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Souhrn: 

Tato bakalářská práce se zabývá tématikou hemato-onkologických malignit, kte-

ré představující širokou skupinu onemocnění postihující kostní dřeň a lymfatické uzliny. 

Cílem práce byla identifikace vhodného typu a koncentrace chemoterapie pro navazující 

experimenty s kombinovanou imunoterapií NK buňkami. Tato kombinace by mohla 

vést ke snížení užívaných dávek chemoterapie a tedy i k možnosti předcházení či sníže-

ní závažnosti nežádoucích účinků vyskytujících se při chemoterapii. V práci bylo pra-

cováno s buněčnými liniemi, které reprezentovaly 2 onemocnění – akutní myeloidní 

leukémii a mnohočetný myelom. Tyto linie byly vystaveny účinkům cytrabinu, doxoru-

bicinu, venetoclaxu a bortezomibu. Efekt jednotlivých látek byl sledován a následně 

analyzován na přístroji IncuCyte®. 
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Summary: 

This bachelor thesis deals with haemato-oncological malignancies that represent 

a wide range of diseases that affect bone marrow and lymph nodes. The aim of the study 

was to identify the appropriate type and concentration for follow-up experiments use in 

subsequent combination immunotherapy with NK cells. This combination could result 

in fewer chemotherapy doses and thus less risk of side effects. In this work it was wor-

ked with cell lines which represent the two cases – acute myeloid leukemia and multiple 

myeloma. These lines will be exposed to the action of cytarabine, doxorubicine, vene-

toclax and bortezomib. The effect of each substance was monitored and then analyzed 

on the IncuCyte® machine. 
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ÚVOD 

Hematologické malignity jsou širokou skupinou nádorových onemocnění postihují-

cí lymfatické uzliny a kostní dřeň. 

V léčbě hematologickýh malignit lze uplatnit celou řadu postupů. Vedle chemote-

rapie se stále častěji hovoří o možnostech využití imunoterapie či kombinované léčby 

(chemoterapie + imunoterapie). Výhodou této kombinované léčby je možnost užití nižších 

dávek chemoterapie a tedy i redukce případných nežádoucích účinků. 

Akutní myeloidní leukémie je onemocnění, při kterém dochází k maligní transfor-

maci hematopoetické buňky. Jedná se o rychle se rozvíjející onemocnění, jehož klinické 

příznaky jsou způsobeny přítomnou anémií, neutropenií a trombocytopenií. Léčba je agre-

sivní a je založena na intenzivní chemoterapii nebo alogenní transplantaci krvetvorných 

buněk.  

Mnohočetný myelom je druhým nejčastějším nádorovým onemocněním krevních 

buněk. Jeho podstatou je klonální proliferace plazmatických buněk, které produkují mono-

klonální protilátku (paraprotein). Výsledkem jsou poruchy krvetvorny a imunitního systé-

mu, ale také odbourávání kostní hmoty. Léčba zahrnuje chemoterapii, imunoterapii či bio-

logickou léčbu.  

Cílem bakalářské práce bylo stanovení vhodné koncentrace chemoterapeutika pro 

použití v kombinaci s imunoterapií, kontrétně v kombinaci s přirozenými zabijáky, NK 

buňkami. 

Bakalářská práce je členěna na dvě části, část teoretickou a část praktickou. Teore-

tická část obsahuje základní informace o hematologických malignitách a to konkrétně o 

akutní myeloidní leukemii a mnohočetném myelomu. Jsou zde uvedeny informace o jejich 

incidenci, vzniku, diagnostice či terapii. Dále je zde podrobně zpracováno téma chemote-

rapie s jejími mechanismi i nežádoucími účinky.  

Praktická část práce se věnuje účinkům různých typů chemoterapie na zvolené bu-

něčné linie (KG-1a, RPMI 8226) a interpreaci získaných výsledků. 

Diskuze na konci srovnává výsledky analýzy s ostatními studiemi. 
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TEORETICKÁ ČÁST 

1 HEMATOLOGICKÉ MALIGNITY 

1.1 Charakteristika 

Hematologické malignity jsou skupinou klonálních onemocnění vznikající 

z nezralých krevních buněk či z buněk v počátečním stádiu vývoje (Obrázek 1). Buňky se 

mění na klon maligních buněk, nejsou schopny apoptózy, žijí déle a utlačují zdravé buňky. 

(Mírka 2006) 

Tyto malignity představují širokou škálu nádorových onemocnění postihující 

zejména kostní dřeň, poté se jedná o leukemie, a lymfatické uzliny (lymfomy). (Doležalo-

vá 2016) 

Obrázek 1: Vývoj kmenových buněk 

Dostupné z: https://www.docsity.com/sr/histologija-hematopoeza/4468681/ 
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1.2 Klasifikace hematologických malignit 

Klasifikace hematologických malignit podle WHO rozděluje tyto novotvary přede-

vším podle diferenciační linie na myeloidní novotvary, lymfoidní novotvary, poruchy žír-

ných buněk a histiocytární novotvary (Tabulka 1). V každé kategorii jsou různá onemoc-

nění definována podle kombinace morfologie, imunofenotypu, genetických rysů a klinic-

kých syndromů. Cílem klasifikace je definovat entity nemoci, které se dají rozeznat a které 

mají klinický význam. (Harris et al. 2000) 

Tabulka 1: WHO klasifikace hematologických malignit 

Myeliodní 

neoplázie 

Lymfoidní 

neoplázie 

Posttransplan-

tační lymfo-

proliferativní 

poruchy 

Onemocnění 

žírných 

buněk 

Histocytární 

malignity 

Chronická 

myeloidní 

leukémie 

Lymfoplazma-

tický syndrom 

Myelom 

plazmatických 

buněk 

Sarkom 

žíných buněk 

Histocytóza z 

Langerhanso-

vých buněk 

Chronická 

neutrofilní 

leukémie 

Plazmocytom 
Plazmatická 

hyperplázie 

Systémové 

onemocnění 

žírných buněk 

Sarkom 

dendritických 

buněk 

Myelodiospla-

tický syndrom 

Hodgikův 

lymfom 

Plazmatická 

hyperplázie 
  

Akutní 

myeloidní 

leukémie 

    

Zdroj: (Harris et al. 2000) 
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1.3 Incidence a etiologie 

Incidence se v mnoha ohledech liší. Více bývají postiženi muži než ženy. Etiologie 

není známá, jsou však udávány rizikové vlivy podporující vznik hematologických malignit. 

(Mírka 2006) Mezi tyto rizikové faktory patří zejména ionizující záření, expozice chemiká-

lií, genetická predispozice, infekce, ale i předchozí onkologická terapie. 

1.3.1 Ionizující záření 

Několik studií o vystavování populace ionizujícímu záření poskytlo odpovídající 

důkaz o vztahu mezi expozicí záření určité úrovně a vývoji akutních leukémií a chronické 

myeloidní leukémie. Nicméně různé typy buněk mohou mít různé reakce na záření. (Ro-

driguez-Abreu et al. 2007) 

1.3.2 Chemikálie 

Expozice benzenu, formaldehydu a dioxinů je spojená s větším rizikem vzniku leu-

kémie. Organická rozpouštědla, zemědělské pesticidy a herbicidy byly také spojeny s vyš-

ším rizikem. Kouření cigaret je známým rizikovým faktorem pro leukémii. Odhaduje se, že 

až 20 % akutních myeloidních leukémií (AML) může být spojeno s kouřením cigaret. (Ro-

driguez-Abreu et al. 2007) 

1.3.3 Lékařská terapie a zdravotní stav 

Předchozí léčba pomocí chemoterapie a radiační terapie zvyšuje riziko sekundár-

ních leukémií. Riziko je vyšší u kombinované modální terapie. U příjemců byly pozorová-

ny leukémie a lymfomy po transplantaci orgánů. Aplastická anémie a myelodysplastický 

syndrom jsou také spojovány se zvýšeným rizikem vzniku leukémie. (Rodriguez-Abreu et 

al. 2007) 

1.3.4 Genetické poruchy 

Některé genetické poruchy charakterizované chromozomálními změnami, jako je 

např. Klinefelterův syndrom či Downův syndrom jsou také spojené s větším rizikem vzni-

ku leukémie. (Rodriguez-Abreu et al. 2007) 

1.3.5 Infekce 

Onkogenní retrovirus je virus lidské T-buněčné leukémie (HTLV) typu 1 a typu 2 a 

byl identifikován jako související faktor k rozvoji vzácných typů leukémií a lymfomů. Vi-

rus je přenášen hlavně z matky na dítě, zejména kojením. Sexuální přenos a krevní trans-
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fúze jsou další možné cesty infekce. Celoživotní riziko infekce je 0,5 % - 7 %, s nejvyšším 

rizikem spojeným s novorozeneckou infekcí. (Rodriguez-Abreu et al. 2007) 

1.4 Diagnostika 

K analýze při podezření na hematologickou malignitu je nezbytný kompletní krevní 

obraz. Dalším vyšetřením, které je součástí diagnostiky těchto chorob, je biopsie kostní 

dřeně. Všechny vzorky se vyšetřují mikroskopicky, aby se stanovila povaha malignity. 

Řadu těchto onemocnění lze v součastnosti klasifikovat i cytogeneticky (akutní myeloidní 

leukémie, chronická myeloidní leukémie) nebo imunofenotypizací maligních buněk (lym-

fom, myelom, chronická lymfocytární leukémie. (Tseng a Ng 2020) 

1.5 Terapie 

Léčba může zahrnovat symptomatickou léčbu (např. krevní transfúze u myelo-

dyspalstického syndromu). Agresivnější formy onemocnění ale vyžadují léčbu pomocí 

chemoterapie, radioterapie, imunoterapie a v některých případech i transplantaci kostní 

dřeně. (Tseng a Ng 2020) 
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2 AKUTNÍ MYELOIDNÍ LEUKEMIE 

2.1 Charakteristika 

Akutní myeloidní leukemie (AML) je maligní onemocnění kostní dřeně a krvetvor-

by. Vyznačuje se neomezeným množením a hromaděním nezralých buněk kostní dřeně 

(myeloblastů), pro které je u akutní myeloidní leukemie charakteristické, že tvoří více než 

20 % jaderných buněk v kostní dřeni nebo periferní krvi. (Pospíšilová et al. 2013; Rory M. 

Shallis et al. 2019; Vakiti a Mewawalla 2021) 

Obrázek 2: Buňky AML v mikroskopickém nátěru kostní dřeně 

 

Dostupné z: https://www.news-medical.net/health/Refractory-Acute-Myeloid-Leukemia-

(AML).aspx 

2.2 Krevní obraz 

Pro krevní obraz je charakteristický zvýšený počet leukocytů (leukocytóza) 

s vyplavováním blastů či naopak pokles počtu leukocytů v periferní krvi (leukopenie). Čas-

to může být přítomna normocytární anémie nebo také i trompocytopenie. (Vydra et al. 

2019) 

2.3 Incidence 

AML se může objevit v každém věku. Incidence připadá na 2 – 3 obyvatel z 

100 000 za rok. Toto číslo však narůstá u osob ve starším věku – ve skupině lidí nad 65 let 

je roční incidence 12 – 15 z 100 000 obyvatel. (Pospíšilová et al. 2013) 
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2.4 Etiologie 

Mechanismus vzniku akutních myeloidních leukémií není dosud zcela jasný. (Ron-

gzheng Xu et al. 1996) 

Leukemogenese je vícestupňový proces, který vyžaduje citlivost hematopoetické 

progenitorové buňky na induktivní látky. Různé podtypy AML mohou mít odlišné kauzální 

mechanismy, což naznačuje funkční spojení mezi konkrétní molekulární abnormalitou ne-

bo mutací a původcem. (Crane MM et al. 1996) Většina případů AML vzniká de novo bez 

objektivní leukemogenní expozice. (Deschler a Lübbert 2006) 

Vývoj AML bývá však spojován s několika rizikovými faktory a to např.: 

 věk 

 genetické poruchy: Downův syndrom, Klinefelterův syndrom, Li-

Fraumeniho syndrom a jiné 

 fyzikální a chemické expozice: benzen, drogy či pesticidy 

 radiační expozice: terapeutické ionizační záření 

 chemoterapie: alkylační cytostatika, inhibitory topoisomerázy II 

 virová infekce 

Tyto rizikové faktory byly ale identifikovány jen u malého počtu pozorovaných 

případů. (Sandler DP a Collman GW 1987; Aquino VM 2002; Pogoda JM et al. 2002; Pui 

CH 1995)  

2.5 Klinické projevy 

Typický je rychlý rozvoj a vývoj choroby a to zpravidla v horizontu několika dnů či 

týdnů. (Vokurka 2008) 

Mezi projevy onemocnění patří především selhání kostní dřeně (infiltrace) a ome-

zení tak krvetvorby. Dochází k hromadění nádorových buněk vlivem jejich nekontrolova-

telného množení a zástavě diferenciace leukemických buněk. Bývá přítomen anemický 

syndrom doprovázený únavou, slabostí, bledostí kůže někdy i dušností. Pokud je přítomna 

trombopenie, dochází k rozvoji krvácivých stavů, které mohou vyústit často k život ohro-

žujícím komplikacím (např. krvácení do mozku či trávicího systému). Mezi celkové pří-

znaky patří úbytek na hmotnosti a pocení. (Indrák 2014) 



 

25 

 

2.6 Diagnostika 

Provádí se cytologické vyšetření kostní dřeně, kdy je stanovován procentuální ob-

sah blastů – u akutní myeloidní leukemie je nalézáno ≥ 20 % blastů v kostní dřeni. Mezi 

další vyšetření patří průtoková cytometrie pro průkaz diferenciace myeloblastů a také je 

důležitá pro určení typu leukémie (odlišení od akutní lymfoblastické leukémie). (Vydra et 

al. 2019) 

2.7 Klasifikace 

Podle klasifikace WHO lze akutní myeloidní leukémii rozdělit do několika skupin: 

 AML s rekurentními cytogenetickými aberacemi, tzn. je u nich prokázána jedna 

z možných aberací. 

 AML s víceliniovou dysplázií – sem jsou zařazeni pacienti s předcházejícím MDS 

a pacienti bez předchozího MDS. Typická je dysplazie více než 50 % buněk ve 2 a 

více řadách. 

 AML sekundární a MDS, indukované předchozí terapií – jedná se o AML po 

léčbě inhibitory topoizomerázy II (etoposid) či po léčbě alkylačními cytostatiky 

(melphlan). Také může jít o následek po předchozí radioterapii (Vydra et al. 2019) 

2.8 Terapie 

Pro správnou a úspěšnou léčbu AML je důležitá včasná diagnostika a zahájení tera-

pie do několika dní po potvrzení diagnózy.(Tomášek 2015) 

Léčba AML se často provádí ve 3 fázích – indukce, konsolidace a postremise. 

(Tomášek 2015; Reville a Kadia 2020) 

Cílem indukční fáze je zničení co největšího počtu leukemických buněk v krvi a 

v kostní dřeni a to pomocí chemoterapie, která je podávána v cyklech. Následuje obnova 

krvetvorby. Tato fáze je úspěšná, pokud krevní obraz obsahuje méně než 5 % blastů a do-

sáhne se kompletní remise. (Tomášek 2015; Reville a Kadia 2020) 

Konsolidace je fází, ve které je snaha o zabránění návratu onemocnění nebo ale-

spoň o udržení remise. Lze provést i alogenní transplantaci u vysoce nepříznivých a riziko-

vých typů AML. (Vokurka 2008) 

Postremisní fáze nebo také udržovací léčba je klíčová pro dosažení kompletní remi-

se onemocnění. (Vokurka 2008) 
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2.9 Prognóza 

AML je agresivní onemocnění, které může být v krátké době smrtelné. Prognóza 

onemocnění je ovlivněna celou řadou faktorů. Špatnou prognózu mají pacienti vyššího 

věku, dále ti s komplexní změnou karyotypu, sekundární AML či pacienti, kteří již dříve 

podstoupili protinádorovou léčbu. (Karas 2011) 
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3 MNOHOČETNÝ MYELOM 

3.1 Charakteristika 

Mnohočetný myelom (MM), nebo také plazmocytom či Kahlerova nemoc, je hema-

tologické nádorové onemocnění kostní dřeně vycházející z nekontrolovatelného množení 

plazmocytů, tedy buněk produkujících obranné protilátky (imunoglobuliny). (Vokurka 

2008; van de Donk et al. 2021) 

Nádorové buňky tvoří jeden klon a produkují stejnou monoklonální protilátku, 

označovanou jako paraprotein, který je detekován v moči či v séru pacienta. (Indrák 2014) 

Nádor vzniká v kostní dřeni, brání krvetvorbě, narušuje kostní hmotu, způsobuje 

velké bolesti kostí, může vést k vzniku patologických fraktur a osteolytických ložisek ve 

skeletu (Adam et al. 2008). Dalším postiženým orgánem bývají ledniny, kde se paraprotein 

ukládá jako tzv. amyloid. (Vokurka 2008) 

Obrázek 3: Buňky MM v mikroskopickém nátěru kostní dřeně 

 

 

 

 

 

 

Dostupné z: https://www.news-medical.net/health/Multiple-Myeloma-Imaging-

Strategies.aspx 

3.2 Incidence a epidemiologie 

Incidence MM silně souvisí s věkem a téměř polovina nových případů jsou lidé ve 

věku 75 let a více. Onemocnění je častější u mužů než u žen. Ročně je nově diagnostiko-

váno u 3 až 4 osob na 100 000 obyvatel. (Adam et al. 2008; Bird a Boyd 2019) 

https://www.news-medical.net/health/Multiple-Myeloma-Imaging-Strategies.aspx
https://www.news-medical.net/health/Multiple-Myeloma-Imaging-Strategies.aspx
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3.3 Etiologie 

Přesná etiologie mnohočetného myelomu (MM) zůstává dosud neznámá.  

Jsou prokázány případy, kdy vzniku MM předcházela premaligní či zcela benigní 

tzv. monoklonální gamapatie nejasného významu (MGUS). (Vydra et al. 2019), (Vokurka 

2008) 

Je možné, že faktory způsobující změny v genetické informaci buňky (například io-

nizující záření, pesticidy, herbicidy, benzen a jiné) mohou přispět k rozvoji myelomu, stej-

ně jako je tomu i u jiných malignit. 

V posledních letech byla u tohoto onemocnění identifikována celá řada genetických 

abnormalit, které ovlivňují i jeho výslednou prognózu. Jedná se např. o translokaci t(4;14) 

a t(14;16) a deleci 17p. (Cardona-Benavides et al. 2021) 

3.4 Klinické projevy 

Typické projevy shrnuje zkratka z počátečních písmen symptomů – CRAB. 

 C (calcium; vápník) – hyperkalcémie 

 R (renal failure) – renální selhání 

 A (anemia) – anémie 

 B (bone; kost) – postižení kostí (Vydra et al. 2019) 

3.4.1 Hyperkalcémie 

Hyperkalcémie je stav, při kterém je zvýšena hladina vápníku v krvi. Vzniká vyso-

kou aktivitou osteoklastů. Příliš mnoho vápníku v krvi může oslabit kosti. Mezi její pří-

znaky řadíme i únavu, zácpu a sníženou psychomotoriku. (Vydra et al. 2019; van de Donk 

et al. 2021) 

3.4.2 Renální selhání 

Dochází k němu, když ledviny náhle nemohou filtrovat odpadní produkty z krve. 

Hlavní příčinou je přítomnost paraproteinu, který narušuje funkci nefronu. Dále dochází i 

poškození ledvin vlivem ukládání amyloidu. (Vydra et al. 2019; van de Donk et al. 2021) 

3.4.3 Anémie 

Je to stav, ke kterému dochází vlivem infiltrace kostní dřeně myelomovými buňka-

mi. Následkem je potlačení krvetvorby, narušení přenosu kyslíku a živin. Tento stav bývá 
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ještě umocněn vlivem poruchy tvorby erytropoetinu při narušené funkci ledvin. (van de 

Donk et al. 2021) 

3.4.4 Onemocnění kostí 

Vzniká na základě nerovnoměrné aktivity mezi osteoblasty a osteoklasty. Hrozí 

vznik patologických fraktur. (Vydra et al. 2019) 

3.5 Diagnostika 

Prvním příznakem bývá často nález monoklonálního proteinu (paraprotein) v séru 

nebo moči pacienta. V krvi a moči je dále stanovována koncentrace vápníku, močoviny, 

kratininu atd.. Minimální kritéria pro diagnostiku mnohočetného myelomu zahrnují nález 

alespoň 10 % abnormálních plazmatických buněk. (Robert A. Kyle 1992) 

Při diagnostice jsou nepostradatelné i zobrazovací metody a to jak rentgenové vy-

šetření, tak počítačová tomografie i magnetická rezonance. Demonstrují rozsah onemocně-

ní, přítomnost přidružených kompresních zlomenin a ukazují růst nádoru. (Angtuaco et al. 

2004) 

3.6 Terapie 

3.6.1 Kortikosteroidy 

Steroidy zůstávají jedním ze základních léků v léčbě MM. Glukokortikoidy jako je-

diné působí proti myelomovým buňkám a působí podporou široké škály protizánětlivých a 

imunosupresivních aktivit. Vedlejší účinky steroidů, které zahrnují např. změny nálady, 

nespavost, slabost svalů, zvýšené riziko infekce, mohou být problematické zejména u star-

ších pacientů. (Bird a Boyd 2019) 

3.6.2 Chemoterapie 

Chemoterapie působí prostřednictvím různých mechanismů (viz dále) a používá se 

k ošetření širokého spektra hematologický malignit včetně mnohočetného myelomu. Tato 

terapie má tendenci více ovlivňovat maligní buňky než zdravé buňky, protože maligní 

buňky proliferují rychleji a mají snížené schopnosti opravovat chyby v DNA. (Bird a Boyd 

2019) 
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3.6.3 Monoklonální protilátky 

Lidská monoklonální protilátka se zaměřuje na buněčný povrchový protein CD38, 

který je všeobecně exprimován na maligních plazmatických buňkách. Monoklonální proti-

látka indukuje buněčnou smrt prostřednictvím řady mechanismů, jako je buněčná fagocy-

tóza a apoptóza závislá na protilátce. Utéto terapie bylo prokázáno, že dramaticky zlepšuje 

míru odezvy na léčbu a navozuje remisi. V současnosti se jedná o nejúčinější terapii. (Bird 

a Boyd 2019; van de Donk et al. 2021) 

3.7 Prognóza 

MM je druhou nejčastější hematologickou malignitou, což představuje 10 – 15 % 

všech nových diagnóz. Střední doba přežití je v současné době 4 – 8 let v závislosti na vě-

ku. Přežití za posledních 40 let se výrazně zlepšilo. (Bird a Boyd 2019) 
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4 LÉČBA HEMATOONKOLOGICKÝCH MALIGNIT 

4.1 Konvenční protinádorová terapie 

Chemoterapie je jedním z léčebných postupů při léčbě nádorových onemocnění. 

Užívané látky, tzv. cytostatika, která jsou buď synteticky vytvořená, nebo jsou přirozeného 

původu, zastavují nebo zpomalují růst rakovinných buněk. Nevýhodou je, že tento efekt 

mají i na zdravé buňky. (Klener 2011) 

Historie chemoterapie sahá do 40. let 20. století a to konkrétně k použití dusíkatých 

yperitů. (Klener jr. a Klener 2013)  

Dusíkatý yperit se používal jako chemická bojová látka, později se ukázal účinný v 

léčbě rakoviny. Pitvy obětí naznačovali, že po expozici yperitem došlo k potlačení růstu 

lymfomů a myelomů. (Klener jr. a Klener 2013) 

Metotrexát byl objeven po 2. světové válce. Sidney Farber studoval účinky kyseliny 

listové na pacientech s leukémií – metotrexát se stal prvním lékem vyvolávající remisi u 

dětí s akutní lymfoidní leukémií. Z toho vyplynulo, že antifoláty jsou schopné potlačit pro-

liferaci maligních buněk. (Klener jr. a Klener 2013) 

Cisplatina je sloučenina na bázi platiny a byla objevena Barnettem Rosenberem. 

Jednalo se o náhodný objev při studiu účinku elektrického pole na růst bakterií Escherichia 

coli. Rosenber pozoroval, že se bakterie po umístění do elektrického pole přestaly dělit. 

Původně se domníval, že je to efekt elektrického pole, později ale zjistil, že se jednalo o 

elektrolýzu platinové elektrody než o vliv elektrického pole. Tento náhodný objev zahájil 

řadu výzkumů, které vyvrcholily syntézou cisplatiny. (Klener jr. a Klener 2013) 

Paklitaxel je rostlinný alkaloid patřící mezi skupinu taxanů, jedná se o látku izolo-

vanou z tisu západoamerického. V 80. letech 20. století bylo zjištěno, že je účinný při léčbě 

rakoviny vaječníků. (Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.1 Antimetabolity 

Antimetabolity jsou malé molekuly, které jsou nespecifické pro buněčný cyklus. Je-

jich efekt je inhibice klíčových enzymů metabolismu DNA, což vede k následnému zasta-

vení dělení buňky a její smrti. Antimetabolity jsou dále členěny do několika skupin a to na 
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antifoláty, fluoropyrimidiny a deoxynukleosidová analoga. (Tewari 2007; Klener jr. a Kle-

ner 2013) 

4.1.1.1 Antifoláty – inhibitory dihydrofolát reduktázy 

Metotrexát (MTX) se používá v chemoterapii již více než 30 let. Je to inhibitor di-

hydrofolát-reduktázy (DHFR). DHFR je odpovědná za přeměnu dihydrofolátu na tetrahyd-

rofolát (THF) a následně na 10-formyl tetrahydrofolát. Poslední sloučenina poskytuje for-

myl skupinu pro glycinamid ribonukleotid formyltransferázu (GARFT) a aminoimidazol 

karboxamid ribonukleotid formyl transferázu (AICARFT). Výsledkem DHFR je vyčerpání 

intracelulárních zásob redukovaných folátů a nakonec snížení syntézy purinů a pyrimidinů. 

(Klener jr. a Klener 2013; Kaye 1998) 

Převládající mechanismus účinku metotrexátu je nejistý, protože polyglutamované 

formy léčiva také inhibují tymidylát-sytázu (TS) a AICARFT. (Kaye 1998; Klener jr. a 

Klener 2013) 

Rezistence na metotrexát vzniká různými mechanismy, mezi které patří zhoršený 

transport prostřednictvím redukovaného folátového nosiče. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 

2013) To inspirovalo hledání dalších inhibitorů DHFR a následně vedlo k objevu několika 

analogů methotrexátu včetně trimetrexátu. Trimetrexát je lipofilnější než methotrexát a 

jeho vstup do buňky není závislý na redukovaném folátovém nosiči (RFC). To vede 

k vyšší koncentraci trimetrexátu v buňce. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013) 

Další inhibitor DHFR, který má prokázanou aktivitou u lidí, je piritrexim. Jedná se 

o další látku, která se nespoléhá na RFC, ale vstupuje do buňky pomocí pasivní difúze. 

(Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013) 

Vedlejší účinky pozorované u této třídy léčiv, stejně jako u většiny antimetabolitů, 

spočívají hlavně v toxicitě pro rychle se dělící buňky, proto jsou společným znakem mye-

losuprese a trombocytopenie. Tyto účinky jsou obvykle reverzibilní a v chemoterapii lze 

pokračovat, jakmile se krevní obraz vylepší. Je známo, že současné podávání redukova-

ných folátů, jako například leukovorinu (5-formyl-THF – kyselina foliniová), může snížit 

tyto toxické účinky na přijatelnou úroveň. (Kaye 1998), (Klener jr. a Klener 2013) 
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4.1.1.2 Antinukleotidy 

Antinukleotidy inhibují hlavně syntézu nukleotidů a mohou se i v některých přípa-

dech včlenit do DNA, která poté není schopná případné další replikace. (Wilhelm 2020) 

Thiopuriny 

Thiopuriny jsou purinové antimetability široce používané při léčbě akutních leu-

kémií, autoimunitních onemocnění (např. Crohnova choroba a revmatoidní artritida) a u 

příjemců orgánů. (Zaza et al. 2010) 

Jedním z prvních antinukleotidů byl 6-merkapropurin (6-MP). Dalším zástupcem je 

jeho protilátka, azathioprin. (Klener jr. a Klener 2013) 

Cytotoxických účinků thiopurinových léčiv je dosaženo zabudováním thio-

deoxyguanosin trifosfátu do DNA a thioguanosin trifosfátu do RNA, inhibicí syntézy de 

novo purinů pomocí methylmerkaptopurinových nukleotidů a inhibicí proteinu Rac1. (Zaza 

et al. 2010) 

Fluoropyrimidiny 

Jsou další podskupinou antinukleotidů. Zástupcem této skupiny je 5-fluorouracil 

(5-FU), který je analogem uracilu (složka RNA). V buňce je metabolizován a jeho metabo-

lit blokuje enzym tymidylátsyntetázu. Tento enzym je podstatný pro syntézu tymidinu a 

jeho blokádou je narušena syntéza DNA. (Klener jr. a Klener 2013; Kaye 1998) 

Fluorouracil má uplatnění zejména při léčbě nádorů trávicího traktu – kolorektální 

karcinom, karcinom žaludku, slinivky břišní, jater, ale i u dalších typů malignit např. plic, 

prsu, močového měcháře apod. (Klener jr. a Klener 2013; Kaye 1998) 

Deoxynukleosidová analoga 

Analoga deoxynukleosidů mají také široké uplatnění v chemoterapii. Nejdéle uží-

vaným analogem je cytosin arabinosid (cytarabin), běžně používaný v léčbě akutní leuké-

mie a některých lymfomů. Jeho mechanismem účinku je nejspíše inhibice DNA-

polymerázy a tím narušení syntézy DNA. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013) 

Mezi vedlejší účinky léčby cytarabinem patří pancytopenie, nevolnost, zvracení, 

horečka a bolest na hrudi. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013) 
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Dalším analogem je gemcitabin. Jeho mechanismus účinku je podobný jako u cyta-

rabinu. Oproti němu byla ale prokázána jeho vyšší aktivita u solidních nádorů a z toho dů-

vodu nachází uplatnění např. v terapii nádorů slinivky břišní, prsu, ale i některých hemato-

onkologických malignit. (Klener jr. a Klener 2013) 

Mezi další látky této skupiny patří například decitabin, který má uplatnění hlavně 

v léčbě MDS a AML. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.2 Klasická genotoxická cytostatika 

U této skupiny látek dochází k přímému poškození již hotových nukleotidových 

kyselin. K tomuto poškození může dojít několika mechanismy: 

 alkylací 

 interkalací 

 poškozením molekuly DNA  

 inhibicí topoizomeráz (Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.2.1 Alkylační látky 

Alkylační činidla se řadí mezi nejcennější léky dostupné v léčbě pacientů s rako-

vinným onemocněním. Narušují buněčnou funkci vlivem alkylace, tzn. vytvářením kova-

lentních vazeb s bázemi DNA (adenin, cytosin a nejčastěji guanin) a alkylačním činidlem. 

(Klener jr. a Klener 2013) 

Základní látkou je dusíkatý yperit, ze kterého jsou odvozeny jeho deriváty jako 

např. cyklofosfamid či ifosfamid. Dalšími zástupci této skupiny je např. melfalan (využití 

při léčbě mnohočetného myelomu), chlorambucil (léčba chronické lymfatické leukémie), 

bendamustin (kromě alkylačního účinku má i antimetabolickou aktivitu) a platinové deri-

váty.(Klener jr. a Klener 2013) 
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4.1.2.2 Interkalační látky 

U této skupiny dochází ke vzniku nekovalentní vazby cytostatika na strukturu 

DNA, konkrétně na vodíkové můstky. Výsledným efektem je zástava procesů replikace i 

transkripce. Významným zástupcem této skupiny jsou antracykliny (antracyklinová antibi-

otika), kam patří např. doxorubicin. (Mridha Priyanka et al. 2014; Klener jr. a Klener 2013; 

Klener 2011) 

4.1.2.3 Látky působící rozštěpení DNA 

Zlomy na jednom či na dvou řetězcích DNA způsobují například glykopeptidové 

antibiotikum (bleomycin). Díky své podobnosti s mechanismem působení ionizujícího zá-

ření, se někdy označují jako radiomimetika. (Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.2.4 Inhibitory topoizomeráz DNA 

DNA-topoizomerázy jsou klíčovými enzymy pro zajištění správného průběhu 

replikace. Při blokádě jejich funkce nedojde k opětovnému spojení řetězců DNA, což má 

pro buňku letální účinek. (Holm et al. 1989; Oksuzoglu et al. 2008) 

Na základě funkčních mechanismů byly DNA topoizomerázy rozděleny do dvou 

typů. Topoizomeráza DNA typu I rozštěpuje pouze jedno vlákno dvoušroubovice a mezi 

zástupce patří např. topotekan či irinotekan. U topoizomeráz typu II dochází k rozštěpení 

obou vláken dvoušroubovice a zástupci jsou např. etoposid či teniposid. (Holm et al. 1989; 

Oksuzoglu et al. 2008; Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.3 Zesílení účinku genotoxických cytostatik 

Inhibice opravných procesů DNA může vést k zvýšení citlivosti nádorových buněk 

vůči účinkům ionizujícího záření či genotoxických látek. Zástupci této skupiny jsou např. 

inhibitory PARP (poly (ADP-ribose)-polymerase), jejichž enzymatická aktivita je nezbytná 

pro opravu jednořetězcových zlomů (SSB - singe-strand break) cestou základní opravy 

excize (BER – base-excision repair). Cílená inhibice PARP vede k senzitizaci nádorových 

buněk vůči chemoterapii či radioterapi a to zvláště u nádorů s defekty v homologní rekom-

binaci DNA v důsledku mutací genů BRCA1 / 2. (Ibrahim et al. 2012) Dalším zástupcem 

této skupiny jsou inhibitory checkpoint kináz. (Zabludoff et al. 2008) 

4.1.4 Antimitotika 

Proti rychle se dělícím nádorovým buňkám působí tzv. antimitotika - antiprolife-

rační cytostatika. Antimitotika působí jen na ty nádorové buňky, které se nachází ve fázi 
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mitózy, ostatní látku zmetabolizují a dále proliferují. (van Vuuren et al. 2015; Klener jr. a 

Klener 2013) 

Antimitotika lze rozdělit do několika skupin a to na antimikrotubulární látky, které 

narušují strukturu a funkci mikrotubulů, inhibitory aurora kináz, inhibitory polo-like kináz, 

dále inhibitory kinezinů a cyklin-dependentních kináz. (Klener jr. a Klener 2013; van Vuu-

ren et al. 2015) 

4.1.5 Inhibice proteosyntézy a degradace proteinů 

4.1.5.1 Inhibice proteosyntézy 

Inhibice proteosyntézy představuje zastavení tvorby bílkovin. Mezi látky takto pů-

sobící patří L-asparagináza. Jejích vlastností se využívá v léčbě akutní lymfoblastické leu-

kémie či u T-lymfomů. (Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.5.2 Inhibice degradace proteinů 

Extracelulární a intracelulární proteiny jsou pomocí 26S proteazomu degradovány 

v konjugaci s ubikvitinem a jsou nahrazovány proteiny novými. V nepoškozené buňce je 

přítomna rovnováha mezi degradací a syntézou nových proteinů. (Klener jr. a Klener 2013; 

Matějíková et al. 2013) 

Bortezomib je modifikovaný analog kyseliny boronové, který se selektivně a rever-

zibilně váže na proteasom 26S. Indukuje stabilizaci celé řady proapoptotických a antipro-

liferačních molekul, čímž dochází k navození jeho silného protinádorového efektu. Využití 

má zejména v léčbě mnohočetného myelomu a lymfomu z plášťových buněk. (Curran a 

McKeage 2009; Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.6 Další možné mechanismy účinku 

4.1.6.1 Syntetické alkylfosfolipidy 

Syntetické alkylfosfolipidy (APL) jsou protinádorová léčiva s antiproliferativními 

vlastnostmi, která se chemicky dělí do dvou hlavních skupin: alkyl-lysofosfolipidy a alkyl-

fosfocholiny. Skupina protinádorových lipidů také zahrnuje glykosylované protinádorové 

lipidy a glykosidované fosfolipidy, které se vyznačují přítomností cukerné skupiny. (Ríos-

Marco et al. 2017) 
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Alkylfosfolipidy působí jako biomodulátory, kdy interagují s buněčnou membránou 

a narušují její metabolismus včetně umožnění vazby specifických ligandů či narušení bu-

něčné signalizace. (Ríos-Marco et al. 2017; Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.6.2 Blokáda endotelinových receptorů 

Endoteliny jsou vazoaktivní peptidy produkované endotelem. Mají povahu růsto-

vých faktorů. (Kawanabe a Nauli 2011; Klener jr. a Klener 2013) 

4.1.7 Nežádoucí účinky chemoterapie 

Vedlejší účinky chemoterapie lze rozdělit na krátkodobé a dlouhodobé účinky. Ta-

bulka 2 shrnuje některé z těchto nežádoucích účinků. Krátkodobé účinky se obvykle vy-

skytují v průběhu léčby a odezní po jejím dokončení. Naopak dlouhodobé účinky mohou 

přetrvávat a k jejich nástupu může dojít až s odstupem několika let po dokončení chemote-

rapie. (Partridge et al. 2001) Některé z těchto dlouhodobých účinků, například předčasné 

ovariální selhání, jsou běžně pozorovány u určitých podskupin pacientů. Jiné, jako je 

sekundární leukémie, jsou extrémně vzácné. Tyto vzácné účinky však musejí být brány v 

úvahu při rozhodování se potenciálním přínosu terapie. (Partridge et al. 2001) 

Tabulka 2: Nežádoucí účinky chemoterapie 

NEŽÁDOUCÍ ÚČINKY 

KRÁTKODOBÉ DLOUHODOBÉ 

Zvracení Předčasná menopauza/neplodnost 

Nevolnost Přírůstek hmotnosti 

Stomatitida Srdeční dysfunkce 

Alopecie Leukémie/MDS 

Neuropatie 

Únava 

Zdroj: (Partridge et al. 2001) 

4.1.8 Rezistence k chemoterapii 

Rezistence rakovinných buněk na chemoterapii je stále velkým problémem, který 

zhoršuje prognózu léčby. Jedná se o výsledkek četných genetických a epigenetických změn 

vyskytujících se v rakovinných buňkách. Nejčastěji dochází ke vzniku strukturálních a 
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funkčních změn v nádorové buňce – změněná aktivita enzymů, narušená intracelulární 

distribuce cytostatika či jeho transport skrze membránu. Dalšími mechanismy vzniku re-

zistence nádorových buněk jsou např. změny ve farmakokinetice cytostatika, kdy může 

docházet k jeho snížené resorpci, rychlejší inaktivaci či urychlenému vylučování. (Rebucci 

a Michiels 2013) 

4.2 Imunoterapie 

Imunitní systém hraje v boji proti nádorovým buňkám nezastupitelnou a klíčovou 

úlohu. Cílem imunoterapie je posílit či aktivovat složky přirozené protinádorové imunity. 

Mezi buňky s přirozenou protinádorovou aktivitou patří zejména cytotoxické T-lymfocyty 

a NK buňky (přirození zabíječi). Tyto buňky svými mechanismy eliminují nádorové buňky 

vysoce selektivně a bez závislosti na fázi jejich buněčného cyklu. 

Formy imunoterapie jsou různé a patří sem např. cílené protilátky, vakcíny, T-

lymfocyty s chimerickým antigenním receptorem, alogenní transplantace kostní dřeně či 

infuze dárcovských lymfocytů či NK buněk. (Klener jr. a Klener 2013) 

4.2.1 Formy imunoterapie 

4.2.1.1 Nespecifická stimulace imunitního systému 

Imunitní systém lze stimulovat pomocí nejrůznějších cytokinů, kam patří interfero-

ny či interleukiny. 

4.2.1.2 Pasivní (adoptivní) imunoterapie 

Adoptivní buněčná terapie, známá také jako buněčná imunoterapie, je formou léč-

by, při které se používají efektorové buňky imunitního systému či specifické monoklonální 

protilátky k eliminaci nádorových buněk. Imunokompetentní buňky (autologní či alogenní) 

jsou množeny ex vivo. Nejčastěji se jedná o mononukleární buňky periferní krve, které se 

inkubují s IL-2 a následně jsou vpraveny do těla pacienta. Tento typ terapie může být 

kombinován s chemoterapií, u které je pak možné snížení podávané dávky. (Klener jr. a 

Klener 2013) 

Dašlí terapeutickou možností spadající do této skupiny je i autologní či alogenní 

transplantace kostní dřeně. 
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4.2.1.3 Aktivní imunoterapie 

Do této skupiny patří tzv. nádorové vakcíny. Příkladem jsou např. vakcíny proti 

lidským papilomavirům (HPV), které mohou vést k rozvoji karcinomu děložního čípku. 

Dále sem může být řazena vakcína proti viru hepatitidy B nebo infekci Helicobacter pylori. 

Tyto vakcíny omezují rozvoj infekce, a tedy omezují vznik hepatocelulárního karcinomu 

respektive karcinomu žaludku. (Klener jr. a Klener 2013) 

4.2.1.4 CAR-T-lymfocyty 

Chimerický antigenní receptor (CAR) je rekombinantní připravený fúzní protein 

složený z části T-buněčného receptoru a monoklonální protilátky cílené proti konkrétnímu 

povrchovému nádorovému antigenu. (Klener jr. a Klener 2013) Struktura CARů je modu-

lární a jednotlivé komponenty lze přizpůsobovat tak, aby byla optimalizována funkce re-

ceptoru pro daný typ nádoru. (Lysák 2015) Tento typ léčby je v současné době užíván u 

některých hemato-onkologických malignit. 
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PRAKTICKÁ ČÁST 

5 CÍL A ÚKOLY PRÁCE 

5.1 Hlavní cíl 

Hlavním cílem práce bylo porovnat účinky různých typů chemoterapie na buněčné 

linie KG - 1a (akutní myeloidní leukémie) a RPMI 8226 (mnohočetný myelom). 

5.2 Dílčí cíle 

1. Stanovit nejúčinější koncentraci Cytarabinu, Doxorubicinu a Bortezomibu u linie KG-

1a. 

2. Stanovit nejúčinější koncentraci Cytarabinu, Venetoclaxu a Bortezomibu u linie RPMI 

8226. 

3. U nejúčinější chemoterapie stanovit koncentraci, která by byla vhodná v kombinaci 

s imunoterapií (koncentrace s efektivitou alespoň 30 %). 
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6 METODIKA PRÁCE 

Praktická část práce byla zpracovávána v Biomedicínském centru Lékařské fakulty 

v Plzni. Veškerá příprava a meření byla provedena ve speciální laboratoři uzpůsobené a 

vybavené pro práci s buněčnými liniemi. Hlavní část experimentu byla zpracována na pří-

stroji IncuCyte, který umožňuje sledování buněčných parametrů (např. viability, prolifera-

ce) v reálném čase. 

6.1 Materiál a reagencie 

6.1.1 Buněčné linie 

 KG-1a – neadherentní buněčná linie, akutní myeloidní leukémie 

 RPMI 8226 – neadherentní buněčná linie, mnohočetný myelom 

6.1.2 Materiál 

 2x 96-ti jamková destička, čirá (TPP, Trasadingen, Švýcarsko) 

 běžný materiál: nastavitelné pipety a jednorázové špičky, zkumavky (Ep-

pendorf) 

6.1.3 Reagencie 

 Poly-L-lysine (SigmaAldrich, Missouri, USA) 

 RPMI médium – viz dále 

 KG1a médium – viz dále 

 chemoterapie: cytarabin (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 µM) 

 doxorubicin (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 µM) 

 venetoclax (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 µM) 

 bortezomib (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 nM) 

 fluorescenční próba IncuCyte® Cytytox Red Reagent (Essen BioScience, 

Ltd., Velká Británie) 
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6.1.4 Přístroje 

 CO2 termostat 

 Centrifugy 

 Laminární box 

6.2 Buněčné linie 

6.2.1 Linie KG – 1a 

Jedná se o linii, která vznikla izolací nediferencovaných buněk pacienta s akutní 

myeloidní leukémií (Koeffler et al. 1980). KG-1a linie se kultivuje v médiu, které je slože-

no ze základního média IMDM (Iscove´s Modified Dulbecco´s Medium), které je doplně-

no o fetální bovinní sérum (10%) a 1% antibiotika (penicilin + streptomycin). IMDM mé-

dium používá pufrovací systém s hydrogenuhličitanem sodným (3, 024 g/l), a proto k udr-

žení fyziologického pH vyžaduje prostředí s 5 – 10% CO2. 

6.2.2 Linie RMPI 8226 

Tato linie byla izolována z buněk pacienta s mnohočetným myelomem (Moore a 

Kitamura 1968). Médium, ve kterém je tato linie kultivována, je tvořeno základním RPMI 

médiem, které je unikátní v tom, že neobsahuje redukční činidlo glutathion. K médiu je 

přidáván 20% podíl fetálního bovinního séra a 1% podíl antibiotik (penicilin a streptomy-

cin). RPMI používá pufrovací systém s hydrogenuhličitanem sodným (2 g/l), a proto k 

udržení fyziologického pH vyžaduje prostředí s 5 – 10% CO2.  

6.3 Rozmrazení buněk a jejich kultivace 

Dva týdny před samotným experimentem byly rozmrazeny výše zmiňované buněč-

né linie a kultivovány v pro ně vhodných podmínkách – kultivační médium, 5% CO2 a 

teplota 37°C. V průběhu kultivace došlo k namnožení buněk do dostatečného počtu pro 

následný experiment. 

Při rozmrazování buněk je nutné postupovat velice rychle, aby byla zabezpečena co 

nejvyšší životaschopnost buněk. Zkumavky s buněčnými liniemi byly uskladněny 

v tekutém dusíku. Po jejich vyjmutí z dusíku byly zkumavky umístěny do vodní lázně o 

teplotě 37°C. Aby se snížila možnost kontaminace, udržuje se víčko mimo vodu. Jakmile 

se obsah zkumavky rozmrazí, lahvička se vyjme z vodní lázně, očistí roztokem 70% etano-
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lu a přenese do laminárního boxu. Následně je k buňkám opatrně přikapán 1 ml tempero-

vaného (37°C) vhodného kultivačního média. Celý obsah této zkumavky je přenesen do 

15ml zkumavky s dalšími 4 ml temperovaného média. Temperace média je prováděna 

v inkubátoru s 5% CO2 po dobu nejméně 15 minut při 37°C, aby médium dosáhlo svého 

normálního pH (7 až 7, 6). 

Dalším krokem je centrifugace buněk, která byla prováděna při rychlostí 350g po 

dobu 6 minut. Tímto krokem došlo k oddělení buněčné pelety od média, ve kterém byly 

přítomny zbytky dimethyl sulfoxidu (DMSO) ze zamrazovacího média.  

Po stočení buněk bylo odstraněno veškeré médium nad buněčnou peletou, ta se ná-

sledně rozvolnila v médiu určeném pro konkrétní buněčnou linii a to v takovém množství, 

aby koncentrace dosahovala hodnot 300 000 buněk/1 ml média. Buňky v médiu se přepipe-

tovaly do kultivační láhve o vhodné velikosti a nechaly se růst do dosažení dostatečného 

množství buněk. V intervalu cca 3x týdně během 14ti dnů bylo měněno buňkám médium 

za čerstvé. 

V průběhu kultivace byly buňky pravidelně a pečlivě kontrolovány, zda nejsou pa-

trné známky mikrobiální kontaminace. 

6.4 Testování účinku chemoterapie 

Pro testování vlivu chemoterapie byly zvoleny již dříve zmíněné látky (cytarabin, 

doxorubicin, venetoclax a bortezomib).  

KG-1a linie byla vystavena účinkům cytarabinu a doxorubicinu při koncentracích 

0,5 μM, 1,0 μM, 2 μM, 4 μM a 8 μM. Pro bortezomid byly použity nižší koncentrace a to 

0,5 nM, 1,0 nM, 2 nM, 4 nM a 8 nM.  

Linie RPMI 8226 byla vystavena opět cytarabinu, dále pak venetoclaxu a bortezo-

mibu. Použité koncentrace byly shodné s linií KG-1a, tj. pro cytarabin a venetoclax 0,5 

μM, 1,0 μM, 2 μM, 4 μM a 8 μM a pro bortezomib 0,5 nM, 1,0 nM, 2 nM, 4 nM a 8 nM.  

Cytarabin je účinný chemoterapeutický prostředek k léčbě akutní myeloidní leuké-

mie a lymfocytárních leukémií. Jelikož je cytarabin léčivem specifickým pro S-fázi buněč-

ného cyklu, je pro dosažení maximální cytotoxické aktivity rozhodující prodloužená expo-

zice buněk cytotoxickým koncentracím. Aktivita cytarabinu je ale na druhou stranu snížena 
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jeho rychlou deaminací na biologicky neaktivní metabolit uracil arabinosid. (Hamada et al. 

2002) 

Doxorubicin je léčivo antracyklinového typu, typicky získaný ze Streptomyces Pe-

ucetius. (Darani et al. 2020) 

Venetoclax je látka, která se zaměřuje na apoptotický protein BCL – 2 a může 

představovat účinnou terapeutickou možnost pro pacienty, kteří jsou nezpůsobilí k inten-

zivní chemoterapii. (Wei et al. 2018; Deeks 2016) Venetoclax je také využíván k terapii 

chronické lymfocytární leukémie, non – Hodgkinových lymfomů, akutní myeloidní leu-

kémie, mnohočetného myelomu, systémového lupus erythematodes či rakoviny prsu. (Wei 

et al. 2018; Deeks 2016) 

Bortezomib je inhibitor proteazomu, který se zaměřuje nejen na myelomové buňky, 

ale působí také v mikroprostředí kostní dřeně, inhibuje vazbu buněk myelomu na stromální 

buňky kostní dřeně a vykazuje anabolické účinky na kost. (Curran a McKeage 2009) 

Detekce mrtvých buněk byla analyzována pomocí přístroje IncuCyte® (Essen Bi-

oScience, Velká Británie) s použitím fluorescenčního barviva Cytotox Red Reagent® (Es-

sen BioScience, Velká Británie). 

6.5 Přístroj IncuCyte® 

Přístroj IncuCyte® (Obrázek 4) umožňuje vizualizaci buněk v reálném čase a to dí-

ky možnosti snímání plochy kultivačních nádob v předem definovaných časových interva-

lech. Snímání je možné v řádu minut, hodin, ale i dní či týdnů. Zároveň software přístroje 

umožňuje následnou analýzu získaných dat, vytvoření grafů, fotografií či video souborů. 

Obrázek 4: Přístroj IncuCyte® v termostatu 

 

Dostupné z: https://www.essenbioscience.com/en/research-areas/ 
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6.5.1 Příprava destičky do přístroje IncuCyte® a aplikace buněk 

Pro práci s neadherentními buněčnými liniemi v přístroji IncuCyte®, je nutné ošet-

šit povrch kultivačního plastu Poly-L-lysinem, aby došlo k adhezi buněk k povrchu kulti-

vační destičky a bylo tak umožněno kvalitní kontinuální snímání tohoto povrchu přístrojem 

IncuCyte®.  

Do 96 jamkové destičky byl napipetován Poly-L-lysin v koncentraci 5mg/ml 

v množství 50 μl na jamku. Po 10 minutové inkubaci byla odsána přebytečná tekutina a 

destička byla ponechána 1 hodinu v laminárním boxu, aby došlo k jejímu vyschnutí.  Takto 

byla destička připravena pro aplikaci buněk pro experiment. Pro každou buněčnou linii 

byla připravena jedna destička. 

Pomocí Bürkerovy komůrky byla stanovena koncentrace buněk v kultivačních lah-

vích. Buňky byly naředěny tak, aby do každé jamky 96 jamkové destičky bylo aplikováno 

15 000 buněk ve 100 μl kultivačního média. Destička s již přidanými buňkami byla umís-

těna přes noc do inkubátoru. 

6.5.2 Aplikace chemoterapie a fluorescenční próby 

Po 24 hodinách inkubace byly destičky vyndány z inkubátoru. Bylo odsáto médium 

a nahrazeno médiem s konkrétním typem chemoterapie o výše zmíněných koncentracích.  

Jako marker mrtvých buněk byla použita fluorescenční próba IncuCyte Cytotox 

Red Reagent® o koncentraci 0, 125 μM. 

Kontrolu tvořily buňky bez přidané chemoterapie. Koncentrace buněk byla také 

15 000 buněk/jamka, k těmto buňkám byla také přidána fluorescenční próba pro detekci 

mrtvých buněk a to o identické koncentraci, tj. 0, 125 μM. 

Celý pokus byl prováděn v dubletech. Připravené destičky byly vloženy do přístroje 

IncuCyte® a zde ponechány 72 hodin. Schéma finální podoby destiček je zobrazeno na 

obrázcích 5 a 6. Přístroj IncuCyte® v pravidelných 2 hodinových intervalech zdokumento-

val vzhled destiček a záznam uložil pro následnou analýzu.  
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Obrázek 5: Schéma finálně připravené destičky s linií KG-1a 

Obrázek 6: Schéma finálně připravené destičky s linií RPMI 8226 

Zdroj: vlastní 

Zdroj: vlastní 
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6.5.3 Analýza výsledků z přístroje IncuCyte® 

Po 72 hodinách byl pokus ukončen. Destičky byly vyndány z přístroje IncuCyte® a 

získaná data byla analyzována pomocí softwaru IncuCyte®. V softwaru byly nastaveny 

parametry tak, aby přístroj dokázal identifikovat mrtvé buňky a spočítal jejich počet. 

Ukázka nastavení analyzačního softwaru je uvedena na obrázku 7, 8 a 9. Výsledky analýzy 

byly následně graficky zpracovány. 

Obrázek 7: Ukázka nastavení analýzy v softwaru IncuCyte® I. 

Červená barva – mrtvé buňky 

 
Zdroj: vlastní 
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Obrázek 8: Ukázka nastavení analýzy v softwaru IncuCyte® II. 

Software detekoval mrtvé buňky, jejichž počet bude následně analyzovat. 

 

Zdroj: vlastní 

Obrázek 9: Detail označení mrtvých buněk v softwaru IncuCyte® 

 

Zdroj: vlastní 
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7 ANALÝZA A INTERPRETACE VÝSLEDKŮ 

Při experimentu byly vystaveny 2 buněčné linie účinkům různých chemoterapií. 

Linie KG-1a, která představuje buňky akutní myeloidní leukémie, byla vystavena cytarabi-

nu, doxorubicinu a bortezomibu. Druhá linie RPMI 8226, která představuje buňky mnoho-

četného myelomu, byla vystavena opět cytarabinu, dále venetoclaxu a bortezomibu. Použi-

té koncentrace pro cytarabin, doxorubicin a venetoclax byly 0,5 μM, 1,0 μM, 2 μM, 4 μM 

a 8 μM. Pro bortezomid byly použity nižší koncentrace a to 0,5 nM, 1,0 nM, 2 nM, 4 nM a 

8 nM. 

Výsledky efektu chemoterapie u linie KG-1a shrnují grafy 1 až 5.  

Graf 1 zobrazuje nárůst počtu mrtvých buněk v čase u všech použitých látek ve 

všech koncentracích. Z grafu vyplývá, že nejvyšší efekt u této linie prokazoval cytarabin.  

Pro lepší přehlednost byly jednotlivé chemoterapie rozděleny do samostatných gra-

fů (graf 2 zobrazuje efekt cytarabinu; graf 3 efekt doxorubicinu a graf 4 bortezomibu).  

Jelikož výchozí stav mrtvých buněk se u každého typu koncentrace mírně lišil, byl 

spočítán rozdíl mezi počtem mrtvých buněk v čase 0 a po 72 hodinách (na začátku a na 

konci experimentu). Tyto výsledky shrnuje graf 5. Z tohoto grafu vyplývá, že nejvyššího 

efektu u linie KG-1a dosahoval cytarabin a to v koncentraci 4 μM (počet mrvých buněk 

dosáhl hodnoty 472,375 z 1000 buněk), dále vysokého efektu dosahoval i cytarabin 

v koncentraci 8 μM a 2 μM (hodnoty mrtvých buněk byly 367,175 a 353,75 mrtvých buněk 

z 1000). U doxorubicinu byl pozorován nejvyšší efekt v koncentraci 4 μM (počet mrtvých 

buněk 287,621 z 1000). Bortezomib byl nejméně účinný a vyššího efektu dosahovala pou-

ze nejvyšší koncentrace 8 nM (počet mrtvých buněk 222,208 z 1000). I tak se ale jedná o 

vysoký efekt, jelikož použitá koncentrace bortezomibu byla v nM. Jako vhodná chemote-

rapie do kombinace s imunoterapií byla u této linie vybrána látka cytarabin v koncentraci 2 

μM – byla zde více než 30% účinnost (konkrétně 35 %) a zároveň nejnižší koncentrace 

v porovnání s ostatními. Obrázek 10 zobrazuje rozdíl mezi kontrolním vzorkem a vzorkem 

s chemoterapií, u které jsme dosáhli nejvyšší účinnosti (cytarabin 4 μM) a koncentrací vy-

branou pro následné použití v kombinované terapii (cytarabin 2 μM)). 
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Graf 1: Graf závislosti počtu mrtvých buněk při různých typech chemoterapie a roz-

dílných koncentrací u linie KG - 1a na čase 

 

 

Zdroj: vlastní 

Graf 2: Graf závislosti počtu mrtvých buněk na čase při různých koncentracích cyta-

rabinu u linie KG - 1a 

 

Zdroj: vlastní 
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Graf 3: Graf závislosti počtu mrtvých buněk na čase při různých koncentracích do-

xorubicinu u linie KG - 1a 

 

Zdroj: vlastní 

Graf 4: Graf závislosti počtu mrtvých buněk na čase při různých koncentracích bor-

tezomibu u linie KG - 1a 

 

Zdroj: vlastní 
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Graf 5: Graf počtu mrtvých buněk (rozdíl počtu mrtvých buněk mezi koncem a za-

čátkem měření) v závislosti na jednotlivých typech chemoterapie u linie KG - 1a 

 

Zdroj: vlastní 
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Obrázek 10: Efekt vybraného typu chemoterapie a její koncentrace u linie KG-1a 

A, B, C – neovlivněné buňky (bez chemoterapie) v čase 0; 36 a 72 hod. D, E, F- efekt cyta-

rabinu o koncentraci 4 μM v čase 0; 36 a 72 hod (koncentrace s nejvyšším účinkem). G, H, 

I - efekt cytarabinu o koncentraci 2 μM v čase 0; 36 a 72 hod (nejvhodnější koncentrace 

pro kombinaci s imunoterapií). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zdroj: vlastní 

U druhé linie RPMI 8226 výsledky účinnosti chemoterapie zobrazují grafy 6 – 10. 

Graf 6 zachycuje souhrně účinnost všech použitých chemoterapií ve všech užitých 

koncentracích. Pro přehlednost byly jednotlivé chemoterapie zpracovány do samostatných 

grafů - Graf 7 zachycuje efekt cytarabinu, graf 8 účinek venetoclaxu a graf 9 bortezomibu.  

Graf 10 dále zobrazuje rozdíl v počtu mrtvých buněk na začátku a na konci experi-

mentu (0 a 72 hodin).  

Z grafů vyplívá, že u této linie měla nejvyšší efekt u cytarabinu koncentrace 8 µM 

(349,925 mrtvých buněk z 1000), u venetoclaxu také koncentrace 8 µM (329,00 mrtvých 

buněk z 1000) a u bortezomibu 4 nM (328,875 mrtvých buněk z 1000). Vysokého efektu 

A B C 

D E F 

G H I 
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(více než 30 % mrtvých buněk) ale dosahovaly i další koncentrace a to u cytarabinu 4 µM 

a u bortezomibu 8 nM. 

Jako nejvhodnější chemoterapie v kombinaci s imunoterapií byl vybrán bortezomib 

v koncentraci 4 nM, kde byla prokázána vysoká efektivita v kombinaci s minimální kon-

centrací. 

Obrázek 11 zobrazuje rozdíl mezi kontrolním vzorkem a vzorkem s chemoterapií, u 

které jsme dosáhli nejvyšší účinnosti (cytarabin 8 μM) a koncentrací vybranou pro násled-

né použití v kombinované terapii (bortezomib 4 nM). 

Graf 6: Graf závislosti počtu mrtvých buněk při různých typech chemoterapie a roz-

dílných koncentrací u linie RPMI 8226 na čase 

 

Zdroj: vlastní 
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Graf 7: Graf závislosti počtu mrtvých buněk na čase při různých koncentracích cyta-

rabinu u linie RPMI 8226 

 

Zdroj: vlastní 

Graf 8: Graf závislosti počtu mrtvých buněk na čase při různých koncentracích vete-

loclaxu u linie RPMI 8226 

 

Zdroj: vlastní 
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Graf 9: Graf závislosti počtu mrtvých buněk na čase při různých koncentracích bor-

tezomibu u linie RPMI 8226 

 

Zdroj: vlastní 

Graf 10: Graf počtu mrtvých buněk (rozdíl počtu mrtvých buněk mezi koncem a za-

čátkem měření) v závislosti na jednotlivých typech chemoterapie u linie RPMI 8226 

 

Zdroj: vlastní 
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Obrázek 11: Efekt vybraného typu chemoterapie a její koncentrace u linie RPMI 

8226 

A, B, C – neovlivněné buňky (bez chemoterapie) v čase 0; 36 a 72 hod. D, E, F – efekt 

cytarabinu o koncentraci 8 μM v čase 0; 36 a 72 hod (koncentrace s nejvyšším účinkem). 

G, H, I – efekt bortezomibu o koncentraci 4 nM v čase 0; 36 a 72 hod (nejvhodnější kon-

centrace pro kombinaci s imunoterapií). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zdroj: vlastní 
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DISKUZE 

Hlavním cílem bakalářské práce bylo porovnat účinky různých typů chemoterapie 

na buněčné linie a to konkrétně na linii KG-1a, která představovala onemocnění akutní 

myeloidní leukemie a linii RPMI 8226, která zastupovala onemocnění mnohočetného mye-

lomu.  

Jedná se o velice častá a závažná hemato-onkologická onemocnění, jejichž léčba je 

složitá, pro pacienta náročná a doprovázená řadou nežádoucích účinků. Tyto účinky by 

mohly být eliminovány nebo alespoň zmírněny, kdyby v rámci terapie mohl být použit co 

nejúčinější typ chemoterapie a v co nejnižší dávce. Toho by bylo možné dosáhnout v kom-

binované imunoterapii. Kdyby chemoterapie byla kombinována s přirozenými protinádo-

rovými imunitními mechanismy, tj. např. s NK buňkami. 

Několik studií ukázalo, že infiltrace NK buněk do maligních nádorů byla spojena 

s lepšími klinickými výsledky, pokud je chemoterapie a imunoterapie aplikována současně. 

(Markasz et al. 2007) 

V naší studii jsme se zaměřili na identifikaci vhodného typu a koncentrace chemo-

terapie, se kterou bychom mohli dále pracovat při experimentech s kombinovanou imuno-

terapií. Zaměřili jsme se na porovnání účinosti cytarabinu, doxorubicinu a bortezomibu u 

linie KG-1a a cytarabinu, venetoclaxu a bortezomibu u linie RPMI 8226. Koncentrace jed-

notlivých typů chemoterapie byly pro cytarabin, doxorubicin a venetoclax 0,5 µM; 1,0 µM; 

2,0 µM; 4,0 µM a 8,0 µM. Pro bortezomib byly použity koncentrace nižší a to 0,5 nM; 1,0 

nM; 2,0 nM; 4, nM; a 8 nM. 

Cytarabin je hojně využívaný v léčbě určitých hematologicých malignit. Jeho vy-

soké dávky ale mohou způsobit záchvaty či mozkovou dysfunkci. (Baker et al. 2016) Do-

xorubicin je široce používán v chemoterapii kvůli své účinosti v boji proti širokému spekt-

ru, jako jsou sarkomy či karcinomy. Toto léčivo však negativně ovlivňuje například mo-

zek, ledviny a játra. (Carvalho et al. 2009) Bortezomib se zaměřuje nejen na myelomové 

buňky, ale působí i v prostředí kostní dřeně, inhibuje vazbu buněk myelomu na stromální 

buňky kostní dřeně a prokazuje anabolické účinky na kost. (Curran a McKeage 2009) Ve-

netoclax indukuje buněčnou smrt v buňkách mnohočetného myelomu. 
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Prvním z cílů bylo stanovit nejúčinější koncentraci cytarabinu, doxorubicinu a bor-

tezomibu u linie KG-1a. U linie KG-1a byla identifikována jako nejúčinější kombinace 

cytarabinu v koncentraci 4 µM, kde počet mrtvých buněk z 1000 dosáhl hodnoty 472, 375 

buněk. Vysokého efektu dosahovala i koncentrace 4µM u doxorubicinu (počet mrtvých 

buněk dosáhl hodnoty 287, 621 buněk). U bortezomibu se ukázala nejefektivnější koncent-

race 8 nM (počet mvých buněk byl 222, 208). 

Druhým cílem práce bylo stanovit nejúčinnější koncentraci cytarabinu, venetoclaxu 

a bortezomibu u linie RPMI 8226. Výsledky tak prokázaly, že nejúčinější koncentrací u 

cytarabinu se jeví koncentrace 8 µM (počet mrtvých buněk z 1000 dosáhl hodnoty 350, 00 

buněk). U venetoclaxu to byla též koncentrace 8 µM (počet mrtvých buněk byl 329, 00 

buněk z 1000) a u bortezomibu se jednalo o koncentrace 4 a 8 nM (hodnoty mrtvých buněk 

dosahovaly 328, 875 a 327, 20 buněk z 1000).  

Žádná z použitých koncentrací ale nedosahuje alespoň 50% účinku na nádorové 

buňky. To ale v našem experimentu nebylo nutné, jelikož naším dalším cílem, kontrétně 

třetím, bylo najít nejnižší koncentraci u dané chemoterapie s minimálně 30% efektivitou 

pro možnost jejího využití do kombinované léčby s NK buňkami. Pro linii KG-1a byla 

jako nejvhodnější látka a koncentrace vybrán cytarabin v 2 µM koncentraci, kde účinnost 

dosáhla 35 %. Pro kombinovanou terapii u linie RPMI 8226 byl zvolen bortezomib s 4 nM 

koncetrací, jehož účinnost také přesahovala 30 %. 

Nové studie naznačují, že několik běžných chemoterapeutických látek může vyka-

zovat přímé stimulační účinky na imunitní buňky, i když jsou aplikovány ve velmi nízkých 

koncentracích. Nedávná charakteristika mechanismů protinádorové léčby s použitím kom-

binované terapie naznačuje, že by mohla vést k novému paradigmatu léčby hemato-

onkologických onemocnění. (Landreneau et al. 2015) 

Námi získané výsledky poslouží pro navazující studie, kde již budou tyto konkrétní 

vytypované typy chemoterapie a jejich vhodné koncentrace užity v kombinaci s NK buň-

kami a bude sledován jejich efekt na nádorové buňky. Efekt bude nejprve sledován u ko-

merčních buněčných linií (KG-1a a RPMI 8226), ale hlavním cílem je nastavení kombino-

vané imunoterapie u primárních nádorových buněk od konkrétních pacientů.  
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Přístroj IncuCyte® se z našich závěrů jeví jako vhodná metoda pro studium těchto 

pochodů a dějů. Jeho velkou výhodou je, že nám umožňuje kontinuální sledování dějů při 

experimentu a toto sledování může být i zpětné. 
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ZÁVĚR 

Má bakalářská práce měla za úkol stanovit nejvhodnější koncentraci cytostatika pro 

použití v kombinaci s imunoterapií, konkrétně s NK buňkami, což by v následné léčbě he-

matologických malignit mohlo mít za následek snížení nebo dokonce i eliminaci nežádou-

cích účinků chemoterapie. Stanovené cíle této bakalářské práce byly splněny a získané 

výsledky poslouží pro navazující studie.  
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