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Abstrakt 

Taxany jsou cytostatika rutinně používaná k léčbě solidních nádorů prsu, vaječníků, 

prostaty, hlavy a krku a dalších typů nádorů. Rezistence nádorových buněk 

k účinkům taxanů představuje vážnou komplikaci v použití taxanů k léčbě nádorů. 

Tato rezistence může být mimo jiné spojena se sníženou mírou indukce apoptózy 

v nádorových buňkách a nebo také se zvýšenou hladinou transportérů, které 

transportují taxany ven z buňky. 

V této disertační práci jsme se pokusili: (1) Přispět k objasnění úlohy molekulárních 

mechanismů indukce apoptózy taxany v buňkách lidských nádorů prsu. Konkrétně to 

znamenalo přispět k objasnění úlohy iniciačních kaspáz 8, 9, a hlavně potom 

iniciační kaspázy 2. Dále přispět k objasnění úlohy exekučních kaspáz 3, 6 a 7 a 

vybraných proteinů rodiny Bcl-2. (2) Přispět k objasnění molekulárních mechanismů 

rezistence buněk lidských nádorů prsu k taxanům. Konkrétně to znamenalo popsat 

úlohu vybraných funkčních skupin struktury taxanů v navození a překonávání 

rezistence k taxanům a dále přispět k objasnění úlohy P-glykoproteinu (ABCB1 

transportér) v rezistenci k jednotlivým taxanům. 

(1) Zjistili jsme, že apikální kaspázou v indukci apoptózy taxany v buňkách nádorů 

prsu s původem v mléčné žláze je kaspáza 2. V aktivaci kaspázy 2 v těchto buňkách 

nehraje zásadní úlohu protein p53 ani komplex PIDDosom. Je však možné, že se 

kaspáza 2 aktivuje v důsledku transportu do cytosolu po rozpadu jaderného obalu. 

Aktivovaná kaspáza 2 poté aktivuje exekuční kaspázy 3 a 7. Důležitá je také 

vzájemná aktivace kaspáz 3 a 7, která vede k amplifikaci proapoptotického signálu. 

Kaspáza 9 je také aktivovaná kaspázou 2. Nezdá se tedy pravděpodobné, že je zde 

mitochondriální dráha pro indukci apoptózy klíčová. V buňkách s původem v duktu 

se aktivuje  pouze iniciační kaspáza 8 a exekuční kaspázy 7 a 6. V těchto buňkách je 

tedy apoptóza pravděpodobně indukována alternativním mechanismem. Pokud jde o 

proteiny rodiny Bcl-2, indukce apoptózy taxany je v buňkách nádorů prsu spojena se 

zvýšením hladiny proapoptotického proteinu Bad. Dále jsme pozorovali jisté zvýšení 

hladin proapoptotických proteinů Bim a Bok. Naopak hladina antiapoptotického 

proteinu Bcl-2 klesá.  

(2) Ukázali jsme, že rezistenci k taxanům lze u buněk nádorů prsu navodit jenom 

proti takovým taxanům, které mají v pozicích C3´ a C3´N fenylové skupiny (např. 
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klinicky používaný paclitaxel). Pokud je alespoň jedna fenylová skupina v pozicích 

C3´ a C3´N nahrazena nearomatickou skupinou, nelze k takovému taxanu rezistenci 

navodit. Tyto deriváty překonávají rezistenci nádorových buněk k taxanům s fenyly 

v obou pozicích C3´ a C3´N. Dále jsme zjistili, že taxany s fenyly v obou zmíněných 

pozicích mají vysokou afinitu k vazebnému místu ABCB1 transportéru a jsou tak 

ABCB1 transportérem účinně transportovány ven z buňky. Pokud je ve zmíněných 

pozicích alespoň jedna nearomatická skupina, je vazebná afinita taxanu k ABCB1 

transportéru nižší a taxan není účinně transportován ven z buněk. K takovému taxanu 

pak nelze navodit rezistenci.  

Můžeme tedy shrnout, že indukce apoptózy taxany se může lišit mezi jednotlivými 

typy buněk nádorů prsu v závislosti na jejich původu. V některých pak hraje zásadní 

úlohu kaspáza 2 jako apikální kaspáza a důležitou úlohu zde hrají některé proteiny 

rodiny Bcl-2. Rezistenci lze navodit pouze k takovým taxanům, které mají v obou 

pozicích C3´ a C3´N fenyl. Pouze takové taxany jsou účinně transportovány ven 

z buněk ABCB1 transportérem, který má tak zásadní úlohu v navozené rezistenci 

k těmto taxanům.  
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Abstract 

Taxanes are cytostatic routinely used for the treatment of solid breast, ovarian, 

prostate, head and neck tumors and other types of tumors. Resistance of tumor cells 

to the effect of taxanes represents serious obstacle for the employment of taxanes in 

the treatment of tumors. This resistance can be associated, among other things, with 

lower rate of apoptosis induction in cancer cells or also with increased level of 

transporters transporting taxanes out of the cell. 

In this PhD thesis we tried: (1) to contribute to elucidation of the role of molecular 

mechanisms of apoptosis induction by taxanes in cells of human breast cancer. 

Specifically, it meant to contribute to elucidation of the role of initiator caspase -8 a -

9 and mainly of initiator caspase-2. Next, to contribute to elucidation of the role of 

executioner caspase -3 - 6, and -7 and selected proteins of the Bcl-2 family. (2) To 

contribute to elucidation of molecular mechanisms of resistance of human breast 

cancer cells to taxanes. Specifically, it meant to describe the role of selected 

functional groups in taxane structure in bringing about and overcoming resistance to 

taxane and next to contribute to elucidation of the role of P-glycoprotein (ABCB1 

transporter) in the resistance to individual taxanes.  

1) We found that caspase-2 represents apical caspase in apoptosis induction by 

taxanes in breast cancer cells originated from mammary gland. Protein p53 as well as 

PIDDosome complex do not play crucial role in the activation of caspase-2 in these 

cells. It is possible that caspase-2 is activated due to its transport into the cytosol 

after nuclear envelope disintegration. Activated caspase-2 subsequently activates 

executioner caspase -3 and -7. Mutual activation of caspase -3 a -7 is important for 

the amplification of pro-apoptotic signal. Caspase-9 is also activated by caspase-2. 

Thus, it does not seem probable that the mitochondrial pathway is crucial for 

apoptotic induction. In cells with ductal origin, only inititiator caspase-8 and 

executioner caspase-7 and -6 are activated. Therefore, apoptosis is probably induced 

by an alternative mechanism in these cells. Concerning Bcl-2 family proteins, 

apoptosis induction by taxanes in breast cancer cells is associated with increased 

level of pro-apoptotic protein Bad. Next, we observed some increase in levels of pro-

apoptotic proteins Bim a Bok. On the contrary, the level of anti-apoptotic protein 

Bcl-2 decreases.  
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2) We showed that the resistance to taxanes could be brought about in breast cancer 

cells only to such taxanes that have phenyl groups at C3´ a C3´N positions (e.g. 

clinically used paclitaxel). If at least one of phenyl groups at C3´ a C3´N positions is 

replaced by a non-aromatic group, it is impossible to bring about resistance to such 

taxane. These derivates overcome resistance of cancer cells to taxanes with phenyl 

groups at both C3´ a C3´N positions. Next we found that taxanes with phenyl groups 

at both mentioned positions have high affinity to binding site of ABCB1 transporter 

and thus they are effectively transported by ABCB1 transporter out of the cell. When 

there is at least one non-aromatic group at mentioned positions, the binding affinity 

of taxane to ABCB1 transporter is lower and the taxane is not effectively transported 

out of the cells. Then it is impossible to bring about resistance to such taxane.   

We can summarize that the induction of apoptosis by taxanes can differ between 

individual breast cancer cell types depending on their origin. In some types, caspase-

2 plays crucial role as an apical caspase, and some proteins of the Bcl-2 family play 

an important role here. Resistance can be brought about only to those taxanes having 

phenyl groups at both C3´ and C3´N positions. Only these taxanes are effectively 

transported out of cells by ABCB1 transporter, which has key role in bringing about 

resistance to these taxanes.  
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 Seznam zkratek 

ABCA - ATP binding cassete subfamily A 

ABCB1 - ATP binding cassete subfamily B member 1 

ABCBE - ATP binding cassete subfamily E 

AIDS - acquired immune deficiency syndrome 

AIF - apoptosis inducing factor 

Apaf-1 - apoptotic protease activating factor 1 

ANT - adenine nucleotide translocator 

ATP - adenosine triphosphate 

Bad - Bcl-2-associated death promoter 

Bax - Bcl-2-associated X protein 

Bak - Bcl-2 homologous antagonist killer 

Bcl-2 - B-cell lymfoma-2  

Bcl-xL - B-cell lymphoma-extra large 

BH - Bcl-2 homology 

Bik - Bcl-2 interacting killer 

Bid - BH3 interacting-domain death agonist 

tBid - truncated Bid 

BIR - baculoviral IAP repeats 

Bok - Bcl-2 related ovarian killer 

BRCA1 - breast cancer coding protein 1 

BRCA2 - breast cancer coding protein 2 

CAD - caspase-activated DNase 

iCAD - inhibitor of CAD 

Cdk2 - cyclin-dependent kinase 2  

Chk1 - checkpoint kinase 1  

CARD - caspase activation and recruitment domain    

CDC25 - cell division cycle protein 25 

CYP3A4 - cytochrome P450 3A4 

DISC - death-inducing signaling complex 

DNA - deoxyribonucleic acid 

DR3 - death receptor 3 

ER - endoplazmatické retikulum 

FADD - Fas-associated protein death domain 

Fas - first apoptosis signal 

FasL - Fas ligand 
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c-FLIP - cellular FADD-like-interleukin-1β converting enzyme-inhibitory protein 

GDP - guanosine diphosphate 

GTP - guanosine triphosphate 

Her2/neu - human epidermal growth factor receptor 2/neu 

HtrA2/Omi - high-temperature requirement factor A2/Omi 

IAPs - inhibitors of apoptotic proteins 

IAP1 -  inhibitor of apoptotic proteins 1 

IAP2 -  inhibitor of apoptotic proteins 2 

IBM - IAP binding motif  

JNK - c-Jun NH2-terminal kinase 

MC - mitotic catastrophe  

Mcl-1 - myeloid cell leukemia-1 

MHCI - major histocompatibility complex I 

MMP - mitochondriální membránový potenciál 

NAIP - nucleotide-binding apoptosis inhibitory protein 

NCCD - Nomenclature Committee on Cell Death  

NK - natural killers 

PARP - poly (ADP-ribose) polymerase 

PCD - programmed cell death  

PIDD - p53-induced death domain protein 

PKB - protein kinase B 

Plk1 - polo-like kinase 1 

PTP - permeability transition pore  

Puma - p53 upregulated modulator of apoptosis 

Raf - rapidly accelerated fibrosarcoma 

RAIDD - RIP-associated Ich-1/Ced-3-homologue protein with a death domain 

Smac - second mitochondria-derived activator of caspases 

TM - transmembrane 

TNF - tumor necrosis factor 

TRADD - TNF receptor type 1-associated death domain protein 

TRAIL - TNF-related apoptosis-inducing ligand 

VDAC - voltage-dependent anion channel 

XIAP - X-linked inhibitor of apoptosis 
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1. Úvod  

Nádory prsu jsou v rozvinutých zemích jedním z nejčastěji diagnostikovaných 

nádorových onemocnění. Přes stále se zlepšující úroveň protinádorové prevence a 

úspěchy v chirurgickém odstranění nádorů však někdy neexistuje jiná možnost, než 

přikročit k systémové terapii. Tou může být u některých typů nádorů antihormonální 

terapie, nebo protilátková terapie. V ostatních případech je běžně aplikována 

nespecifická chemoterapie, která je často jedinou možností léčby nádoru prsu 

v pokročilejších stádiích.  

Pro chemoterapii nádorů prsu se obvykle používají dvě skupiny látek: 1) látky, které 

blokují replikaci DNA (deoxyribonucleic acid), např. anthracykliny (doxorubicin, 

epirubicin) a 2) mitotické jedy, které buňce nedovolí zrealizovat proces mitózy. Mezi 

nejdůležitější rostlinné mitotické jedy patří vincaalkaloidy (např. vinblastin) a taxany 

(např. paclitaxel).     

Taxany jsou původně přírodní, dnes však už i syntetizované látky, které se používají 

v léčbě mnoha typů solidních nádorů, např. prsu, vaječníků, plic nebo prostaty. 

Častým problémem spojeným s používáním taxanů je rezistence nádorových buněk 

k účinkům taxanů, a to vrozená nebo získaná v důsledku opakované aplikace taxanů. 

Rezistence k taxanům je obvykle podmíněna produkcí určitých proteinů, které ve 

výsledku neutralizují účinek taxanů. Jedním z nejčastěji studovaných proteinů, který 

je zapojen do rezistence k taxanům, je ABCB1 (ATP binding cassete subfamily B 

member 1) transportér (P-glykoprotein). Tento protein transportuje taxany ven 

z buněk, přičemž se spotřebovává ATP (adenosine triphosphate).  

Významnou příčinou rezistence k taxanům může také být narušený mechanismus 

indukce apoptózy. Změna exprese nebo aktivity proapoptotických a 

antiapoptotických proteinů (např. kaspáz, proteinů rodiny Bcl-2, B-cell lymfoma-2) je 

totiž často spojená s rezistencí k taxanům. Jedním z těchto proapoptotických 

proteinů, u kterého byla popsána úloha v indukci buněčné smrti, je i kaspáza 2.  

Cílem přípravy syntetických derivátů klasického taxanu paclitaxelu je získání 

takového taxanového preparátu, který bude účinně indukovat apoptózu i v buňkách 

rezistentních k účinku klasických taxanů. Zatím stále nedořešenou otázkou zůstává, 

zda jsou mechanismy indukce apoptózy nově syntetizovanými taxanovými deriváty 

stejné jako u klasických taxanů.  
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Je zřejmé, že pro účinnou indukci apoptózy taxany v nádorových buňkách je znalost 

podrobných molekulárních mechanismů indukce apoptózy a mechanismů rezistence 

k indukci apoptózy velmi důležitá.     
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2. Cíle 

 

Disertační práce má dva hlavní experimentální cíle:  

 

 

1) Přispět k objasnění molekulárních mechanismů indukce apoptózy taxany 

v buňkách lidských nádorů prsu: 

 

 Přispět k objasnění úlohy kaspázy 2  

 

 Podrobněji charakterizovat úlohu iniciačních kaspáz 8 a 9 a exekučních 

kaspáz 3, 6 a 7  

 

 Přispět k objasnění úlohy některých proteinů rodiny Bcl-2  

 

  

2) Přispět k objasnění molekulárních mechanismů navozené rezistence buněk 

lidských nádorů  prsu k účinkům taxanů:  

 

 Popsat úlohu vybraných funkčních skupin struktury taxanů v navození a 

překonávání rezistence k taxanům 

 

 Přispět k objasnění úlohy P-glykoproteinu (ABCB1 transportér) 

v rezistenci k jednotlivým taxanům 
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3. Literární přehled  

 

3.1 Nádory prsu 

Nádory prsu jsou diagnostikovány až milionu žen ročně a stovky tisíc jich také 

tomuto onemocnění podlehnou. Po nádoru plic se jedná o nejčastější nádorové 

onemocnění u žen v rozvinutých zemích (Brufsky et al. 2015, Cerk et al. 2016).  

Pro ilustraci, v České republice byl v roce 2012 nádor prsu diagnostikován u 7000 

žen. To je sice relativně vysoká hodnota ve srovnání s jinými evropskými zeměmi, 

vždy je ale nutné vzít úvahu úroveň screeningu v daných zemích (Altobelli et al. 

2017). 

 

3.1.1 Charakterizace nádorů prsu  

Nádory prsu se tradičně dělí do čtyř základních typů podle toho, jaké membránové 

receptory produkují nádorové buňky. Typy I a II jsou tvořené buňkami, které 

produkují receptor pro estrogen nebo receptor pro progesteron (až 70%). Typ III, 

jehož buňky produkují receptor Her2/Neu (Human epidermal growth factor receptor 

2/neu), (cca 20%) a Typ IV, který tvoří buňky, které neprodukují ani jeden z těchto 

receptorů, tj. „triple negative“ nádory (Brufsky et al. 2015). V posledních letech byly 

ale navrženy také alternativní možnosti třídění nádorů prsu, které jsou založeny na 

analýze většího souboru proteinů (Cerk et al. 2016). 

 

3.1.2 Terapie nádorů prsu 

Pro léčbu nádorů produkujících receptory pro steroidní hormony (typ I a typ II) se 

používá tzv. antihormonální terapie. Ta spočívá v podávání inhibitorů aromatáz, 

které inhibují produkci steroidních hormonů, nebo modulátorů biologické aktivity 

hormonů, které se na hormony vážou, a tak je inhibují. Další možností je podávání 

látek, které snižují expresi receptorů pro hormony apod. (Brufsky et al. 2016). Uvádí 

se, že při včasném odhalení nádorového onemocnění je tento způsob léčby poměrně 

účinný. 

Na druhou stranu, léčba nádorů produkujících Her2/neu (typ III) je poněkud 

problematická a ne tak účinná jako v předchozím případě. Nejčastěji se, obvykle 
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v kombinaci s dalšími chemoterapeutiky, používají komerčně syntetizované 

protilátky pertuzumab® a trastuzumab®, které inhibují receptory Her2/neu, a tím 

zastavují proliferační aktivitu nádorových buněk (Hurvitz et al. 2017).  

Triple-negative nádory prsu (typ IV) jsou primárně léčeny nespecifickou 

chemoterapií, nejčastěji doxorubicinem a taxany (Visconti a Grieco 2017). 

Nespecifická chemoterapie se také používá jako sekundární volba, pokud jsou 

nádory I. až III. typu k výše popsaným typům léčby rezistentní.   

 

3.1.3 Buněčné linie odvozené z nádorů prsu 

Pro testování účinku chemoterapeutik, včetně účinku taxanů, jsou používány různé 

linie buněk nádoru prsu (Holliday and Speirs 2011).  

Kromě svého původu (buňky mléčné žlázy vs buňky duktu) se modelové buněčné 

linie nádorů prsu liší především produkcí specifických proteinů. Jedná se o 

estrogenové a progesteronové receptory, receptor pro Her2/neu (viz výše), produkty 

tumor supresorových genů BRCA1 (breast cancer coding protein 1) a BRCA2 

(breast cancer coding protein 2), protein p53, ABCB1 transportér (viz 3.5.1), 

proteiny účastnící se indukce apoptózy apod. (Pavlíková et al. 2014 a,b, Němcová-

Furstová et al. 2016, Takaoka et al. 2018).  

 

3.2 Apoptóza jako programovaná buněčná smrt 

Smrt buňky může probíhat v rámci regulovaného procesu spuštěného na základě 

vnitřního stavu buňky, nebo jako odpověď na signál přicházející z vnějšího prostředí 

buňky.  

Pokud se buňka na procesu buněčné smrti aktivně nepodílí, hovoříme o neregulované 

buněčné smrti neboli nekróze. Nekróza je obvykle způsobena náhlou změnou 

fyzikálních nebo chemických podmínek (teplota, osmotické podmínky, hypoxie), 

případně některými jedy. V nekrotické buňce se zvětšuje celkový objem buňky, 

zatímco chromatin a jádro zůstává intaktní. Nakonec dochází k porušení plazmatické 

membrány a intracelulární látky se uvolňují do okolí, kde mohou vyvolávat 

zánětlivou odpověď (shrnuto ve Furuse et al. 2015).  

Pokud se na buněčné smrti podílí buněčné proteiny v rámci více či méně 

regulovaných mechanismů, označujeme takovou buněčnou smrt jako programovanou 
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(programmed cell death, PCD). Zřejmě nejdůležitější a nejlépe popsanou PCD je 

apoptóza.  

V buňkách, ve kterých je indukována apoptóza, se spotřebovává energie ve formě 

ATP, dochází zde k produkci a aktivaci mnoha proteinů a chromatin je štěpen 

pomocí buněčných DNáz na krátké fragmenty. Nakonec se buňka zmenšuje a 

rozpadá se na apoptotická tělíska, která jsou posléze pohlcena fagocytujícími 

buňkami, takže nedochází k rozvoji zánětu jako u výše popsané nekrózy (shrnuto v 

Ulukaya et al. 2011). 

 

3.2.1 Typy programované buněčné smrti 

Dle NCCD (Nomenclature Commitee on cell death) jsou čtyři nejdůležitější PCD:  

1) Apoptóza indukovaná vnější dráhou - K indukci apoptózy dochází v důsledku 

aktivace specifických receptorů s doménou smrti v plazmatické membráně vazbou 

příslušných ligandů (FasL, first apoptosis signal ligand, TRAIL, TNF-related 

apoptosis-inducing ligand, TNF, tumor necrosis factor, apod.), (viz 3.2.2.1).  

2) Apoptóza indukovaná vnitřní dráhou - Proces, který je spojený s vytvářením 

pórů, mimo jiné proapoptotickými proteiny rodiny Bcl-2, ve vnější mitochondriální 

membráně a uvolněním cytochromu c do cytosolu (viz 3.2.2.2). 

3) Autofagická buněčná smrt - makroautofagie - Za fyziologických podmínek 

slouží k degradaci nepotřebných nebo poškozených organel, které jsou obaleny 

membránou a katalyticky rozloženy v autofagolyzozomech (Glick et al. 2010). 

Autofagie chrání v první řadě buňku před vyhladověním, protože umožní přežití 

buňky i v případě, že je v okolí nedostatek živin. Pokud však úroveň autofagie 

překročí určitou mez, může vést ztráta organel v buňce k indukci buněčné smrti 

(Codogno a Meijer 2005). V případě, že je zvýšena exprese antiapoptotických 

proteinů a současně snížena exprese proapoptotických proteinů, může být autofagie 

dokonce preferovaným typem buněčné smrti (Shimizu et al. 2004, Yu et al. 2004). 

4) Mitotická katastrofa (mitotic catastrophe, MC) - MC je různými autory 

popisována buď jako specifický typ buněčné smrti indukovaný během mitózy, nebo 

jako děj, probíhající před indukcí vnitřní cesty apoptózy. Případně jako proces 

probíhající paralelně k indukci apoptózy. Důležitým morfologickým znakem 

mitotické katastrofy je přítomnost mnohojaderných buněk, nebo buněk s mikrojádry 

(specifické útvary složené vždy z několika chromozomů a zbytků jaderného 
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materiálu), které mají výrazně odlišnou morfologii od normálních buněk v mitóze i 

buněk v apoptóze (Castedo et al. 2004, Llovera et al. 2012). MC může být spuštěna 

během aberantní mitózy, která se v nádorových buňkách dosti často objevuje po 

aplikaci chemoterapeutik, např. taxanů (Castedo et al. 2004, Galluzzi et al. 2012, 

Llovera et al. 2012).   

Byly popsány i další typy PCD probíhající pouze za specifických podmínek. Je to 

nekroptóza, anoikisis, entosis a i další méně detailně popsané typy PCD, které 

probíhají pouze v některých typech buněk (parthanatos, pyroptóza, netóza, a 

kornifikace), (shrnuto v Galluzi et al. 2012).  

 

3.2.2 Apoptóza 

Apoptóza, indukovaná vnější nebo vnitřní drahou, je v současnosti dosud nejlépe 

popsaným typem programované buněčné smrti. Můžeme se s ní setkat během vývoje 

jednodušších i složitějších organismů včetně člověka. Podobně se s ní můžeme setkat 

při fyziologické obnově buněk různých tkání, jako je epitel tenkého střeva nebo 

buňky krve. Dále je aktivována v buňkách s poškozenou DNA, nefunkčními 

organelami a obecně s takovým poškozením, které neumožňuje další přežití buňky. 

Je aktivována rovněž v nefunkčních buňkách, potenciálně nádorových buňkách, či 

v buňkách infikovaných intracelulárním patogenem (Hengartner 2000).  

U mnohobuněčných organismů je indukce apoptózy v jednotlivých buňkách striktně 

regulována. Deregulace apoptózy je příčinou mnoha závažných onemocnění: 

Zvýšená míra apoptózy je příčinou AIDS (acquired immune deficiency syndrom), 

neurodegenerativních onemocnění, diabetu, hepatitidy, infarktu a dalších 

onemocnění. Snížená míra apoptózy může vést k vývojovým vadám, autoimunitním 

onemocněním, nebo k tvorbě nádorů.  

      

3.2.2.1 Vnější dráha indukce apoptózy  

Vnější dráha indukce apoptózy je indukována buňkami imunitního systému 

v infikovaných nebo nádorových buňkách, ale také během vývoje imunitního 

sytému, po ukončení procesu imunitní odpovědi, apod. Tato dráha může být spuštěna 

buď systémem perforinů a granzymů, nebo aktivací receptorů s doménou smrti.  

Systém perforinů a granzymů využívají zejména T-lymfocyty a NK (natural killer) 

buňky pro indukci apoptózy v infikovaných a nádorových buňkách. Zvláště těch, 
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které jsou rezistentní k indukci apoptózy přes receptory s doménou smrti, nebo těch, 

které na svém povrchu neprezentují MHCI (major histocompatibility complex I) 

glykoproteiny. Prvním krokem indukce buněčné smrti je vytvoření perforinových 

kanálů v membráně cílových buněk. Těmito kanály se do buněk dostávají granzymy 

(obvykle granzym A a granzym B), které štěpí a aktivují kaspázy nebo přímo 

substráty smrti (viz níže), (Martínez-Lostao et al. 2015, Voskoboinik et al. 2015). 

Co se týká receptorů s doménou smrti, k nejdůležitějším zástupcům této proteinové 

rodiny patří Fas (first apoptosis signal) receptor, DR3 (death receptor 3), TNF 

receptor a další receptory, příslušné ligandy těchto receptorů jsou např. Fas ligand, 

TNF, nebo TRAIL (Lanni et al. 1997, Siegmund et al. 2017).      

Receptory s doménou smrti jsou obvykle aktivovány vazbou příslušného ligandu. 

K aktivovaným receptorům se poté vážou adaptorové proteiny FADD (Fas-

associated protein death domain) nebo TRADD (TNF receptor type 1-associated 

death domain protein), a dále iniciační prokaspázy 8 a 10, čímž dochází k formování 

aktivačního komplexu DISC (death-inducing signaling complex). V aktivačních 

komplexech jsou prokaspázy 8 a 10 štěpeny a aktivovány (viz 3.2.3.1), (Cohen et al. 

1997). Přestože je samovolné skládání komplexu DISC, a tedy i aktivace kaspáz 8 a 

10 velmi nepravděpodobná, je zde ještě další úroveň regulace aktivace tohoto 

komplexu realizovaná vazbou proteinu c-FLIP (cellular-FADD-like-interleukin-1β 

converting enzyme-inhibitory protein) na komplex DISC, která  tento komplex 

inhibuje (Scaffidi et al. 1999).  

 

3.2.2.2 Vnitřní dráha indukce apoptózy  

Vnitřní dráha apoptózy může být spuštěna mnoha stimuly: Poškozenou DNA, 

oxidativním stresem, v důsledku poškození cytoskeletu, infekcí buňky 

intracelulárním patogenem atd. Indukce vnitřní dráhy apoptózy se často účastní 

protein p53, ve většině případů se na indukci vnitřní dráhy apoptózy podílí také 

proteiny z rodiny Bcl-2, nezastupitelnou úlohu v apoptóze mají proteázy z rodiny 

kaspáz.  

         

3.2.2.2.1 p53 

Transkripční faktor p53 je produkt významného tumor-supresorového genu, jehož 

mutace jsou pozorovány až u 70 % nádorových buněk in vitro i in vivo. p53 je 
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v buňkách aktivován aktivačními fosforylacemi v důsledku hypoxie, intracelulární 

infekce, při snížení hladiny živin a nukleotidů, ale zejména pokud je poškozena 

buněčná DNA, nebo se v  DNA objeví větší počet neopravených mutací.  

V takovém případě aktivovaný protein p53 indukuje expresi proteinu p21, který se 

váže na komplex cyklinu E a cdk2 (cyklin-dependentní kinázy 2), a zastavuje tak 

buněčný cyklus na rozhraní G1 a S fáze (Levine et al. 1997). Pokud není DNA 

během G1/S bloku buněčného cyklu opravena, nebo pokud je poškození DNA 

nevratné, je p53 dále posttranslačně modifikován a jako klíčový proapoptotický 

transkripční faktor zvyšuje expresi proapoptotických proteinů PIDD (p53-induced 

death domain protein), Bax (Bcl-2-associated X protein), Puma (p53 upregulated 

modulator of apoptosis) a Fas receptoru (Tinnel a Tschopp 2004, Roos and Kaina 

2013). Kromě regulace genové exprese proapoptotických proteinů se může p53 také 

vázat přímo na protein Bcl-2, uvolňovat ho z komplexu Bcl-2/Bax a přispívat tak 

k uvolňování cytochromu c z mitochondrií a k indukci apoptózy vnitřní cestou (viz 

3.2.2.2.2), (Deng et al. 2006). Výsledně je tedy v buňce indukována apoptóza a 

případné tumorogenní mutace v DNA tak nejsou přeneseny do další generace buněk.   

Pro případnou chemoterapii je důležitý fakt, že v nádorových buňkách s neaktivním 

p53 je obtížné indukovat apoptózu látkami, které poškozují DNA, neboť v takových 

buňkách poškození DNA nevede k zastavení buněčného cyklu ani k indukci 

apoptózy (viz výše), (Bacus et al. 2001).  

 

3.2.2.2.2 Proteiny rodiny Bcl-2  

Proteiny rodiny Bcl-2 (Bcl-2 proteiny) jsou klíčovými regulátory vnitřní cesty 

indukce apoptózy, neboť aktivita jednotlivých Bcl-2 proteinů rozhoduje o spuštění, 

dočasném pozastavení nebo inhibici procesu apoptózy. Bcl-2 proteiny mohou mít 

také další funkce, které s apoptózou přímo nesouvisí: Protein Bax urychluje průběh 

S fází buněčného cyklu, protein Bcl-2 prodlužuje G0 fázi a protein Mcl-1 (myeloid 

cell leukemia-1) blokuje buněčný cyklus na rozhraní S/G2 fáze (Deng et al. 2003, 

Zinkel et al. 2006, Ajabnoor et al. 2012, Gurkar et al. 2013).  

Typickým strukturním motivem Bcl-2 proteinů je hydrofobní BH (Bcl-2 homology) 

doména, která slouží k vzájemné interakci jednotlivých Bcl-2 proteinů. Ve struktuře 

většiny Bcl-2 proteinů se také často nachází transmembránová (TM) doména, pomocí 
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které se Bcl-2 proteiny inkorporují do membrán mitochondrií a endoplazmatického 

retikula (Kirkin 2004).  

Tato proteinová rodina má více než 20 členů, které můžeme podle funkce rozdělit na 

proapoptotické a antiapoptotické (Gustafsson et al. 2007, Rodriguez et al. 2011). 

Proapoptotické Bcl-2 proteiny můžeme rozdělit na ty, jež tvoří kanály ve vnější 

mitochondriální membráně (mají tři BH domény) a na ty, které snižují aktivitu 

antiapoptotických proteinů (mají obvykle jednu BH doménu), (Rautureau et al. 

2010).  

Antiapoptotické Bcl-2 proteiny jsou klinicky významné protoonkogeny, neboť 

mutace zvyšující jejich hladinu nebo aktivitu mohou hrát významnou roli v rezistenci 

nádorových buněk k různým chemoterapeutikům, naopak proapoptotické Bcl-2 

proteiny jsou důležité onkosupresory (Oakes et al. 2012).  

Proteiny Bax, Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer) a Bok (Bcl-2 related ovarian 

killer), které patří do první zmíněné podrodiny proapoptotických proteinů, se 

(obvykle ve formě monomerů) nacházejí v cytoplazmě nebo jsou inkorporované do 

vnější mitochondriální membrány. Protein Bok se také může nacházet v jádře nebo v 

membránách Golgiho systému (Youle a Strasser 2008, Westphal et al. 2011, 

Echeverry et al. 2013). Během indukce apoptózy vytváří tyto proteiny 

transmembránové póry ve vnější mitochondriální membráně (Cheng et al. 2001, 

Yakovlev et al. 2004, Westphal et al. 2011). Těmito póry se poté translokuje 

cytochrom c, Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) a další 

proapoptotické proteiny z mitochondrií do cytosolu (viz 3.2.3.1). 

Proteiny Bid (BH3 interacting-domain death agonist), Bim, Bad (Bcl-2-associated 

death promoter), Puma, Noxa, Bik (Bcl-2 interacting killer) a další jsou řazeny do 

druhé podrodiny proapoptotických proteinů, tzv. BH3-only proteinů. BH3-only 

proteiny obvykle snižují aktivitu antiapoptotických proteinů vazbou svojí BH3 

domény na BH3 doménu těchto proteinů. Některé z nich ale mohou také přímo 

aktivovat proapoptotické proteiny se třemi doménami, popsané výše (Ley et al. 2005, 

Youle a Strasser 2008). Pravděpodobně nejlépe je popsaná funkce BH3-only 

proteinů Bad, Bid a Bim. 

Protein Bad, který je jedním z proteinů účastnících se signální dráhy vedoucí k 

aktivaci proteinkinázy B (PKB), je aktivován např. v důsledku nedostatku živin 

v okolí buňky nebo při snížené proliferační signalizaci. V takovém případě je PKB 
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deaktivována, protein Bad je defosforylován a může inhibovat antiapoptotické 

proteiny Bcl-2 a Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) a spouštět tak apoptózu 

(Chen et al. 2005, Quan et al. 2013). 

Protein Bid může být aktivován v buňkách, ve kterých byl zastaven buněčný cyklus 

v důsledku poškození DNA (Zinkel et al. 2006). Hlavní funkcí proteinu Bid je ale 

propojení vnější a vnitřní dráhy indukce apoptózy. Bid je totiž obvykle proteolyticky 

štěpen a tím aktivován iniciačními kaspázami 8 a 10, případně kaspázou 2 (Ho et al. 

2008, Pozzesi et al. 2014). Výsledkem štěpení proteinu Bid je aktivní forma proteinu 

tBid (truncated Bid), která je translokována z cytosolu do vnější membrány 

mitochondrií, kde se může plně projevit jeho proapoptotická aktivita (Kim et al. 

2017).  

Protein Bim je aktivován při nedostatku živin v okolí buňky, během poškození 

cytoskeletu, nebo při vývoji imunitního systému. Produkuje se obvykle v tzv. krátké 

formě, ve specifických případech i v delší a extra dlouhé formě. Nejčastěji je 

regulován různými buněčnými kinázami, např. JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) 

kinázou (Ley et al. 2005).  

Antiapoptotické proteiny z rodiny Bcl-2, Bcl-2, Bcl-xL a další mají ve své struktuře 

čtyři BH domény (Youle a Strasser 2008). Proteiny z této podrodiny zabraňují 

indukci apoptózy vazbou svých BH domén na BH domény proteinů podrodiny 

proteinu Bax. Mohou ale využívat i jiné mechanizmy zastavení proapoptotických 

procesů (Kim et al. 2003).  

Nejvýznamnější antiapoptotické Bcl-2 proteiny jsou Bcl-2 a Bcl-xL, které jsou svojí 

transmembránovou doménou zakotveny ve vnější membráně mitochondrií, kde brání 

tvorbě výše popsaných Bax/Bak kanálů. Protein Bcl-2 se nachází také v membránách 

endoplazmatického retikula (ER), kde se podílí na transportu vápenatých iontů 

(Youle a Strasser 2008).  

 

3.2.3 Kaspázy  

Kaspázy jsou proteázy, které mají v aktivním místě enzymu cystein, a které štěpí 

proteinový řetězec za aminokyselinou aspartátem. Rodina kaspáz se dělí na 

podrodinu iniciačních kaspáz (kaspáza 2, 9, 8, 10), exekučních kaspáz (kaspáza 3, 6, 

7) a prozánětlivých kaspáz (kaspáza 1, 4, 5), (Cohen, 1997, viz Obr. 1). Poněkud 

nejasná zůstává úloha kaspázy 4 jako mezičlánku stresu ER a apoptózy (Szegezdi et 
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al. 2006, Rasheva a Domingos 2009). Funkce dalších kaspáz (např. kaspázy 12 a 14) 

dosud přesně popsána nebyla, hlodavčí kaspáza 12 je ale například schopná aktivovat 

kaspázu 7 v myších buňkách, a tím indukovat buněčnou smrt v důsledku stresu ER 

(Rao et al. 2004, Di Sano et al. 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1 Přehled kaspáz (převzato z McIlwain et al. 2013) 

 

3.2.3.1 Iniciační kaspázy  

Iniciační kaspázy se obvykle aktivují v proteinových komplexech, které se formují 

v cytoplazmě. Hlavní funkcí iniciačních kaspáz je následná aktivace exekučních 

kaspáz.  

Kaspáza 8, která má klíčovou úlohu v aktivaci vnější dráhy indukce apoptózy, se 

nachází ve formě neaktivní prokaspázy v cytoplazmě a obvykle se aktivuje 

v komplexu DISC (viz 3.2.2.1). V komplexu DISC se kromě kaspázy 8 aktivuje i 

kaspáza 10 (Earnshaw et al 1999, Park et al 2004). Obě iniciační kaspázy se mohou 

alternativně aktivovat štěpením exekučními kaspázami (van Haefen  et al. 2003, 

Jelínek et al. 2015). Aktivní formy kaspázy 8 a 10 štěpí, a tím aktivují kaspázu 3 (viz 

3.2.3.3) a protein Bid (viz 3.2.2.2.2), (Park et al 2004).   

Pro aktivaci vnitřní dráhy indukce apoptózy je zásadní aktivace kaspázy 9. Tato 

kaspáza je v buňkách produkována konstitutivně, podobně jako výše zmíněné 

kaspázy, ve formě neaktivní prokaspázy (Würstle et al. 2012). K aktivaci kaspázy 9 
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dochází v komplexu apoptozómu (viz níže) v důsledku uvolnění cytochromu c z 

mitochondrií.  

Translokace cytochromu c z mitochondrií úzce souvisí s  membránovým potenciálem 

na vnější mitochondriální membráně (mitochondrial membrane potential, MMP). 

Ten vzniká v důsledku transportu elektronů přes membrány mitochondrií v dýchacím 

řetězci. Různé proapoptotické stimuly snižují MMP, což může vést k tvorbě pórů ve 

vnější mitochondriální membráně, kterými mohou relativně volně procházet ionty i 

další látky. Póry v mitochondriální membráně můžeme rozdělit do dvou hlavních 

skupin: Póry tvořené proapoptotickými proteiny z Bcl-2 rodiny (viz 3.2.2.2.2) a tzv. 

PTP (permeability transition pore) póry. PTP póry se skládají ze dvou podjednotek, 

VDAC (voltage-dependent anion channel) a ANT (adenine nucleotide transporter). 

Proteiny VDAC a ANT nejsou v mitochondriích normálně v kontaktu, ale v důsledku 

aktivace proapoptotických proteinů Bcl-2 rodiny se k sobě přiblíží a vytvoří 

kompletní PTP pór (Kidd et al. 2002, Sugiyama et al. 2002). Vytvoří-li se ve vnější 

mitochondriální membráně póry, dochází k translokaci cytochromu c, ale také 

dalších proapoptotických proteinů (Smac, HtrA2/Omi, high-temperature 

requirement factor A2/Omi, endonukleázy G a AIF, apoptosis inducing factor) do 

cytosolu (Garrido et al. 2006, Jeong a Seol 2008).   

Pro řádnou indukci apoptózy kaspázou 9 je poté nezbytná vazba cytochromu c na 

cytosolický protein Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1), který následně 

váže svoji CARD doménou CARD doménu prokaspázy 9 (Pan a Nelson, 2007). 

Výsledně dochází k tvorbě apoptózomu, heptamerického komplexu skládajícího se 

ze sedmi molekul Apaf, sedmi molekul cytochromu c a sedmi molekul prokaspázy 9.  

V tomto komplexu se prokaspáza 9 aktivuje (Janssen et al. 2007). Aktivovaná 

kaspáza 9 poté štěpí exekutivní kaspázy 3 a 7, případně i exekutivní kaspázu 6 (viz 

3.2.3.3), (Bao and Shi, 2007, D´Anneo et al. 2010).  

                 

3.2.3.2 Kaspáza 2 

Kaspáza 2, jedna z evolučně nejstarších kaspáz, je obvykle řazena mezi iniciační 

kaspázy, avšak může mít i roli v amplifikaci apoptotických signálů (Samraj et al. 

2007). Ale také další, s apoptózou nesouvisející funkce, např. regulaci buněčného 

cyklu, diferenciaci buněk, nebo obranné reakce buňky na snížené množství živin 

v okolí (Vakifahmetoglu and Zhivotovski 2009, Fava et al. 2012).  
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V buňce je kaspáza 2 produkována ve formě monomeru, který se translokuje do jádra 

(v prvních 150 aa jsou lokalizovány dva jaderné lokalizační signály), a také 

do Golgiho aparátu. V cytosolu se ve větší míře objevuje až v pokročilých stádiích 

apoptózy  (Mancini et al. 2000, Baliga et al. 2004, Jelínek et al. 2013). 

Jedním z nejlépe popsaných způsobů aktivace kaspázy 2 během indukce apoptózy je 

autokatalytické štěpení v komplexu proteinů zvaném PIDDosom. Ten se skládá z  

proteinu PIDD (viz 3.2.2.2.1), adaptorového proteinu RAIDD (RIP-associated Ich-

1/Ced-3-homologue protein with a death domain) a prokaspázy 2 (Tinel and 

Tschopp 2004). PIDDosom je formován po vazbě CARD (caspase activation and 

recruitment domain) domény kaspázy 2 na CARD doménu proteinu RAIDD a 

následné vazbě domény smrti proteinu RAIDD na doménu smrti proteinu PIDD 

(Tinel et al. 2007, Baptiste-Okoh et al. 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2 Struktura kaspázy 2, schéma dimerizace a aktivace kaspázy 2 (převzato a 

upraveno z Baliga et al. 2004) 

 

Mimo to může být kaspáza 2 aktivována buněčnými kinázami, kdy dochází 

k dimerizaci a autokatalytickému štěpení dvou molekul prokaspázy 2 bez účasti 

proteinů RAIDD a PIDD (Mhaidat et al. 2008b). Kaspáza 2 se také může vázat do 

komplexu DISC v T a B lymfocytech, kde se posléze aktivuje. V komplexu DISC 

aktivovaná kaspáza 2 může štěpit proapoptotický protein Bid, a indukovat tak 

apoptózu, pravděpodobně následnou aktivací kaspázy 8 (Lavrik et al. 2006). 

Prvním krokem aktivace kaspázy 2 je autokatalytické odštěpení p12 domény, poté je 

odštěpena CARD doména. Dvě velké p19 a dvě malé p12 domény výsledně tvoří 
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aktivní tetramer, který může štěpit příslušné substráty (viz Obr. 2), (Baliga et al. 

2004).  

Aktivovaná kaspáza 2 štěpí nespecificky některé substráty, které štěpí i ostatní 

kaspázy, např. PARP (poly ADP-ribose, polymerase) a spektrin. Specifickým 

způsobem štěpí protein Golgin 160, což má pravděpodobně úlohu v rozpadu Golgiho 

aparátu během apoptózy (Mancini et al. 2000). Důležitým substrátem kaspázy 2 je 

také kaspáza 3 (Jelínek et al. 2015).  

Kaspáza 2 je v buňkách často aktivována během mitotické katastrofy (viz 3.2.1), 

(Manzl et al. 2009), dále v buňkách s poškozeným cytoskeletem nebo s mutovanou 

DNA (Zhivotovski et al. 2005, Ho et al. 2008).  

 

3.2.3.3 Exekuční kaspázy  

Exekuční kaspázy 3, 6 a 7 jsou primárně aktivovány štěpením iniciačními kaspázami. 

V rámci amplifikace apoptotického signálu se mohou sekundárně aktivovat 

vzájemným štěpením (Brentnall et al. 2013, Jelínek et al. 2015). Lokalizace 

exekučních prokaspáz je vesměs cytoplazmatická, přičemž aktivní exekuční kaspázy 

se mohou translokovat do jádra a dalších organel.  

Aktivace exekučních kaspáz je zásadním nevratným krokem indukce apoptózy (viz 

níže) a proto je regulována na několika úrovních. V savčích buňkách jednu z velmi 

důležitých úrovní regulace aktivace představují inhbitory apoptotických proteinů 

(inhibitors of apoptotic proteins, IAPs). Do proteinové rodiny IAPs patří např. 

proteiny NAIP (nucleotide-binding apoptosis inhibitory protein), XIAP (X-linked 

inhibitor of apoptosis), IAP1 (inhibitor of apoptotic proteins 1) a IAP2 (inhibitor of 

apoptotic proteins 2) a survivin (Dubrez-Daloz et al. 2008).  

IAP proteiny mají BIR (baculovirus IAP repeat) doménu, kterou se vážou na IBM 

(IAPs binding motif) motiv kaspáz 3 a 7, a tak je inhibují. Protein XIAP se navíc 

může vázat přímo do aktivního místa kaspáz (Pop and Salvensen 2009). Některé 

proteiny IAP rodiny mohou také snižovat hladinu proapopoptotických proteinů jejich 

ubiquitinací a následnou degradací v proteasomech (Morizano et al. 2005, Dubrez-

Daloz et al. 2008).  

Zmíněný protein survivin může být důležitým protonkogenem, neboť zvýšení 

hladiny survivinu je in vitro spojeno s rezistencí nádorových buněk k indukci 

apoptózy. Také v klinických studiích byla zvýšená hladina survivinu špatným 
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prognostickým znakem (Petrarca et al. 2011, Hu et al. 2015). Survivin se na rozdíl 

od většiny IAPs neváže přímo na kaspázy, ale na komplex proteinů IAP a Smac. 

Vazba survivinu na tento komplex uvolní IAPs z vazby s proteinem Smac a IAPs 

poté inhibují v nádorových buňkách apoptózu výše popsaným mechanismem (Song 

et al. 2003, Fulda et al. 2007).  

Aktivované exekuční kaspázy štěpí tzv. substráty smrti. To jsou v první řadě důležité 

buněčné proteiny, které v apoptotické buňce nejsou dále potřebné: Enzymy, které 

opravují DNA (protein PARP), cytoskeletální proteiny (štěpení laminu vede 

k rozpadu jádra na jednotlivé váčky a štěpení aktinu a tubulinu k zakulacení buňky) 

nebo regulační proteiny (protein Rb), (Slee et al. 2001).  

Do druhé skupiny důležitých substrátů smrti patří inhibitory proteinů, které se podílí 

na progresi pozdních fází apoptózy (exekuci apoptózy). Jedná se např. o protein 

iCAD (inhibitor of CAD), který je inhibitorem endonukleázy CAD (caspase-

activated DNase), (Enari et al. 1998). Aktivace CAD, proteinu AIF a dalších 

příbuzných proteinů je následována mimo jiné kondenzací a štěpením buněčné DNA, 

což je nevratný krok, který vždy vede ke smrti buňky (Joza et al. 2001).  

Kaspáza 3 je klíčovou exekuční kaspázou, neboť se podílí na degradaci DNA a 

strukturních proteinů v exekučních fázích apoptózy. Zásadním způsobem také 

amplifikuje apoptotické signály, neboť může štěpit, a tak aktivovat iniciační 

prokaspázy (viz 3.2.3.1). K důležitým substrátům kaspázy 3 patří dále protein PARP, 

jehož štěpení je mimo jiné rutinně používáno pro detekci apoptózy v buňkách 

(Dawson et al. 2004).  

Kaspázy 7 a 6 jsou zřejmě často aktivovány kaspázou 3, přestože přesná úloha 

kaspázy 3 v aktivaci těchto dvou proteáz zůstává nejasná (Yang et al. 2006). Mezi 

důležité substráty kaspázy 6 patří jaderný protein lamin, který udržuje jádra 

kompaktní. Kaspáza 7 se podílí na změnách tvaru buněk v průběhu apoptózy 

(Brentall et al. 2012). 

 

3.3  Taxany    

Taxany byly objeveny v 60. letech 20. stol. v dřevinách patřících do čeledi tisovitých 

(Taxaceae), (Rowinsky et al. 1997). První taxan, jehož chemická struktura byla 



 

 

26 

 

detailně popsána, byl taxan paclitaxel, obsažený v jehlicích a kůře tisu pacifického 

(Taxus brevifolia), ale i v dalších druzích tisovitých dřevin (Wani et al. 1971). 

 

3.3.1 Chemická struktura taxanů 

Molekula paclitaxelu se skládá ze čtrnáctiuhlíkového  baccatinového jádra III a 

několika funkčních substituentů připojených k různým uhlíkům baccatinového jádra 

(Ojima et al. 1994, Ojima et al. 1996). Zvlášť důležité pro navození a překonání 

taxanové rezistence jsou substituenty 

v poloze C3´, C3´N a C10 (viz Obr. 3).  

Paclitaxel má v obou pozicích C3´ a 

C3´N (viz R1 a R2 na Obr. 3) fenylové 

zbytky, docetaxel má v pozici C3´ fenyl 

a v pozici C3´N terc-butoxycarbonyl. 

V pozici C10 (R3 na Obr. 3) má 

paclitaxel acetát a docetaxel 

hydroxylovou skupinu. Nově připravené 

deriváty paclitaxelu mají v uvedených 

pozicích různé funkční substituenty (viz 

3.3.4), většina nových taxanů však 

neobsahuje v pozicích C3´ a C3´N ani jeden fenyl (Ojima et al. 1998, Ojima et al. 

2000).  

        

3.3.2 Klinické využití taxanů  

Paclitaxel, s komerčním názvem Taxol, se používá pro léčbu nádorů vaječníků od 

roku 1992 a pro léčbu nádoru prsu od roku 1994. Od roku 1996 se pro léčbu nádoru 

prsu a plic používá také semisyntetický taxan docetaxel (Cortes et al. 2012, Joshii et 

al. 2014). Docetaxel byl připraven z přírodního prekurzoru z jehlic tisu Taxus 

baccata a patří k taxanům tzv. druhé generace (viz Obr. 4). Paclitaxel a docetaxel 

jsou při léčbě nádorových onemocnění obvykle kombinovány s radioterapií a dalšími 

chemoterapeutiky, dosti často s cis-platinou (Choy 2001, Jennewein a Croteau, 

2001). V současné době je v protinádorové léčbě, zatím převážně nádorů prostaty, u 

kterých proběhla primární léčba docetaxelem, také používán taxan druhé generace 

cabazitaxel (Jevtana ®), (Paller and Antonarakis 2011).  

Obr. 3 Obecný vzorec taxanů 

s vyznačenými substituenty 

v pozicích C3´(R1), C3´N (R2) a 

C10 (R3) 
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V devadesátých letech 20. stol. byla také připravena celá řada taxanů třetí generace, 

které jsou účinné v indukci buněčné smrti i u rezistentních nádorových linií. Někdy 

se tyto taxany třetí generace označují jako taxoidy (Ojima et al. 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4 Strukturní vzorce paclitaxelu a docetaxelu (převzato a upraveno z Hari et al. 

2006) 

 

Aby se snížila cytotoxicita taxanů (nebo rozpouštědla), která bývá značná, jsou 

taxany kovalentně nebo nekovalentně vázány na různé typy nosičů. Jedná se 

například o hydroxyapatitové nanopartikule obsahující kyselinu olejovou, 

albuminové částice, poly-L-glutamát, nebo mastné kyseliny. Komplexy taxanu a 

nosiče se přednostně dostávají pouze do nádorových buněk a v ideálním případě tedy 

neohrožují přilehlou zdravou tkáň. Tyto systémy jsou intenzivně zkoumány, pilotní 

výsledky jsou zatím poměrně slibné (Singer 2005, Payne et al. 2006, Miele et al. 

2009, Luo et al. 2010). Albuminové částice s paclitaxelem s komerčním názvem 

Abraxan se dokonce začínají používat v léčbě některých solidních nádorů (slinivky, 

prsu), (Giordano et al. 2017, Zong et al. 2017). 

        

3.3.3 Interakce taxanů s mikrotubuly  

Taxany se v buňkách reverzibilně vážou na β tubulin, a to jednak na β tubulin ve 

formě volných dimerů α a β tubulinu, ale především na β tubulin, který se nachází 

v polymerovaných mikrotubulech. In vitro taxany, v závislosti na použité 

koncentraci, indukují polymeraci volných tubulinových dimérů do tubulinových 

vláken, svazků, a dalších složitějších struktur (Jordan et al. 1993, Diaz a Andreu 

1993, Rao et al. 1999).  

Docetaxel Paclitaxel 
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Interakce taxanů a β tubulinu bude dále popsána na příkladu paclitaxelu, interakce 

taxanů druhé a třetí generace s β tubulinem jsou velice podobné. Vazba paclitaxelu k 

β tubulinu probíhá se stechiometrií jedna molekula paclitaxelu na jeden dimer α/β 

tubulinu. Paclitaxel se váže k N-konci β tubulinu jen několik aminokyselin od tzv. 

M-smyčky. Následně se mění dynamika konformace M-smyčky v několika krocích. 

Nejprve dochází k přerušení intramolekulárních vazeb v M-smyčce v jednotlivých 

monomerech β tubulinu, a poté dochází k tvorbě laterálních vazeb mezi jednotlivými 

tubulinovými monomery mezi M-smyčkou jednoho monomeru a H1-S2 smyčkou 

následujícího monomeru (Mitra a Sept 2008).  

Klíčová pro indukci apoptózy taxany je vazba taxanů na polymerované mikrotubuly, 

která vede ke stabilizaci tubulinových vláken a následnému zastavení procesu 

depolymerace mikrotubulů in vitro i in vivo (Jordan et al. 1993, Jordan a Wilson 

2004, Altmann a Gertsch 2007). Polymerované mikrotubuly jsou vysoce dynamická 

vlákna, jejichž polymerace a depolymerace je regulována vazbou GTP (guanosine 

triphosphate) a GDP (gunosine diphosphate). Za normálních podmínek dochází 

v polymerovaných tubulinových filamentech ke štěpení GTP na GDP a 

protofilamenta s navázaným GDP se následně rozpadají. Vazba paclitaxelu k β 

tubulinu v určitých ohledech připomíná konformaci β tubulinu s navázaným GTP, je 

ale ještě stabilnější, takže se jednotlivá tubulinová vlákna nejenom nerozpadají, ale 

ani nezakřivují a neohýbají (Elie-Caille et al. 2007, Mitra a Sept 2008). Je zajímavé, 

že struktura tubulinových filament je v přítomnosti paclitaxelu zřejmě poněkud 

odlišná od struktury normálních vláken (12 protofilament v přítomnosti taxanů vs 13 

protofilament standardně), (Andreau et al. 1994). 

Ne všechny nové taxany se ale chovají stejně jako paclitaxel, nový taxan SB-T-1213 

v buňkách indukuje tvorbu nepravidelných tubulinových vláken a vazba jiného 

nového taxanu, IDN5109, k mikrotubulům vede k formování tubulinových vláken 

uspořádaných do plošinek. Oba taxany navíc stabilizují mikrotubuly v nižší 

koncentraci než paclitaxel (Ferlini et al. 2000, Jordan et al. 2002).  

Depolymerace mikrotubulů má v buňkách klíčovou funkci, mimo jiné v rozdělení 

chromozomů do dceřiných buněk během mitózy (Derry 1998, Yvon et al. 1999). 

V případě, že je depolymerace mikrotubulů tvořících mitotické vřeténko taxany 

zastavena, zastavuje se také buněčný cyklus, a to na rozhraní G2 a M fáze 

(Ehrlichová et al. 2005a). Přestože vede obvykle dlouhodobější stabilizace 
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mitotického vřeténka a následné zastavení mitózy k indukci apoptózy (Fan 1999), 

byly popsány i dvě alternativní cesty selhání mitotického aparátu (Fabbri et al. 

2008). Výsledkem jedné byl vznik hypodiploidních buněk, výsledkem druhé vznik 

multijaderných buněk. Na druhou stranu, některé nové taxany, které se také vážou na 

mitotické vřeténko a indukují buněčnou smrt, buňky v mitóze nezastavují (Kovář et 

al. 2009).  

 

3.3.4 Nové taxanové deriváty 

Od druhé poloviny devadesátých let 20. stol. jsou syntetizovány a intenzivně 

testovány taxany druhé a třetí generace (viz 3.3.2). Jedná se buď o taxany, které mají 

různé funkční skupiny připojené k molekule paclitaxelu, nebo o takové taxanové 

preparáty, kde jsou původní funkční skupiny paclitaxelu nahrazeny jinými funkčními 

skupinami (Geney et al. 2005, de Bono et al. 2010, Duran et al. 2014). 

Hlavním cílem přípravy těchto nových taxanových derivátů je příprava takových 

derivátů, které budou indukovat buněčnou smrt i v nádorových buňkách rezistentních 

k paclitaxelu, případně k docetaxelu, neboli překonávání rezistence nádorových 

buněk k taxanům (Miller a Ojima 2001, Galletti et al. 2007). Mezi nejúčinnější 

taxany třetí generace patří taxoidy připravené na univerzitě Stony Brook v New 

Yorku v pracovní skupině prof. Ojimy, SB-T-1213, SB-T-1214, SB-T-1102, SB-T-

1216 a další (Ojima et al. 1996, Ojima et al. 1998). Tyto taxany byly připraveny 

modifikacemi funkčních skupin na uhlíku 10 (C10) a uhlíků 3´ (C3´) a dusíku 3´ 

(C3´N) postranního řetězce připojeného k uhlíku 13 (C13) molekuly paclitaxelu, (viz 

3.3.1). Případně i dalšími modifikacemi molekuly paclitaxelu (modifikace funkční 

skupiny na uhlíku 2, viz Zheng et al. 2017). Některé nové taxany obsahují 

v molekule taxanu heteroatomy fluoru, které by měly snižovat odbourávání taxanů a 

prodlužovat jejich biologický účinek, jedná se o taxany řady SB-T-12851 až 12854 

(Pepe et al. 2009, Vobořilová et al. 2011, Ojima et al. 2016). Řada studií potvrdila, 

že mnohé tyto taxanové deriváty byly účinnější v indukci buněčné smrti 

v senzitivních i rezistentních nádorových buňkách ovárií, plic, střeva, prsu atd. 

(Ojima et al. 1996, 1998, 2000, 2008, Kovář et al. 2009, Vobořilová et al. 2011, 

Jelínek et al. 2013).  

Účinky taxanů třetí generace SB-T-1214, SB-T-12854 a IDN5109 (Ferlini et al. 

2005) byly testovány v zajímavých studiích Otové a kol. (2012) in vivo v krysích 
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lymfomech. Všechny testované taxany účinně snižovaly proliferaci krysích 

nádorových buněk. Taxany SB-T-1214 a IDN5109 v testovaných buňkách navíc 

snižovaly hladinu ABCB1 transportéru, který se může zásadně účastnit rezistence 

nádorových buněk k taxanům (viz. 3.5.1). Nicméně se zde objevil typický problém 

spojený s používáním nových taxanů, a to je jejich vysoká cytotoxicita in vivo 

(Otová et al. 2012), (viz 3.3.2). 

 

3.4 Indukce buněčné smrti taxany  

Typ PCD indukované taxany závisí na koncentraci použitých taxanů. Pokud jsou 

taxany k buňkám přidány ve vysoké koncentraci, dochází v buňkách k zastavení 

dynamiky mikrotubulů a následně k nekróze (viz 3.2). U buněk, které nemají funkční 

protein Bcl-2 a/nebo funkční kaspázu 3, taxany poměrně často indukují mitotickou 

katastrofu (viz 3.2.1), (Blajeski et al. 2001, Morse et al. 2005, Khongkow et al. 

2016). V nádorových buňkách byla po aplikaci taxanů popsána i PCD závislá na 

uvolnění cathepsinů z lyzosomů, pyroptóza a buněčná smrt podobná autofagii (viz 

3.2.1), (Górka et al. 2005, Liao a Lieu, 2005, Mediavilla-Varela et al. 2009, Salinas 

et al. 2014).  

Nejčastěji však taxany zastavují buněčný cyklus v mitóze a indukují apoptózu (viz 

níže). Apoptóza se však také může spouštět nezávisle na zastavení buněčného cyklu 

(Fan 1999, Mailloux et al. 2001), zvláště pokud taxany indukují transport 

vápenatých iontů z ER do cytosolu a následně aktivují proteiny stresu ER (Pan a 

Gollahon, 2011, Tanimukai et al. 2013).   

 

3.4.1 Úloha proteinu p53 v indukci apoptózy taxany   

Aplikace taxanů na buňky vede často k aktivaci proteinu p53 (viz 3.2.2.2.1), 

v některých nádorových buněčných liniích byl p53 aktivován dokonce tak nízkou 

koncentrací paclitaxelu, která nezastavovala buněčný cyklus na rozhraní G2/M fáze 

(Héliez et al. 2003).  

Ve většině buněčných linií hraje ale p53 v indukci apoptózy pouze minoritní roli, 

neboť indukce apoptózy, přímo závislá na aktivaci proteinu p53, byla in vitro 

pozorována výjimečně (Drago-Ferrante et al. 2008). V buňkách s funkčním p53 

spíše docházelo k zastavení buněčného cyklu v G2/M fázi a k indukci apoptózy 
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takovou koncentrací taxanů, která nebyla dostatečná pro indukci apoptózy v buňkách 

bez funkčního p53. Funkční p53 tedy v nádorových buněčných liniích snižoval 

koncentraci použitého paclitaxelu nutnou k indukci apoptózy (Das et al. 2001).  

V řadě testovaných nádorových linií, které funkční p53 produkovaly, se však p53 po 

aplikaci taxanů výrazněji neaktivoval a buněčná smrt byla spuštěna nezávisle na 

aktivaci p53. To je v souladu s faktem, že v některých nádorových buňkách byla 

indukována apoptóza, přestože funkční p53 neprodukovaly (Chadderton et al. 2000, 

Das et al. 2001, Ehrlichová et al. 2005a).  

Poněkud atypická situace byla pozorována v buněčné linii s původem v nádoru 

střeva, kde paclitaxel indukoval buněčnou smrt v přítomnosti i nepřítomnosti 

funkčního proteinu p53, ale buňky bez funkčního p53 vykazovaly odlišnou 

morfologii (Llovera et al. 2012).  

 

3.4.2 Úloha kaspáz v apoptóze indukované taxany  

Taxany v buňkách aktivovaly výše popsané iniciační i exekuční kaspázy (viz 3.2.3). 

Ve specifických případech byla pozorována aktivace i dalších kaspáz, např. kaspázy 

4, během indukce stresu ER taxany (Liao et al. 2008, Tanimukai et al. 2013). 

 

3.4.2.1 Úloha iniciačních kaspáz 8, 10 a 9 v apoptóze indukované taxany 

Kaspáza 8 se v mnoha typech nádorových buněk po aplikaci taxanů aktivovala. 

Jelikož se ale taxany dostávají do buněk difúzí, nepředpokládá se jejich interakce 

s receptory smrti (a tvorba komplexu DISC, viz 3.2.3.1), a tudíž musí být kaspázy 8 a 

10 aktivovány v alternativních proapoptotických signálních drahách. Jedním z těchto 

popsaných alternativních mechanismů je aktivace kaspázy 8 v důsledku interakce 

taxanů s proteinem FADD, dalším je aktivace kaspázy 8 navázané na mikrotubuly 

(struktury, na kterou se vážou i taxany, viz 3.3.3), (Mielgo et al. 2009).  

V současné době se předpokládá, že indukce apoptózy, pozorovaná v některých 

nádorových liniích, která byla přímo závislá na aktivaci kaspázy 8, je spíše unikátní 

vlastností těchto buněk (Oyizu et al. 1999, van Haefen et al. 2003). Na druhou 

stranu, v celé řadě testovaných nádorových linií se kaspáza 8 účastnila různých 

proapoptotických amplifikačních drah (Ofir et al. 2002, Wang et al.  2004, Liao et 

al. 2008, Jelínek et al. 2015).  
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Kaspáza 10 obvykle po aplikaci taxanů aktivována nebývá, nicméně je nutné zmínit, 

že její aktivace není rutinně testována. Otázkou tedy zůstává, zda je dráha zahrnující 

aktivaci kaspázy 10, popsaná v leukemických buňkách, pouze unikátním znakem 

těchto buněk, nebo zda se jedná o rozšířenější jev (Park et al. 2004).  

Naopak, v mnoha nádorových i nenádorových buněčných liniích byla aktivace 

kaspázy 9 zásadní pro indukci vnitřní dráhy indukce apoptózy taxany. Prvním 

krokem indukce apoptózy byla v tomto případě translokace cytochromu c a proteinu 

Smac do cytosolu probíhající v senzitivních nádorových buňkách (Carré et al. 2002, 

Kim et al. 2006, Mhaidat et al. 2007, Luo et al. 2010, Peng et al. 2016). Ale také v 

rezistentních nádorových buňkách po aplikaci paclitaxelu a docetaxelu ve vyšší 

koncentraci (Ehrlichová et al. 2005a), nebo v buňkách s aktivovanou dráhou 

stresu ER (Liao et al. 2008). Výsledkem translokace proapoptických faktorů 

z mitochondrií do cytosolu bylo formování apoptozómu a aktivace kaspázy 9 (viz 

3.2.3.1), (Perkins et al. 2000, Janssen et al. 2007, Liao et al. 2008).  

U jiných typů nádorových buněk nebyl membránový potenciál mitochondrií narušen 

a cytochrom c se do cytosolu neuvolňoval (Vobořilová et al. 2011). Ve specifickém 

případě taxany indukovaly uvolňování proteinu Smac z mitochondrií nezávisle na 

poklesu MMP, tj. pravděpodobně jiným mechanismem než je uvolňován cytochrom 

c. Uvolnění proteinu Smac ale v tomto případě nemělo výrazný vliv na průběh 

buněčné odpovědi (von Haefen et al. 2003). V mnoha dalších typech nádorových 

buněk k indukci apoptózy závislé na kaspáze 9 však vůbec nedocházelo (Ofir et al. 

2002, Jelínek 2015).  

Úloha kaspázy 9 v indukci apoptózy taxany se tedy zřejmě velmi liší u jednotlivých 

typů buněk. 

 

3.4.2.2 Úloha kaspázy 2 v indukci apoptózy taxany 

V nádorových buňkách různých typů taxany prokazatelně aktivují kaspázu 2 (viz 

3.2.3.2), (Wang et al.  2004, Ehrlichová et al. 2005a, Mhaidat et al. 2007, Kovář et 

al. 2009, Luo et al. 2010, Vobořilová et al. 2011). K aktivaci kaspázy 2 docházelo 

také po koaplikaci paclitaxelu a dalších látek (Xu et al. 2011). Kaspáza 2 byla 

aktivována v rámci indukce mitotické katastrofy (Mediavilla-Varela et al. 2009), 

nebo během indukce apoptózy, a to pravděpodobně pomocí fosforylace prokaspázy 2 

kinázou Jun (Mhaidat et al. 2007). Otázkou zůstává přesná úloha kaspázy 2, pokud 
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byla aktivována iniciační kaspázou 9 (Yuan et al. 2002), nebo zatím poněkud 

nejasným mechanismem prostřednictvím kaspázy 8 (Drago-Ferrante et al. 2008). 

V každém případě byla v některých nádorových buňkách apoptóza indukovaná 

taxany na aktivaci kaspázy 2 přímo závislá (Fabbri et al. 2008, Jelínek et al. 2013). 

Důležitost kaspázy 2 v indukci apoptózy potvrzuje fakt, že některé nádorové i 

nenádorové buňky byly významně rezistentnější k účinkům taxanů, pokud neměly 

funkční kaspázu 2 (Mhaidat et al. 2007, Ho et al. 2008, Jelínek et al. 2013). 

Kaspáza 2 má zřejmě důležitou úlohu už v nejčasnějších stádiích apoptózy, neboť 

může indukovat konformační změny některých proapoptotických proteinů a spouštět 

tak vnitřní dráhu indukce apoptózy (Mhaidat et al. 2007).  

 

3.4.2.3 Aktivace exekučních kaspáz 3, 7 a 6 taxany 

Aktivace exekuční kaspázy 3 je velmi důležitá pro apoptózu indukovanou taxany 

v nádorových buňkách původem z Kaposhiho sarkomu, ovárií, močového měchýře, 

prsu, atd. (Yuan et al. 2002, Wang et al. 2004, Liao et al. 2008, Kovář et al. 2009, 

Flores et al. 2012). Kaspáza 3 byla aktivována také během koaplikace taxanů a 

dalších látek (Alvero et al. 2006, Sarkar et al. 2011). Poměrně specifická byla 

aktivace kaspázy 3 bez paralelní aktivace iniciačních kaspáz v nádorových buňkách 

původem z ovárií (Chen et al. 2005).  

Jako vhodný model pro studium úlohy kaspázy 3 v rezistenci nádorových buněk 

k taxanům mohou být použity takové buňky, které přirozeně kaspázu 3 neprodukují 

(např. MCF-7), případně tyto buňky transfekované genem pro funkční kaspázu 3. 

Zatímco produkce kaspázy 3 v některých takových buňkách opravdu zvyšovala 

citlivost k indukci apoptózy paclitaxelem (Friedrich et al. 2001), v jiných 

nádorových liniích k tomu nedocházelo (Friedrich et al. 2001, Ofir et al. 2002). 

Předpokládá se tedy, že účinek taxanu na aktivaci kaspázy 3 je závislý na typu 

použité buněčné linie. 

Zajímavá zjištění jsou popsána v práci von Haefen a kol. (2003). V leukemických 

buňkách, kde paclitaxel aktivoval vnitřní dráhu indukce apoptózy, aktivovala 

kaspáza 3 kaspázu 8, která poté štěpila protein Bid a přispívala tak k amplifikaci 

proapoptotického signálu. Tato pozitivní zpětná vazba vzájemné aktivace kaspázy 3 

a 8 byla nezbytná pro účinnou iniciaci apoptózy v testovaných buňkách (von Haefen 

et al. 2003).  
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Kaspáza 7 se aktivuje v buňkách nádoru děložního čípku, prsu, nebo neuroblastomu 

(Nicolini et al. 2001, Tai et al. 2014, Jelínek et al. 2015) a kaspáza 6 

v leukemických buňkách (Park et al. 2004), buňkách retinoblastomu (D'Anneo et al. 

2010) nebo v buňkách nádoru prsu (Jelínek et al. 2015). Přesná funkce těchto dvou 

kaspáz v indukci apoptózy taxany zatím ale zcela objasněná nebyla. 

       

3.4.3 Úloha proteinů rodiny Bcl-2 v apoptóze indukované taxany  

Taxany v některých případech využívají homologie ve struktuře β tubulinu a proteinu 

Bcl-2, vážou se přímo na Bcl-2, a tím snižují jeho antiapoptotickou aktivitu (Ferlini 

et al. 2009). Obvykle je ale úloha Bcl-2 proteinů v indukci buněčné smrti taxany 

poměrně komplikovaná, protože ztráta funkce jednotlivých Bcl-2 proteinů může být 

suplována zvýšenou aktivitou ostatních Bcl-2 proteinů s podobnou funkcí (viz 

3.2.2.2.2). 

Zvýšení hladiny antiapoptotických proteinů bylo mnohokrát popsáno jako 

příčina rezistence nádorových buněk k taxanům (Ibrado et al. 1997, Fauzee et al. 

2012, Watanebe et al. 2013). Nejčastěji došlo v nádorových buňkách k overexpresi 

proteinu Bcl-2 nebo Bcl-xL (Yoshino et al. 2006, Mhaidat et al. 2007), (viz 

3.2.2.2.2). V některých nádorových buňkách však může k taxanové rezistenci 

nepřímo přispívat též snížená hladina proteinu Bcl-2 (Calastretti et al. 2014).  

Proteiny Bcl-2 a Bcl-xL byly v některých rakovinných buňkách po aplikaci taxanů 

fosforylovány (Basu a Haldar, 2003, Yoshino et al. 2006, Fabbri et al. 2008), což 

vedlo k inhibici jejich aktivity a k indukci apoptózy. Na fosforylaci Bcl-2 se zásadně 

podílely buněčné kinázy Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma) a JNK (Shitashige 

et al. 2001, Chun a Lee 2004). Mutační analýzy fosforylačního místa navíc 

prokázaly, že blokace fosforylace proteinu Bcl-2 zvyšovala rezistenci nádorových 

buněk k taxanům (Blagosklonny et al. 1996, Haldar et al. 1997, Srivastava et al. 

1999), avšak ne ve všech testovaných buňkách (Noguchi 2006). Po aplikaci taxanů 

na nádorové buňky byly totiž popsány i fosforylace Bcl-2, které vedly naopak 

k aktivaci tohoto proteinu (Brichese et al. 2002). Důležitou otázkou zůstává, jak jsou 

asociovány inhibiční a aktivační fosforylace Bcl-2 a Bcl-xL s rezistencí nádorových 

buněk k taxanům.   

Na druhou stranu, snížení hladiny proapoptotických proteinů Bax a Bak, nebo 

inhibiční fosforylace těchto proteinů, např. PKB, vedly prokazatelně k rezistenci 
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nádorových buněk k taxanům (Strobel et al. 1996, Aoudjit a Vuori 2001). Zajímavé 

je, že v rakovinných i nerakovinných buňkách taxany snižovaly poměr proteinů 

Bcl2/Bax (Wang et al. 2004, Janssen et al. 2007, Sharifi et al. 2014), nebo 

rozrušovaly vazbu proteinů Bax a Bcl-xL (Flores et al. 2012). V obou případech 

tvořil volný protein Bax póry ve vnější mitochondriální membráně a spouštěl tak 

apoptózu (viz 3.2.2.2.2 a 3.2.3.1). 

Poněkud nejasná zůstává úloha BH3-only proteinů Bid, Bim a Bad (viz 3.2.2.2.2). 

Byly popsány nádorové buňky se zvýšenou, ale i sníženou hladinou těchto proteinů, 

s různým výsledným vlivem na přežívání buněk po aplikaci taxanů (Mhaidat et al. 

2007, Craik et al. 2010, Fauzee et al. 2012, Miller et al. 2013, Luo et al. 2015). 

V buňkách melanomu byla například apoptóza navozená taxany prakticky nezávislá 

na funkci proteinu Bid (Mhaidat et al. 2007). Přestože v některých dalších typech 

nádorových buněk dochází po aplikaci taxanů ke štěpení proteinu Bid, buňky bez 

funkčního proteinu Bid před účinky taxanu výrazně ochráněny nejsou (Janssen et al. 

2007, Ho et al. 2008).  

V některých případech dochází po aplikaci taxanů také k defosforylaci BH3-only 

proteinů (Janssen et al. 2007, Savry et al. 2013) a rozvolnění jejich interakcí 

s dalšími proteiny rodiny Bcl-2, např. proteinem Bak (Sunters et al. 2003, Kutuk 

and Letai, 2010), a tím k inhibici apoptózy. 

 

3.5 Rezistence nádorových buněk k taxanům  

Rezistenci nádorových buněk k účinkům paclitaxelu a docetaxelu můžeme rozdělit 

na rezistenci vrozenou, která je komplikací pro primární léčbu taxany a rezistenci 

získanou, která je vážnou komplikací opakované léčby taxany.  

V nádorových buňkách bylo dosud popsáno několik mechanismů taxanové 

rezistence: Rezistence spojená s čerpáním taxanů z buněk, s metabolickou degradací 

taxanů, s vazbou taxanů k mikrotubulům, s defektní indukcí apoptózy, případně s 

neúčinnou indukcí dalších typů PCD (autofagie apod.), (Murray et al. 2012, Wang et 

al. 2015, Visconti et al. 2017).     

 

3.5.1 Rezistence spojená se zvýšenou expresí ABC transportérů 
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Rodina ABC transportérů zahrnuje několik desítek transmembránových proteinů, 

které přenášejí hydrofobní molekuly přes plasmatickou membránu buňky za spotřeby 

energie. Dělí se na podrodiny ABCA (ATP binding cassete subfamily A) až ABCE 

(ATP binding cassete subfamily E), přičemž do některých podrodin se řadí až deset 

proteinů (Eckford a Sharom 2009).  

Klinicky významný je zejména transportér ABCB1, neboli P-glykoprotein, který 

čerpá taxany z nádorových buněk, a tak buňky chrání před jejich účinkem (Fojo et 

al. 2005, Hansen et al. 2015). Intracelulární koncentrace látek se v přítomnosti 

ABCB1 transportéru na plazmatické membráně může lišit až dvacetkrát (Ehrlichová 

et al. 2005b). ABCB1 může mít in vitro afinitu pro více cytostatik zároveň, např. 

k doxorubucinu a zároveň k paclitaxelu (Chadderton et al. 2000). V některých 

nádorových buňkách P-glykoprotein transportoval také současně taxany z první a 

druhé generace. Taxany třetí generace jsou proto navrhovány tak, aby nebyly P-

glykoproteinem rozeznávány a transportovány (Li et al. 2014, Ojima et al. 2016).  

Složitost této problematiky ilustruje skutečnost, že některé nové taxany, např. 

cabazitaxel, které jsou účinné v indukci buněčné smrti nádorových buněk 

rezistentních k paclitaxelu, jsou proteinem ABCB1 rozeznávány a transportovány. Je 

zde tedy reálná a klinicky důležitá možnost navození rezistence k cabazitaxelu a 

příbuzným látkám (Duran et al. 2015).  

Dlouhodobou otázkou zůstává snížení exprese ABCB1 transportéru v nádorových 

buňkách přímo v těle pacienta (Duan et al. 2004) z důvodu chybějícího výkonného a 

zároveň bezpečného transfekčního systému. 

 

3.5.2 Rezistence spojená s metabolismem taxanů 

Taxany jsou odbourávány v játrech v mikrozomech hepatocytů, nerozložené 

metabolity jsou poté transportovány do žluče a vyloučeny z těla. Ve studiích 

Václavíkové a kol. (2003, 2004, 2006), kde byl studován metabolismus paclitaxelu a 

docetaxelu v lidských a krysích mikrozomech, se ukázalo, že zatímco docetaxel se 

metabolizoval v obou typech mikrozomů podobně, odbourávání paclitaxelu bylo 

druhově specifické. V mikrozomech byly navíc do určité míry metabolizovány i 

nové taxany (SB-T-1216). 

Na odbourávání taxanů se významně podílí v rámci redoxně-metabolických drah 

proteiny z rodiny cytochromů, např. cytochrom CYP3A4 (cytochrome P450 3A4), 
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(Václavíková et al. 2006). Předpokládá se, že změny exprese jednotlivých 

cytochromů mohou významně přispívat k taxanové rezistenci. Pokud se produkují ve 

vyšší míře cytochromy, které nejsou účinné v odbourávání taxanů, kumulují se 

taxany v buňkách a působí na ně déle (Miyoshi et al. 2002, Garcia-Martin et al. 

2006).    

      

3.5.3 Rezistence spojená s vazbou taxanů na mikrotubuly 

Nádorové buňky rezistentní k taxanům se mohou lišit od senzitivních buněk bodovou 

mutací v genu kódujícím β tubulin, produkcí různých tříd β tubulinu, nebo změnou 

exprese proteinů regulujících aktivitu mikrotubulů (viz 3.3.3), (shrnuto v Orr et al. 

2003). V buňkách rezistentních k taxanům byly také popsány změny v expresi  α 

tubulinu, nebo v proteinech asociovaných s mikrotubuly (Alli et al. 2002, Martello et 

al. 2003, Smoter et al. 2011, Sun et al. 2015). Jedná se však spíše o minoritní jevy. 

Mutace v genu pro β tubulin můžeme rozdělit na dvě skupiny. První jsou mutace ve 

vazebném místě pro taxany, které snižují afinitu taxanů k β tubulinu, a tak chrání 

buňky před jejich účinkem (Giannakakou et al. 2000, Goncalves et al. 2001, Yin et 

al. 2010). Druhým typem jsou mutace v tzv. leucinovém klastru, které vedou ke 

snížení interakcí mezi β tubulinovými jednotkami. A ačkoliv jsou tyto mutace často 

neslučitelné s přežitím buňky, mohou za určitých podmínek zabránit stabilizaci 

mikrotubulů taxany (Hari et al. 2006, Wiesen et al. 2007).  

V buňkách obratlovců bylo dosud popsáno šest tříd β tubulinu (I až VI), které se dále 

dělí do několika podtříd (IVa, IVb, apod.).  

V mnoha typech nádorových buněk rezistentních k účinkům klasických taxanů byla 

opakovaně pozorována vyšší produkce β tubulinu III. třídy. β tubulin III. třídy 

má totiž nejvyšší dynamiku skládání a rozpadu tubulinových vláken a pro svoji 

účinnou polymeraci vyžaduje vysokou koncentraci jednotlivých tubulinových 

podjednotek (Kamath et al. 2005, Gan et al. 2007). Zvýšená exprese tohoto typu 

tubulinu tedy snižuje schopnost taxanů účinně polymerovat mikrotubuly 

v nádorových buňkách a může vést k navození taxanové rezistence.  

Testování pacientek s nádorem prsu v řadě studií ukázalo, že zvýšená exprese β 

tubulinu III. třídy opravdu predikuje horší prognózu léčbou klasickými taxany 

(Paradiso et al. 2005, Séve et al. 2005).   
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Snížení exprese β tubulinu III. třídy v rezistentních nádorových buňkách pomocí 

antisense oligonukleotidů sensitivitu nádorových buněk k účinkům klasických taxanů 

částečně obnovilo. Předpokládá se, že aby byly zachovány životně důležité funkce 

mikrotubulů, byly v těchto nádorových buňkách produkovány ostatní třídy β 

tubulinu, které paclitaxelem polymerovány jsou (Noguchi 2006, Tommasi et al. 

2007). Naopak, zvýšení exprese β tubulinu III. třídy vedlo k rezistenci nádorových 

buněk také k účinkům docetaxelu, taxanu druhé generace, ale také nového 

taxanového derivátu cabazitaxelu (Mhaidat et al. 2008a, Duran et al. 2015).  

Řešení naznačují výsledky studie, ve které v buňkách rezistentních k paclitaxelu, 

které produkují více β tubulinu III. třídy, indukoval taxan nové generace IDN5390 

apoptózu. A to zřejmě proto, že se na rozdíl od paclitaxelu k β tubulinu III. třídy 

účinně neváže (Ferlini et al.  2005).  

 

3.5.4 Rezistence spojená se sníženou indukcí buněčné smrti  

Rezistence k taxanům spojená se sníženou indukcí PCD může souviset např. se 

zvýšenou hladinou autofagie na úkor snížení indukce apoptózy, a tedy výsledným 

přežíváním buněk v důsledku inhibice proapoptotických mechanismů (Ajabnoor et 

al. 2012, Veldhoen et al. 2013). Obecně tedy rezistence může souviset s aktivací 

takových buněčných procesů, které brání indukci PCD. Nejčastější příčinou tohoto 

typu taxanové rezistence jsou však mutace v genech, které kódují proteiny 

apoptotického aparátu (viz 3.4).  

Jedná se zejména o absenci nebo sníženou aktivitu kaspáz (viz 3.4.2), zvýšení 

hladiny antiapoptotických proteinů rodiny Bcl-2 nebo snížení hladiny 

proapoptotických proteinů Bcl-2 rodiny (viz 3.4.3). Taxanovou rezistenci způsobuje 

také zvýšení exprese proteinů rodiny IAP1 (viz 3.2.3.3), tj. survivinu, (Zaffaroni et 

al. 2002), XIAPu (Gagnon et al. 2008), IAP2 (Tian et al. 2014) nebo snížení hladiny 

proapoptotického proteinu Smac (Fandy 2008). 
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4. Komentář k publikacím 

 

4.1 Molekulární mechanismy indukce apoptózy v buňkách nádorů 

prsu novými deriváty taxanů  

V rámci studií zahrnutých do této disertační práce jsme se pokusili přispět 

k objasnění molekulárních mechanismů indukce apoptózy u buněk nádorů prsu 

klasickým taxanem paclitaxelem a některými novými taxanovými deriváty. Jedním 

z těchto nových derivátů byl taxan SB-T-1216, který se od paclitaxelu liší 

substituenty na uhlících C10, C3´a C3´N, a který překonává navozenou rezistenci 

nádorových buněk k paclitaxelu, (Kovář et al. 2009).  

Je již dlouho známé, že zavedení určitých heteroatomů do molekuly taxanu může 

zvyšovat jeho cytotoxicitu, snižovat přirozenou rezistenci nádorových buněk nebo 

chránit taxany před metabolickou degradací, a tak prodlužovat dobu jejich působení. 

Proto byly připraveny nové deriváty taxanů, strukturou podobné SB-T-1216, které 

mají ve své struktuře atom fluoru: SB-T-12851, SB-T-12852, SB-T-12853 a SB-T-

12854 (Pepe et al. 2009). V několika studiích byl testován účinek těchto taxanů na 

růst a přežívání senzitivních i rezistentních nádorových buněk (Ehrlichová et al. 

2005a, Vobořilová et al. 2011, Jelínek et al. 2017) a ukázalo se, že přestože tyto 

fluorované taxany indukují apoptózu podobně účinně, taxan SB-T-12854 inhibuje 

proliferaci nádorových buněk nejefektněji.  

Nejnižší koncentrace klasického taxanu paclitaxelu a nových taxanů, které 

v testovaných nádorových buňkách účinně indukují apoptózu (téměř žádné živé 

buňky na konci inkubace s taxany), jsme určili jako 100 až 600 nM, v závislosti na 

testované buněčné linii (buňky mléčné žlázy vs buňky duktu). Účinek všech 

testovaných taxanů na proliferaci a přežívání nádorových buněk byl velmi podobný, i 

když nové taxany SB-T-1216 a SB-T-12854 byly v indukci apoptózy mírně účinnější 

než paclitaxel (Jelínek et al. 2013, viz kap. 5, str. 54, Jelínek et al. 2017, viz kap. 5, 

str. 88).  

Dále jsme zjistili, že se molekulární mechanismy indukce apoptózy paclitaxelem, 

SB-T-1216 a SB-T-12854 příliš neliší, zásadnější rozdíly v indukci apoptózy jsme 

však pozorovali mezi jednotlivými buněčnými liniemi (viz níže).  
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4.1.1 Úloha kaspázy 2 v indukci apoptózy taxany  

Nejprve jsme se věnovali mechanismu aktivace kaspázy 2 (což může napomoci 

objasnění její funkce v indukci apoptózy), a poté jsme studovali vlastní úlohu 

kaspázy 2 v indukci apoptózy taxany (viz 3.4.2.2) s důrazem na úlohu kaspázy 2 

v aktivaci dalších kaspáz. 

 

4.1.1.1 Aktivace kaspázy 2  

Kaspáza 2 se obvykle aktivovala 24 a 36 hodin po aplikaci taxanů, což jsme 

prokázali mimo jiné detekcí štěpené aktivní formy kaspázy 2 a Golginu 160, 

(Mancini et al. 2000, Jelínek et al. 2013, viz kap. 5, str. 55, 56, Jelínek et al. 2017, 

viz kap. 5, str. 88). Po ověření faktu, že se v buňkách nádoru prsu kaspáza 2 skutečně 

aktivuje, jsme se zaměřili na mechanismus její aktivace. 

Jelikož aktivovaný protein p53 zvyšuje hladinu proteinu PIDD, který může být 

zásadní pro aktivaci kaspázy 2 v komplexu PIDDosomu (Tinel et al. 2007), a 

kaspáza 2 může naopak stabilizovat protein p53 (Oliver et al. 2011), zjišťovali jsme, 

zda se v buňkách nádoru prsu protein p53 na aktivaci kaspázy 2 po aplikaci taxanů 

podílí.  

Ukázalo se, že pokud měly testované nádorové buňky funkční protein p53, byl po 

aplikaci testovaných taxanů aktivován, což jsme prokázali detekcí exprese proteinu 

p21 (Jelínek et al. 2013, viz kap. 5, str. 59). Aktivace proteinu p53 ale 

pravděpodobně zásadní význam pro aktivaci kaspázy 2 neměla, neboť se kaspáza 2 

aktivovala i v buňkách bez funkčního proteinu p53 (Jelínek et al. 2013). Nezávislost 

indukce apoptózy taxany na přítomnosti funkčního p53 byla již dříve mnohokrát 

popsána (Ehrlichová et al. 2005a, Baptiste-Okoh et al. 2008, Vobořilová et al. 

2011). Naše výsledky navíc ukazují, že přestože se po aplikaci taxanů p53 aktivuje, 

neindukuje v buňkách expresi proteinu Bax ani proteinu PIDD. To jsou proteiny 

klíčové pro indukci apoptózy v důsledku aktivace p53 (Tinnel et al. 2007, Jelínek et 

al. 2013, viz kap. 5, str. 59, Jelínek et al. 2017, viz kap. 5, str. 90). Je tedy možné, že 

se p53 účastní pouze zastavení buněčného cyklu v G2/M fázi, nebo v následující G1 

fázi, do které se buňky po aplikaci taxanů mohou dostat překonáním mitotického 

bloku (Castedo et al, 2004, Kovář et al. 2009).  

Dále jsme prokázali, že se kaspáza 2 váže na protein RAIDD i na protein PIDD, což 

by naznačovalo, že je aktivována v komplexu PIDDosomu (Tinnel et al. 2007, 
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Jelínek et al. 2013, viz kap. 5, str. 60). Překvapivě, snížení exprese proteinu RAIDD 

specifickou siRNA, které zabránilo formování PIDDosomu, buňky před působením 

taxanů významně neochránilo (Jelínek et al. 2013, viz kap. 5, str. 61). Buď se tedy 

kaspáza 2 do komplexu PIDDosomu váže, ale ke kompletní aktivaci dochází jiným 

mechanismem, např. v apoptosomu nebo v komplexu DISC (Lavrik et al. 2006, Kim 

et al. 2009, Olsson et el. 2009), nebo je po zformování PIDDosomu a neúčinné 

aktivaci kaspázy 2 v tomto komplexu aktivována nějaká paralelní dráha vedoucí 

k aktivaci kaspázy 2 (Shin et al. 2005, Mhaidat et al. 2008b, Viana et al. 2010).  

Určitou roli v aktivaci kaspázy 2 může hrát také translokace z jádra, kterou jsme 

pozorovali v testovaných nádorových buňkách (Jelínek et al. 2013, viz kap. 5, str. 

58). Otázkou zůstává, nakolik jde o aktivní proces a nakolik se jedná o víceméně 

mechanický přesun kaspázy 2 do cytosolu v důsledku rozpadu jádra během aberantní 

mitózy.  

 

4.1.1.2 Vliv inhibice exprese kaspázy 2 na indukci apoptózy a na aktivaci ostatních 

kaspáz  

Snížení exprese kaspázy 2 pomocí příslušné siRNA částečně ochránilo testované 

buněčné linie před účinkem taxanů po 48 i 96 hodinách inkubace v médiu s taxany. 

Některé typy nádorových buněk dokonce pokračovaly ve výrazně zpomalené 

proliferaci i v přítomnosti taxanů v takové koncentraci, která v senzitivních buňkách 

indukovala apoptózu (Jelínek et al. 2013, viz kap. 5, str. 57). Snížení exprese 

kaspázy 2 vedlo také k výraznému snížení aktivace kaspázy 9 a kaspázy 3, a do 

určité míry také aktivace kaspázy 8 a 7. Takto výrazný efekt inhibice exprese 

kaspázy 2 na aktivaci dalších kaspáz jasně naznačoval, že kaspáza 2 představuje 

v buňkách nádorů prsu po aplikaci taxanu apikální kaspázu (Jelínek et al. 2013, viz 

kap. 5, str. 58).  

Kaspáza 2 byla již dříve popsána jako apikální kaspáza např. v buňkách melanomu 

po aplikaci docetaxelu a v buňkách nádoru prostaty po aplikací partikulí 

s docetaxelem (Mhaidat et al. 2007, Luo et al. 2010). Zde však docházelo později 

k aktivaci mitochondriální dráhy v důsledku štěpení proteinu Bid kaspázou 2 (Lavrik 

et al. 2006, Vakifahmetoglu-Norberg et al. 2013). My jsme ale v testovaných 

buňkách štepení proteinu Bid nepozorovali (Jelínek et al. 2017), a ani zde 

nepředpokládáme klíčovou úlohu mitochondriální dráhy indukce apoptózy (viz 
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4.1.2.2). Kaspáza 2 má tedy zřejmě ve výše zmíněných nádorových buňkách 

poněkud odlišnou funkci.  

V každém případě se kaspáza 2 v buňkách nádoru prsu významně podílí na indukci 

apoptózy, a to pravděpodobně jako apikální kaspáza přímou aktivací kaspáz 9, 3 a 7 

(viz Obr. 5). 

 

4.1.2 Úloha iniciačních kaspáz 8 a 9 a exekučních kaspáz 3 a 7 v indukci 

apoptózy taxany  

Ačkoliv jsme prokázali (alespoň v některých případech) zásadní význam kaspazy 2, 

v indukci apoptózy mají důležitou úlohu i ostatní kaspázy. 

 

4.1.2.1 Aktivace iniciačních a exekučních kaspáz  

V nádorových buňkách se 24 a 36 hodin po aplikaci taxanů aktivovaly iniciační 

kaspázy 8 a 9, což bylo potvrzeno mimo jiné aktivací exekučních kaspáz (viz níže), 

(Vobořilová et al. 2011, Jelínek et al. 2015, viz kap. 5, str. 70, 73).  

Co se týká aktivace kaspázy 8, není příliš pravděpodobné, že byla aktivována 

v komplexu DISC, spíše sloužila jako substrát pro ostatní kaspázy v alternativních 

drahách vedoucích k exekutivním fázím apoptózy (van Haefen et al. 2003, Shin et 

al. 2005, Mhaidat et al. 2007). 

Kaspáza 9 byla aktivována dvěma způsoby. V jedné testované linii došlo k poklesu 

MMP a uvolnění cytochromu c do cytosolu. Předpokládáme tedy, že se zde kaspáza 

9 částečně aktivovala v apoptozómu, přestože ne vždy je translokace cytochromu c 

s aktivací kaspázy 9 spojena, (viz Samraj et al. 2007) a částečně přímou aktivací 

kaspázou 2. V dalších testovaných liniích ale k výraznému poklesu MMP nedošlo a 

cytochrom c se do cytosolu neuvolňoval. Dá se tedy předpokládat, že k formování 

apoptozómu nedochází a kaspáza 9 je aktivována převážně kaspázou 2 (viz Obr. 5), 

(Ehrlichová et al. 2005a, Vobořilová et al. 2011, Jelínek et al. 2015, viz kap. 5, str. 

76, 77). 

Pokud byla v nádorových buňkách přítomna funkční kaspáza 3, 24 a zejména 36 

hodin po aplikaci taxanů se aktivovala. Ve všech testovaných liniích jsme zároveň 

detekovali aktivní formy kaspáz 6 a 7, které byly již dříve detekovány v nádorových 

buňkách různých typů po aplikaci taxanů (Mao et al. 2007, Fabbri et al. 2008, 

Drago-Ferrante et al. 2008, Jelínek et al. 2015, viz kap. 5, str. 70, 71), a to i 
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v buňkách nádoru prsu po aplikaci různých proapoptotických faktorů (Mooney et al. 

2002). Štěpení proteinu PARP prokázalo, že se v testovaných buňkách exekuční 

kaspázy opravdu aktivovaly (Jelínek et al. 2015, viz kap. 5, str. 70).  

V buňkách duktálního původu k aktivaci kaspáz 2 a 9, a poněkud překvapivě ani 

k aktivaci hlavní exekuční kaspázy 3, nedocházelo (Jelínek et al. 2017, viz kap. 5, 

str. 89). Podobná buněčná smrt, probíhající bez aktivace kaspázy 3, byla popsána u 

buněk ovárií po aplikaci taxanů, kde ale nedocházelo k G2/M bloku (Kolfchoten et 

al. 2002). My jsme však G2/M blok pozorovali (naše nepublikovaná data). Pro 

detailní popis mechanismů indukce buněčné smrti v těchto buňkách bude tedy 

potřebné provést další experimenty. 

 

4.1.2.2 Vliv inhibice exprese kaspázy 8, 9, 3 a 7 na indukci apoptózy a na aktivaci 

ostatních kaspáz  

Snížení exprese kaspázy 9 ani kaspázy 8 nemělo významný vliv na indukci apoptózy 

taxany v testovaných buňkách. Naopak snížení exprese kaspázy 3 a kaspázy 7 buňky 

před apoptózou indukovanou taxany částečně ochránilo (Jelínek et al. 2015, viz kap. 

5, str. 74). Žádná z kaspáz významně neštěpila prokaspázu 2, což potvrdilo apikální 

roli kaspázy 2 (viz 4.1.1). Pokud byla v buňkách přítomna kaspáza 3, účastnila se 

aktivace kaspázy 7, kaspáza 9 aktivovala kaspázu 3 a 7 a konečně kaspáza 7 štěpila 

kaspázu 3 (Jelínek et al. 2015). V aktivaci kaspázy 8 jsme žádný signifikantní trend 

nenalezli a domníváme se, že v indukci apoptózy klíčovou roli nehraje (Janssen et 

al. 2007, Jelínek et al. 2015, viz kap. 5, str. 74, 75). Na základě těchto výsledků a 

výsledků inhibice exprese kaspázy 2 (viz 4.1.1.2) jsme navrhli model pravděpodobné 

vzájemné interakce kaspáz (Obr. 5), (Jelínek et al. 2015).   

Podle tohoto modelu taxany aktivují zatím ne zcela jasným mechanismem kaspázu 2, 

která následně aktivuje kaspázu 3 a 7. Paralelně se může uvolňovat cytochrom c 

z mitochondrií a v apoptozómu a/nebo pomocí kaspázy 2 aktivovat kaspáza 9. 

Kaspáza 9 se poté podílí na amplifikaci apoptotických signálů a (spolu s kaspázou 2) 

štěpí kaspázu 7 a 3. Kaspázy 3 a 7 se mohou navíc aktivovat vzájemným štěpením 

(viz Obr. 5).  
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Již dříve byly popsány některé dílčí dráhy z navrženého modelu (Ofir et al. 2002, 

Janssen et al. 2007, Ajabnoor et al. 2012). Podobný model byl také navržen pro 

aktivaci kaspázy 2 v důsledku poškození DNA (Janssens a Tinnel, 2012). 

V navrhovaných modelech indukce apoptózy však hrála aktivace  mitochondriální 

dráhy klíčovou roli, nebo nebyla zcela jasná úloha kaspázy 2.  

 

4.1.3 Úloha proteinů rodiny Bcl-2 v indukci apoptózy taxany  

Apoptóza indukovaná taxany je obvykle spojena se změnou hladiny nebo aktivity 

jednoho nebo více proteinů rodiny Bcl-2.  

My jsme v první řadě zjistili, že v buňkách s původem v mléčné žláze taxany 

zvyšovaly hladinu antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Jelínek et al. 2017, viz kap. 5, 

str. 90). Zvýšení hladiny Bcl-2 proteinu je pravděpodobně nejběžnější forma obrany 

nádorových buněk před indukcí apoptózy (Janssen et al. 2007, Fauzee et al. 2012, 

Calastretti et al. 2014). V buňkách však zároveň docházelo k silné 

inhibiční fosforylaci Bcl-2 (Drago-Ferrante et al. 2008, Notte et al. 2013, Pan a 

Gollahon, 2013). Je tedy možné, že taxany nejprve zvyšují hladinu Bcl-2 proteinu, 

Obr. 5 Schéma vzájemné 

aktivace kaspáz. Plné čáry jsou 

potvrzené dráhy, čárkované 

čáry předpokládané dráhy 

(převzato z Jelínek et al. 2015). 
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nicméně poté je Bcl-2 fosforylován, inaktivován a není tedy dále schopen indukci 

apoptózy zabránit. Je zajímavé, že v jedné testované linii docházelo také 

k defosforylaci Bcl-2 (Jelínek et al. 2017, viz kap. 5, str. 90). Význam této 

defosforylace ale zůstává nejasný. Na druhou stranu, v buňkách s původem v duktu 

taxany mírně snížovaly hladinu proteinu Bcl-2 i bez výrazné fosforylace tohoto 

proteinu. Ke snížení hladiny Bcl-2 tedy může zřejmě docházet několika cestami.  

Hladina proteinu Bax se výrazně neměnila v žádných z testovaných buněk nádoru 

prsu (Jelínek et al. 2017, viz kap. 5, str. 90). Naopak v buňkách retinoblastomu, 

melanomu a dalších typů nádorových buněk ke zvýšení hladiny proteinu Bax po 

aplikaci taxanů dochází (Mhaidat et al. 2007, Drago-Ferrante et al. 2008), což 

může být v souladu se zjištěním, že mitochondriální dráha je nezbytná pro indukci 

apoptózy ve výše zmíněných buňkách. Tato dráha ale nemá klíčovou úlohu u námi 

testovaných buněk nádoru prsu (4.1.2.2 a Obr. 5). Tím, že se v buňkách neměnila 

hladina proteinu Bax a snížila se hladina Bcl-2, snížil se poměr hladin proteinů Bcl-

2/Bax. To je významný indikátor indukce vnitřní dráhy apoptózy. Jestli má tento 

poměr důležitou úlohu v indukci apoptózy v buňkách nádoru prsu, nebylo zatím 

potvrzeno (Panno et al. 2006, Zheng et al. 2017). Apoptóza může být indukovaná 

taxany také v důsledku rozpadu vazby Bcl-xL/Bak (Flores et al. 2012). My jsme 

však žádné významné změny v hladině proteinu Bcl-xL nepozorovali (Jelínek et al. 

2017, viz kap. 5, str. 90). Faktem je, že hladinu proteinu Bak jsme specificky 

nedetekovali, a proto tento mechanismus indukce apoptózy nemůžeme zcela vyloučit 

(Miller et al. 2013). Po aplikaci taxanů docházelo do určité míry také ke zvýšení 

hladiny proteinu Bok, jehož funkce v indukci apoptózy různými faktory zůstává 

poněkud nejasná. Protein Bok totiž indukoval apoptózu pouze v případě, že byl v 

buňce přítomen jeden z proteinů Bax/Bak. Jinak docházelo pouze k rozpadu ER a 

Golgiho apárátu, ale k indukci apoptózy nikoliv (Zhong et al. 2011, Echeverry et al. 

2013). 

Co se týká „BH3-only“ proteinů, ve všech liniích docházelo k signifikantnímu 

zvýšení hladiny proteinu Bad. Po delší inkubaci se však hladina proteinu Bad 

opětovně snížila. Protein Bad se může podílet na deaktivaci proteinu Bcl-2, 

pravděpodobně indukcí proteolytického štěpení Bcl-2 (viz výše), (Fauzee et al 2012, 

Craik et al. 2010). V buňkách nádoru prsu se protein Bad účastní PCD indukované 

taxany podle studie Craik a kol. (2009). Nejednalo se ale přímo o apoptózu jako 
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v našem případě ale o jiný typ PCD. Objasnění přesné úlohy proteinu Bad v námi 

testovaných buňkách tedy vyžaduje další experimenty. V jedné buněčné linii se také 

dočasně zvýšila hladina proteinu Bim (Jelínek et al. 2017, viz kap. 5, str. 90). Bim je 

spojován v různých buněčných liniích nádorů prsu s rezistencí k taxanům. Literární 

údaje ale nejsou příliš konzistentní (Li et al. 2005, Czernick et al. 2009, Mac 

Fhearraigh et al. 2011, Ajabnoor et al. 2012, Savry et al. 2013, Miller et al. 2013, 

Jelínek et al. 2017). Jisté je, že se protein Bim aktivuje při poškození cytoskeletu, 

např. taxany, a zároveň jej aktivuje JNK kináza. JNK kináza může mimo jiné 

aktivovat také kaspázu 2 (Ley et al. 2005, Shin et al. 2005). Další experimenty 

zaměřené na úlohu JNK kinázy a proteinu Bim v indukci apoptózy taxany by tedy 

rozhodně mohly přinést zajímavé výsledky 

 

Můžeme tedy shrnout, že se molekulární mechanismy indukce apoptózy výrazně liší 

více mezi buňkami jednoho typu nádoru s různým původem, než mezi testovanými 

taxany (viz také 4.1.1, 4.1.2). 

 

 

4.2 Rezistence buněk nádoru prsu k novým derivátům taxanů  

V rámci této disertační práce jsme řešili úlohu vybraných funkčních skupin 

v molekule taxanů v navození a překonání rezistence nádorových buněk k taxanům, a 

to hlavně ve vztahu ke schopnosti P-glykoproteinu transportovat taxany z buněk, a 

tak buňky chránit před účinkem těchto taxanů.  

 

4.2.1 Úloha substituentů v poloze C3´ a C3´N v rezistenci k taxanům 

V naší laboratoři jsme postupnou adaptací etablovali sublinie z původně senzitivních 

linií buněk nádorů prsu, které jsou rezistentní k paclitaxelu, a také sublinie rezistentní 

k novému taxanu SB-T-0035 (podobně jako paclitaxel má v obou pozicích C3´ a 

C3´N fenylové zbytky). Rezistentní buňky přežívají a proliferují v takové 

koncentraci taxanů, která indukuje apoptózu v původních senzitivních buňkách 

(Němcová-Fűrstová et al. 2016, Jelínek et al. 2018, viz kap. 5,  str. 105).  

Dále jsme prokázali, že taxanovou rezistenci lze navodit právě proti takovým 

taxanům, které mají na obou pozicích C3´a C3´N fenylovou skupinu. Pokud je jedna 
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z fenylových skupin nahrazena jiným nearomatickým substituentem, nelze proti 

takovému taxanu rezistenci navodit a tyto taxany překonávají rezistenci nádorových 

buněk k paclitaxelu i SB-T-0035 (Ojima et al. 1996, Ojima et al. 2008, Jelínek et al. 

2018, viz kap. 5, str. 102, 103, 104, 105).  

       

4.2.2 Úloha P-glykoproteinu v rezistenci k taxanům s různými substituenty 

v polohách C3´a C3´N  

ABC transportéry jsou proteiny, které transportují ven z buněk různé substráty, např. 

taxany, a tak je mohou chránit před jejich účinkem (viz 3.5.1). 

 

4.2.2.1 ABC transportéry a rezistence k taxanům 

V řadě buněčných linií rezistentních k paclitaxelu byla popsána zvýšená hladina 

ABCB1 (P-glykoproteinu), (Reed et al. 2010, Ajabnoor et al. 2012, Shi et al. 2014, 

Li et al. 2014, Kathawala et al. 2015, Aldonza et al. 2016). V některých případech se 

navíc zvyšovala i hladina transportéru ABCC3 (Němcová-Fűrstová et al. 2016). P-

glykoprotein byl ve zvýšené míře produkován i v buňkách rezistentních k 

účinkům docetaxelu, cabazitaxelu (Ojima et al. 1998, Duran et al. 2015, Li et al. 

2014), a také taxanu SB-T-0035 (Jelínek et al. 2018, viz kap. 5, str. 105). V naší 

laboratoři snížení exprese P-glykoproteinu pomocí specifické siRNA částečně 

obnovilo senzitivitu testovaných buněk k  paclitaxelu i novému taxanu SB-T-0035. 

Předpokládáme tedy, že je P-glykoprotein významně zapojen do rezistence 

k taxanům (Němcová-Fűrstová et al. 2016, Jelínek et al. 2018, viz kap. 5, str. 105).  

 

4.2.2.2 Interakce taxanových derivátů s P-glykoproteinem 

Jelikož je transport molekul P-glykoproteinem spojen s ATPázovou aktivitou tohoto 

transportéru, lze z míry ATPázové aktivity nepřímo určit transportní aktivitu tohoto 

proteinu (Ojima et al. 1996, Ferlini et al. 2000, Marchetti et al. 2014). Ukázalo se, 

že ATPázovou aktivitu P-glykoproteinu aktivovaly (v koncentraci indukujícící 

apoptózu) všechny testované taxany. Pozorované rozdíly v aktivaci P-glykoproteinu 

paclitaxelem a novými taxanovými deriváty nebyly sice statisticky významné, přesto 

však ATPázovou aktivitu P-glykoproteinu nejvíce aktivovaly taxany s dvěma fenyly 

na uhlících C3´ a C3´N (Jelínek et al. 2018, viz kap. 5, str. 106).  
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Dále jsme pomocí metody molekulárního modelování predikovali afinitu 

testovaných taxanových derivátů a vazebného místa P-glykoproteinu. Nejvyšší 

afinitu k P-glykoproteinu měly taxany s dvěma fenyly, poněkud slabší byla afinita 

taxanů s jedním fenylem na uhlíku C3´ nebo C3´N. Taxany, které neměly na těchto 

pozicích fenyl, měly k P-glykoproteinu afinitu nejnižší (Jelínek et al. 2018, viz kap. 

5, str. 107).  

Detailní molekulárně-modelovací studie vazebného místa ukázaly, že vazebné místo 

pro taxany tvoří hydrofobní kapsa obsahující fenyly, do které se svými fenylovými 

skupinami vážou taxany (Ojima et 1998, Liu et al. 2013, Jelínek et al. 2018, viz kap. 

5, str. 107). Důležitý pro vazbu taxanů je také fenyl 339, který tvoří první 

mechanickou zábranu přístupu do hydrofobní kapsy P-glykoproteinu (Zhang et al. 

2015).  

Zdá se tedy velice pravděpodobné, že se dva fenyly na uhlících C3´ a C3´N 

v molekule taxanu vážou s vysokou afinitou do vazebného místa P-glykoproteinu, 

aktivují jeho ATPázovou doménu a zprostředkovávají transport tohoto taxanu ven 

z buňky. Pokud je jeden z fenylů nahrazen nearomatickou skupinou, taxan se neváže 

s tak vysokou afinitou k P-glykoproteinu, není účinně transportován ven 

z (rezistentní) nádorové buňky a může v ní tedy následně indukovat apoptózu.  
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5.2 Publikace věnované rezistenci buněk nádoru prsu  

k novým derivátům taxanů 
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6. Nepublikované výsledky a plány další práce 

  

6.1 Vliv taxanů na buněčný cyklus a jeho regulaci v buňkách nádorů prsu  

V rámci testování účinku taxanů na zastavení buněčného cyklu jsme ověřili, že 

taxany u buněk nádoru prsu s původem v mléčné žláze 12 hodin po aplikaci buněčný 

cyklus kompletně zastavují. Podrobnější průběh dalších procesů jsme určovali 

detekcí hladin polo-like kinázy 1 (Plk1) a Aurora kináz A a B. Hladiny všech 

testovaných kináz po aplikaci taxanů v důsledku zastavení buněčného cyklu výrazně 

vzrostly. Je zajímavé, že 36 hodin po aplikaci taxanů prudce klesla hladina Aurory 

A, a po 48 hodinách i hladiny Aurory B a Plk1. To může naznačovat, že je buněčný 

cyklus těchto buněk zastaven na více než 20 hodin, a teprve poté se spouští apoptóza 

(I. Bartoňová: nepublikované výsledky).               

Dále jsme ověřovali, jestli jsou buňky zastaveny opravdu v G2/M fázi buněčného 

cyklu. Jelikož docházelo 36 hodin po aplikaci taxanů k fosforylaci Chk1 (check 

kinase 1) na serinu 345 a zároveň k mírnému zvýšení hladiny CDC25 (cell division 

cycle protein 25), což jsou dva procesy typické pro buňky v mitóze, je velmi 

pravděpodobné, že jsou buňky zastavené opravdu na rozhraní G2/M fáze, respektive 

v nějaké formě aberantní mitózy (viz 3.2.1), (I. Bartoňová: nepublikované 

výsledky).  

 

6.2 Další výsledky týkající se molekulárních mechanismů indukce apoptózy 

v buňkách nádorů prsu taxany 

Již dříve bylo popsáno, že taxany indukují stres endoplasmatického retikula a 

aktivují i další buněčné signální dráhy. My jsme v buňkách nádoru prsu ale aktivaci 

stresu ER nepozorovali, rovněž sledování aktivace a deaktivace různých kináz po 

aplikaci taxanů nevedlo k odhalení nějakého trendu v aktivaci/deaktivaci, nebo 

dokonce úlohy jednotlivých kináz v přežívání buněk nebo v indukci buněčné smrti 

(D. Kopperová a J. Šrámek: nepublikované výsledky).     

Naše pilotní experimenty však ukázaly, že se taxany v mohou v buňkách účastnit 

zastavení translace, přesný molekulární mechanismus ale zůstává nejasný. Za zmínku 

stojí, že aplikace taxanů vedla k mírné aktivaci JNK kinázy (D. Kopperová a J. 

Šrámek: nepublikované výsledky), která může podle literatury fosforylovat kaspázu 
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2, a tak ji aktivovat (viz 3.2.3.2). Další experimenty zaměřené na interakci JNK 

kinázy a kaspázy 2 by tedy mohly přinést zajímavé výsledky. 

 

6.3 Testování účinnosti taxanových derivátů s různými substituenty v poloze C2  

Prokázali jsme, že substituenty na pozicích C3´a C3´N jsou klíčové pro překonání 

rezistence k taxanům. Pro účinnost taxanů mohou být důležité i substituenty na 

dalších uhlících, např. na uhlíku C2 (viz 3.3.4). Testovali jsme proto účinek nových 

taxanových derivátů s modifikacemi právě na uhlíku 2: SB-T-121402, SB-T-121405, 

SB-T-121406 a další příbuzné deriváty. Tyto deriváty mají k benzenovému jádru na 

uhlíku 2 přípojenou methylovou skupinu bez fluorů nebo s dvěma či třemi fluory. 

Naše pilotní studie ukazují, že tyto nové taxanové deriváty překonávají rezistenci 

k paclitaxelu (jak jsme očekávali), ale že jsou navíc v indukci buněčné smrti 

účinnější než taxanové deriváty, které modifikace na uhlíku 2 nemají. Poměrně 

důležitou úlohu v indukci buněčné smrti těmito novými taxanovými deriváty mají 

fluory připojené k výše zmíněné methylové skupině, v naší další experimentální 

práci se chceme věnovat objasnění úlohy právě těchto atomů fluoru.   

 

6.4 Úloha autofagie a produkce různých tříd β tubulinu v rezistenci buněk 

nádorů prsu k taxanům 

Kromě výše popsané úlohy ABCB1 transportéru (viz 4.2) jsme dále řešili úlohu 

autofagie a β tubulinu II. a III. třídy (viz 3.5.3) v rezistenci nádorových buněk k 

paclitaxelu.  

Aplikace taxanů snižovala v buňkách s původem v mléčné žláze míru autofagie, 

pravděpodobně v důsledku indukce apoptózy. Naopak v buňkách s původem v duktu 

docházelo k aktivaci autofagie a dá se předpokládat, že buňky používaly autofagii 

jako obranný proces k indukci apoptózy taxany (viz 3.2.1). Poněkud překvapivě, 

aplikace induktorů a inhibitorů autofagie nevedla k výrazným změnám rezistence 

nádorových buněk k paclitaxelu, přesná úloha autofagie v rezistenci k paclitaxelu 

tedy zůstává dále nejasná (A. Kábelová: diplomová práce, 2015). Použití aktivátorů 

a inhibitorů autofagie, zvláště se současnou aplikací taxanů, může mít na buňky 

značně pleiotropní účinky, případně i řadu vedlejších efektů. V dalších 

experimentech by bylo zajímavé snížit nebo zvýšit hladinu určitých autofagických 
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proteinů pomocí specifických siRNA nebo transfekcí plazmidů nesoucích geny pro 

příslušné proteiny.    

U senzitivní buněčné linie s původem v duktu docházelo po aplikaci taxanů ke 

zvýšení hladiny βII a βIII tubulinu, zatím jsme však neurčili, která z těchto tříd 

tubulinu je důležitější pro případnou rezistenci k paclitaxelu. Významnou úlohu 

rozdílné exprese těchto tříd β tubulinu ovšem zpochybňuje fakt, že bez ohledu na 

hladinu βIII a βII tubulinu není možné v těchto buňkách navodit rezistenci 

k paclitaxelu (A. Kábelová: diplomová práce, 2015, nepublikované výsledky). 

V každém případě by bylo zajímavé pozorovat případné změny rezistence 

k paclitaxelu po snížení nebo zvýšení hladiny β tubulinu II. a III. třídy.   

Aplikace taxanů na buňky s původem v mléčné žláze nezvyšovala hladinu ani jedné 

testované třídy β tubulinu.  Na druhou stranu jsme pozorovali významné rozdíly 

v produkci, zejména β tubulinu III. třídy, mezi testovanými senzitivními a 

rezistentními buňkami. Jelikož se nám ale nepodařilo najít žádnou signifikantní 

korelaci mezi hladinou β tubulinu III. třídy a rezistencí k paclitaxelu, je 

pravděpodobné, že tento typ β tubulinu v námi testovaných buňkách zásadní úlohu 

nehraje (A. Kábelová: diplomová práce, 2015).  
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7. Závěr 

   

Znalost molekulárních mechanismů indukce apoptózy taxany a resistence 

nádorových buněk k taxanům je velmi důležitá pro účinnou chemoterapii taxany. 

V této disertační práci jsme se tedy pokusili přispět k objasnění těchto dvou 

důležitých otázek.   

 

1)   Molekulární mechanismy indukce apoptózy taxany v buňkách lidských    

nádorů prsu 

 

 Zjistili jsme, že pokud se v buňkách nádoru prsu kaspáza 2 po aplikaci taxanů 

aktivovala, hrála v indukci apoptózy významnou roli. Na aktivaci kaspázy 2 

se v testovaných buňkách nepodílel protein p53, K aktivaci kaspázy 2 také 

nedocházelo v komplexu PIDDosomu. Je možné, že k aktivaci kaspázy 2 

přispívala nepřirozeně dlouhá přítomnost prokaspázy 2 v cytosolu v důsledku 

rozpadu jaderné obálky během mitotického bloku.  

 

 Po aplikaci taxanů se v buňkách nádorů prsu s původem v mléčné žláze 

aktivovala kaspáza 2, iniciační kaspázy 8 a 9 i exekuční kaspázy 3 a 7. 

Kaspáza 8 se však indukce apoptózy přímo neúčastnila a kaspáza 9 se 

aktivovala pravděpodobně pouze v rámci apoptotické dráhy s nižším 

významem vedoucí k aktivaci kaspáz 3 a 7. Poněkud nejasná zůstává úloha 

mitochondriální dráhy indukce apoptózy. Nezdá se však, že by byla nezbytná 

pro indukci apoptózy taxany. Dle námi navrženého modelu je tedy hlavní 

dráha indukce apoptózy v buňkách původem ve žláze zahájena aktivací 

kaspázy 2, která poté aktivuje kaspázu 3 a 7. Současně zde probíhá aktivace 

kaspázy 9 kaspázou 2 a vzájemná aktivace kaspáz 3 a 7.  

 V buňkách s původem v duktu se však významně  aktivovala pouze iniciační  

kaspáza 8 a exekuční kaspázy 7 a 6. Apoptóza je tedy v těchto buňkách 

indukována nezávisle na kaspázách 2, 3 a 9. 
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 Pokud jde o proteiny rodiny Bcl-2, tak nejdůležitější úlohu v indukci 

apoptózy po aplikaci taxanů má pravděpodobně proapoptotický „BH3-only“ 

protein Bad. Jeho zvýšenou hladinu jsme pozorovali ve všech testovaných 

liniích. Dále jsme pozorovali relativně časté snížení hladiny 

antiapoptotického proteinu Bcl-2 a zvýšení hladiny proapoptotického 

proteinu Bim. U těchto proteinů určitou úlohu v indukci apoptózy 

předpokládáme. Otázkou zůstává úloha proteinu Bok, jehož přesná fukce 

v indukci apoptózy není obecně známá. Ostatní proteiny rodiny Bcl-2 se 

indukce apoptózy u buněk nádorů prsu taxany zřejmě významnějším 

způsobem neúčastní.  

 

 

2)  Molekulární mechanismy navozené rezistence buněk lidských nádorů prsu  

k taxanům 

   

 Ukázali jsme, že u buněk nádorů prsu lze navodit rezistenci pouze proti 

takovým taxanům, které mají v obou pozicích C3´ a C3´N fenylovou skupinu. 

Pokud je alespoň jeden z fenylů ve zmíněných pozicích nahrazen 

nearomatickou funkční skupinou, nelze proti takovému taxanu rezistenci 

navodit. Tyto taxanové deriváty překonávají navozenou rezistenci 

nádorových buněk k  taxanům s dvěma fenyly v pozicích C3´a C3´N.  

 

 Dále jsme zjistili, že navozená rezistence buněk nádoru prsu k taxanům 

s dvěma fenyly na uhlících C3´a C3´N je úzce spojena s vysokou afinitou 

těchto derivátů k ABCB1 transportéru (P-glykoproteinu). Taxanové deriváty 

s vysokou afinitou k ABCB1 jsou totiž účinně transportovány z buněk, což je 

zřejmě zásadní příčinou rezistence k těmto taxanům. Pokud je jeden ze 

substituentů ve výše zmíněných pozicích nahrazen nearomatickou skupinou, 

mají tyto taxanové deriváty nižší afinitu k ABCB1 transportéru, nejsou jím 

trasportovány ven z buněk a rezistenci k nim tedy v podstatě navodit nelze. 
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