezistenci nádorových buněk na cytarabin, což již bylo 

popsáno u akutní myeloidní leukémie (Song, Kim et al. 2009). Ačkoliv jsme snížení 

exprese DCK detekovali u 50 % primárních vzorků izolovaných od pacientů po léčbě 

cytarabinem, u zbylých 50 % vzorků jsme nezaznamenali žádnou změnu exprese DCK, 

z čehož vyplývá, že mechanismy rezistence MCL na cytarabin in vivo jsou ve srovnání s 

in vitro pozorováními komplexnější. U jednoho ze dvou primárních vzorků získaných 

od pacientů s progresí na léčbě cytarabinem (primární rezistence na cytarabin) jsme 

nepozorovali žádnou změnu exprese DCK a mírně vyšší senzitivitu na cytarabin u MCL 

buněk izolovaných po léčbě cytarabinem ve srovnání s MCL buňkami izolovanými před 

podáním cytarabinu. Tento stav by mohl být vysvětlen přítomností cytarabin-

rezistentních lymfomových kmenových buněk, které přežívají v lymfatických uzlinách 

či kostní dřeni a produkují částečně cytarabin-senzitivní klony, které jsou uvolňovány 

do periferní krve. V takovém případě by eliminace MCL buněk uvolněných do periferní 

krve a zároveň přetrvávání lymfomových kmenových buněk vedla ke stabilní chorobě či 

progresi onemocnění na léčbě, což by odpovídalo klinickému průběhu onemocnění u 

tohoto pacienta.  

  DCK je enzym, který po vstupu do buňky fosforyluje a aktivuje cytarabin a 

také další nukleosidová analoga (purinová i pyrimidinová) používaná v protinádorové 

léčbě (Galmarini, Mackey et al. 2001; Ewald, Sampath et al. 2008). V souladu s tím 

jsme prokázali, že všechny buněčné linie MCL rezistentní k cytarabinu jsou zkříženě 

rezistentní k pyrimidinovému analogu gemcitabinu a purinovým analogům fludarabinu 

a kladribinu. Naopak senzitivita cytarabin-rezistentních MCL linií k dalším 

protilymfomovým látkám včetně vybraných cytostatik (cisplatina, doxorubicin, 

bendamustin), cílených léků (temsirolimus, bortezomib) či monoklonálních protilátek 

(rituximab) zůstala nezměněna anebo byla dokonce vyšší (ibrutinib). Ibrutinib je 

inhibitor BTK, tedy molekuly, která je klíčovou pro signalizační dráhu BCR 

(Honigberg, Smith et al. 2010). Možným důvodem pro zvýšení senzitivity cytarabin-

rezistentních klonů k ibrutinibu je pozorovaná aktivace této signální dráhy na úrovni 

mRNA u cytarabin-rezistentních klonů ve srovnání s kontrolními MCL buňkami. 
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Senzitivita cytarabin-rezistentních MCL linií k panelu protilymfomových látek (in vitro 

i in vivo na myším modelu lidského MCL) a pozorovaná snížená exprese DCK u 

cytarabin-rezistentních MCL linií a poloviny primárních MCL po léčbě cytarabinem 

ukazuje, že rezistence MCL k cytarabinu je dána omezenou schopností jeho aktivace při 

snížené expresi DCK. Zkřížená rezistence cytarabin-rezistentních linií MCL ke všem 

testovaným nukleosidovým analogům je vysvětlitelná faktem, že všechny tyto látky 

jsou substrátem DCK. Naopak zachovaná senzitivita k dalším protilymfomovým látkám 

(s různými mechanismy účinku) nepřímo ukazuje na jednotný mechanismus 

cytarabinové rezistence.   

  Prognóza pacientů s relabujícím či terapeuticky refrakterním MCL je špatná. 

V současné době neexistuje standardní léčebná strategie pro pacienty s relapsem MCL 

(Ferrero and Dreyling 2013). K dispozici jsou chemoterapeutické režimy 2. linie, které 

zahrnují cytostatika jako je cisplatina, fludarabin, gemcitabin nebo bendamustin. Do 

klinické praxe byly také zavedeny léky ovlivňující nádorové mikroprostředí 

(lenalidomid), látky inhibující některé aberantně aktivované signální dráhy 

(temsirolimus, ibrutinib) či inhibitory proteazomu (bortezomib). Prokázali jsme (in vitro 

a in vivo na myším modelu MCL), že pacienti, kteří progredují či relabují po režimu 

založeném na HDAC, by neměli být léčení nukleosidovými analogy, konkrétně 

fludarabinem, gemcitabinem a kladribinem. I když předpokládáme, že rezistence 

k cytarabinu vzniká jen u části z nich, dle našich výsledků je vhodné u těchto pacientů 

zvolit jinou skupinu protilymfomových látek. Na základě našich výsledků lze také 

doporučit, aby vysokodávkovaná chemoterapie (podávaná bezprostředně před autologní 

transplantací kmenových buněk) neobsahovala nukleosidová analoga zejména u 

pacientů, kteří dosáhli suboptimální léčebné odpovědi (parciální remise onemocnění, 

detekovatelná minimální reziduální choroba) po indukční terapii založené na cytarabinu. 

Bendamustin představuje v současné době velmi slibnou terapeutickou možnost pro 

pacienty s MCL. Bylo prokázáno, že bendamustin potencuje efekt cytarabinu zvýšením 

intracelulární koncentrace ara-C-trifosfátu a chemoterapeutický režim R-BAC 

(rituximab, bendamustin, cytarabin) se zdá být efektivní i u pacientů rezistentních 

k cytarabinu (Visco, Castegnaro et al. 2012; Visco, Finotto et al. 2013; Hiraoka, 

Kikuchi et al. 2014). Je možné, že zvýšená intracelulární koncentrace ara-CTP může 

částečně kompenzovat sníženou hladinu DCK, čímž lze vysvětlit fakt, že kombinace 

bendamustinu s cytarabinem je účinná i u pacientů, kteří relabují po cytarabinu (Visco, 

Finotto et al. 2013).  
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10  Závěry  
Zavedli a charakterizovali jsme několik modelů lidského MCL pomocí 

xenotransplantace primárních buněk a ustálených linií MCL do imunodeficitních myší. 

Naše původní hypotéza se potvrdila, primární buňky se přihojují v imunodeficitních 

myších, ale na rozdíl od ustálených buněčných linií nejsou schopny proliferace in vitro, 

což naznačuje jejich závislost na nádorovém mikroprostředí. Buňky přihojené a 

proliferující v myších tkáních jsou ve srovnání s in vitro rostoucími MCL buněčnými 

liniemi biologicky odlišné a vykazují rozdílnou senzitivitu k cytotoxickým látkám. Tyto 

závěry (Publikace č. 1) mohou být významným přínosem pro preklinický výzkum. S 

využitím námi odvozených myších modelů lidského MCL jsme experimentálně 

prokázali, že cisplatina v monoterapii či kombinace cisplatiny s cytarabinem je účinnější 

ve srovnání s cytarabinem podávaným v monoterapii.  Naše původní hypotéza se 

potvrdila, naše výsledky jsou zároveň v souladu se závěry klinické studie Nordické 

lymfomové skupiny, která ukázala, že HDAC podávaný v monoterapii není dostatečně 

účinnou léčbou u agresivních forem MCL (Publikace č.2). 

Zjistili jsme, že DLBCL může být rozdělen na biologicky odlišné podskupiny podle 

závislosti na antiapoptotickém proteinu BCL2 a/nebo MCL1. Podskupina BCL2 

pozitivních DLBCL obsahuje jak BCL2-, tak MCL1-dependentní případy, které mohou 

být farmakologicky inhibovány pomocí cíleného nízkomolekulárního inhibitoru 

s názvem ABT-199, rostlinného alkaloidu homoharingtoninu, či jejich kombinace (s 

významným synergickým efektem), podskupina BCL2-negativních DLBCL se zdá být 

převážně závislá na proteinu MCL1. Tyto výsledky mohou mít přímý dopad na nové 

koncepty experimentální terapie DLBCL cílené na inhibici proteinů BCL2 a/nebo 

MCL1 (Publikace č. 3).  

Zjistili jsme, že hlavním mechanismem získané rezistence buněk MCL k cytarabinu 

je snížení exprese DCK, enzymu, který je nezbytný pro fosforylaci, a tedy aktivaci 

nukleosidových analogů po jejich vstupu do buňky. Snížení exprese DCK vedle 

rezistence k cytarabinu způsobuje zkříženou rezistenci k dalším nukleosidovým 

analogům, které jsou používány v léčbě MCL (např. fludarabin, cladribin, gemcitabin). 

Výsledky naší práce naznačují, že pacienti, kteří progredují či relabují po režimu 

založeném na HDAC, by neměli být léčeni nukleosidovými analogy, konkrétně 

fludarabinem, gemcitabinem a kladribinem (Publikace č. 4).  

Věříme, že výsledky naší práce mohou mít dopad na vývoj a testování nových 

léčebných strategií u DLBCL a MCL. 
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