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Anotace 

Akutní myeloidní leukémie (AML) je maligní hematologické onemocnění charakterizované 

klonální proliferací nezralých myeloidních buněk v kostní dřeni, krvi a případně i v jiných 

tkáních. Tento patologický proces narušuje normální krvetvorbu, což vede k mnoha klinickým 

komplikacím. I přes všechny nové a pokrokové léčebné postupy je AML stále řazena mezi 

špatně léčitelné formy nádorových onemocnění. U přibližně třetiny případů pacientů s AML se 

vyskytují mutace v genu pro FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3). Tyto mutace způsobují 

konstitutivní aktivaci FLT3 receptoru nezávislou na přítomnosti ligandu, což vede k 

nekontrolované proliferaci leukemických buněk, narušení jejich diferenciace a k agresivnímu 

průběhu onemocnění. Přítomnost FLT3 mutace v leukemických buňkách pacienta je tak 

spojena s nepříznivou prognózou, vyšším rizikem relapsu a nižší mírou přežití pacientů. Látky 

se schopností inhibovat mutovaný FLT3 receptor jsou tak novým zásadním přístupem cílené 

terapie. I přes to, že jsou zmíněné FLT3 inhibitory relativně novými možnostmi léčby, byla už 

i vůči nim popsána rezistence, která patří mezi stěžejní příčiny selhání terapie. Cílem této práce 

bylo charakterizovat 3 nově syntetizované sloučeniny s potenciálem inhibovat FLT3 receptor, 

a to z pohledu jejich efektu na buněčnou proliferaci na AML buněčných liniích, a posoudit 

jejich specifický účinek právě na buňky s FLT3 mutovaným receptorem. Druhým z cílů bylo 

určit efekt těchto sloučenin na gilteritinib-rezistentní linii. Aby byl určen reálný potenciál 

takovýchto látek, byly jejich účinky srovnány s již klinicky používanými léčivy, midostaurinem 

a quizartinibem. Prostřednictvím in vitro kolorimetrické metody zvané MTT test byla ověřena 

schopnost testovaných látek navodit buněčnou smrt či snížit míru buněčné proliferace u linií 

MV4-11 a MOLM-13, jež se charakterizují mutací FLT3-ITD, v kontrastu s linií THP-1, která 

mutaci nevykazuje. Z testovaných látek byla jako nejefektivnější stanovena látka PSU28, a to 

s hodnotami IC50 0,27 µM pro MV4-11 wt (CI 95 % = 0,2221- 0,3132 µM) a 0,25 µM pro 

MOLM-13 (CI 95 % = 0,2232- 0,2784 µM). Ve srovnání s klinicky používanými inhibitory 

projevila však tato sloučenina několikanásobně nižší účinek, přičemž ten nejvyšší byl 

vykazován inhibitorem quizartinibem s hodnotami IC50 0,6 nM u MV4-11 wt (CI 95 % = 

0,5081-0,8071 nM) a 1,0 nM na MOLM-13 (0,9144-1,186 nM). Na linii MV4-11 g45, jež nese 

trvalou rezistenci vůči jinému klinicky používanému inhibitoru, gilteritinibu, byl zanalyzován 

účinek látky PSU28 a LG-2189, v porovnání s gilteritinib-senzitivní linií MV4-11 wt. Ve druhé 

části experimentů byly zaznamenány opačné výsledky než při první komparaci testovaných 

látek s terapeuticky používanými inhibitory. Nejnižších hodnot rezistenčního faktoru 

dosahovaly nově syntetizované látky (RF PSU28 = 1,24; LG-2189 = 0,80), což naznačuje jejich 

potenciál terapeutického účinku i u AML buněk rezistentních vůči gilteritinibu. Zjištění této 

práce tak představuje poutavý předmět pro budoucí výzkum. Takovéto znalosti o testovaných 

sloučeninách by mohly poskytnout základ pro syntézu nových podobných molekul 

s výhodnějšími vlastnostmi. Ty by pak mohly představovat novou alternativu v léčbě AML, 

včetně forem rezistentních ke konvenčním FLT3 inhibitorům, jako je gilteritinib.  

Klíčová slova  

AML; FLT3 inhibitory; rezistence k FLT3i  



 
 

Annotation 

Acute myeloid leukemia (AML) is a malignant hematological disease characterized by clonal 

proliferation of immature myeloid cells in bone marrow, blood and possibly other tissues. This 

pathological process disrupts normal hematopoiesis, leading to many clinical complications. 

Despite all the new and advanced therapies, AML is still classified as a poorly treatable form 

of cancer. Mutations in the FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) gene occur in approximately one 

third of AML patients. These mutations cause constitutive ligand-independent activation of the 

FLT3 receptor, leading to uncontrolled proliferation of leukaemia cells, impaired differentiation 

and aggressive disease progression, and are thus associated with an unfavourable prognosis, 

higher risk of relapse and lower survival rates. Thus, agents with the ability to inhibit the 

mutated FLT3 receptor represent a new fundamental approach to targeted therapy. Despite the 

fact that these FLT3 inhibitors are relatively new treatment options, resistance to them has 

already been described and is one of the leading causes of treatment failure. The aim of this 

study was to characterize 3 newly synthesized compounds with the potential to inhibit the FLT3 

receptor, thus to verify their cytotoxicity and effect on cell proliferation in acute myeloid 

leukemia cell lines, and then to assess their specific effect on the FLT3 mutant receptor. The 

second objective was to determine the effect of these compounds on the gilteritinib-resistant 

line. In order to determine the real potential of such compounds, their effects were compared 

with the already clinically used drugs midostaurin and quizartinib. The ability of the test agents 

to induce cell death in the MV4-11 and MOLM-13 lines, which are characterised by the FLT3-

ITD mutation, was verified by an in vitro colorimetric assay called the MTT assay, in contrast 

to the THP-1 line, which does not show the mutation. PSU28 was determined to be the most 

effective of the tested agents, with IC50 values of 0,27 µM for MV4-11 wt (CI 95 % = 0,2221- 

0,3132 µM) and 0,25 µM for MOLM-13 (CI 95 % = 0,2232- 0,2784 µM). However, compared 

to clinically used inhibitors, this compound showed a several-fold lower effect, with the highest 

being exhibited by the inhibitor quizartinib with IC50 values of 0,6 nM for MV4-11 wt (CI 95 

% = 0,5081-0,8071 nM) and 1,0 nM for MOLM-13 (0,9144-1,186 nM). The effect of PSU28 

and LG-2189 was analysed in the MV4-11 g45 line, which carries sustained resistance to 

another clinically used inhibitor, gilteritinib, compared to the gilteritinib-sensitive MV4-11 wt. 

In the second part of the experiments, opposite results to the first comparison of the test 

substances with therapeutically used inhibitors were observed. The lowest resistance factor 

values were achieved by the newly synthesized agents (RF PSU28 = 1,24; LG-2189 = 0,80). 

Thus, the findings of this paper present an intriguing subject for future research. Such 

knowledge about the compounds could provide a basis for the synthesis of new similar 

molecules with more favourable properties. These could then represent a new alternative in the 

treatment of AML, including forms resistant to conventional FLT3 inhibitors such as 

gilteritinib.  

Keywords  

AML; FLT3 inhibitors; FLT3i resistance
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Seznam použitých zkratek  

AML     akutní myeloidní leukémie (acute myeloid leukemia) 

AR    alelický poměr (allelic ratio) 

ATP    adenosintrifosfát (adenosine triphosphate)                                                                         

ATR    ataxie telangiektasie a příbuzný protein Rad3 (ataxia telangiectasia and 

Rad3-  related) 

BCL-2   lymfom B buněk 2 (B-cell lymphoma 2) 

CAR-T   chimérní antigenní receptor T-buňky (chimeric antigen receptor T-cell) 

CBL    lymfom B-linie Casitas (Casitas B-lineage lymphoma)                                                                       

CI 95 %   95% konfidenční interval (95 % confidence interval)                                                      

CNS    centrální nervový systém (central nervous system)                                                 

CXCL12   chemokinový ligand motivu C-X-C 12 (C-X-C Motif chemokine ligand 

12) 

CXCR4   chemokinový receptor motivu C-X-C 4 (C-X-C Motif chemokine 

receptor 4) 

CYP    cytochrom P450 (cytochrome P450) 

CYP3A4   cytochrom P450 3A4 (cytochrome P450 3A4) 

DALY   roky života upravené podle invalidity (disability-adjusted life years)                     

DIC    diseminovaná intravaskulární koagulace (disseminated intravascular 

coagulation) 

DNMT3A   DNA methyltransferáza 3A (DNA (Cytosine-5)-Methyltransferase 3 

alpha) 

D835    mutace FLT3 na pozici 835 (D835 mutation in FLT3) 

EFS    přežití bez příhody (event-free survival)                                                                                  

ELN    Evropská LeukemiaNet klasifikace (European LeukemiaNet 

classification)                                                                                                                         

ERK    extracelulárně regulovaná kináza (extracellular signal-regulated 

kinase) 

FAB    Francouzsko-americko-britská klasifikace (French-american-british 

classification) 

FBS    fetální bovinní sérum (fetal bovine serum) 

FLT3    tyrozinkináza podobná Fms (Fms-like tyrosine kinase 3) 

FLT3-ITD   interní tandemová duplikace FLT3 (FLT3 internal tandem duplication)               
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FLT3L   ligand FLT3 (FLT3 ligand)                                                                                                                             

FLT3-TKD   tyrozinkinázová doména FLT3 (FLT3 tyrosine kinase domain) 

F691L   fenylalanin 691 leucin mutace (phenylalanine 691 leucine mutation) 

GRB2    protein vázající receptor růstového faktoru 2 (growth factor receptor 

bound protein 2)                                                                                                                                                                               

GTP    guanidintrifosfát (guanosine triphosphate) 

HCT    transplantace hematopoetických kmenových buněk (hematopoietic cell 

transplantation) 

ICC    Mezinárodní konsenzuální klasifikace (International consensus 

classification)                                                                                                                          

IC50     50% inhibiční koncentrace (50% inhibitory concentration) 

IDH1    izocitrát dehydrogenáza 1 (isocitrate dehydrogenase 1) 

IDH1/2   izocitrát dehydrogenáza 1/2 (isocitrate dehydrogenase 1/2) 

IL-6    interleukin 6 (interleukin 6) 

IMDM   Iscoveovo modifikované Dulbeccovo médium (Iscove’s modified 

Dulbecco’s medium) 

JAK/STAT   Janus kináza/signalizační transduktor a aktivátor transkripce (Janus 

kinase/signal transducer and activator of transcription) 

JM    juxtamembránová doména (juxtamembrane domain) 

MCL-1   leukémie myeloidních buněk 1 (myeloid cell leukemia 1)                                                      

MEK    MAPK/ERK kináza                                                                                                                            

MRD    minimální reziduální nemoc (minimal residual disease) 

mTOR   mechanický cíl rapamycinu (mechanistic target of rapamycin) 

MTT    methylthiazolyldifenyl-tetrazoliumbromid (methylthiazolyldiphenyl-

tetrazolium bromide) 

NPM1   nukleofosmin 1 (nucleophosmin 1) 

PBS    fosfátový pufrovaný solný roztok (phosphate-buffered saline) 

P-gp    P-glykoprotein (P-glycoprotein) 

PI3K/AKT   fosfoinositid 3-kináza/AKT (phosphoinositide 3-kinase/AKT) 

RAF    rychle akcelerovaný fibrosarkom (rapidly accelerated fibrosarcoma)                                      

RAS    krysí sarkom (rat sarcoma) 

RAS/MAPK   RAS/MAP kináza (RAS/Mitogen-activated protein kinase) 

RF    rezistenční faktor  

RPMI-1640   kultivační médium Roswell Park Memorial Institute (Roswell Park 
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Memorial Institute medium) 

RTK    receptorová tyrozinkináza (receptor tyrosine kinase) 

RUNX1  runt-příbuzný transkripční faktor 1 (runt-related transcription factor 1)                 

RUNX1T1   runt-příbuzný transkripční faktor 1 translokovaný na 1 (runt-related 

transcription factor 1 translocated to 1) 

SCF    kmenový buněčný faktor (stem cell factor) 

SEER    Epidemiologická databáze Surveillance, Epidemiology, and End 

Results  

SHC    protein obsahující doménu Src homology 2 (Src homology 2 domain-

containing protein) 

STAT5   signalizační transduktor a aktivátor transkripce 5 (signal transducer and 

activator of transcription 5) 

TET2    desetinásobná-eleven translokační methylcytosin dioxygenáza 2 (ten-

eleven translocation methylcytosine dioxygenase 2) 

TKB    transplantace krvetvorných buněk 

UV    ultrafialové záření (ultraviolet) 

WHO    Světová zdravotnická organizace (World health organization) 

Wt    divoký typ (wild-type) 
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1 Úvod 

Nádorová onemocnění představují v současné době celosvětově druhou nejčastějších příčinu 

úmrtí (po kardiovaskulárních onemocněních). Konkrétně v roce 2020 si nádorová onemocnění 

vyžádala takřka 10 milionů životů, tedy téměř každé šesté úmrtí (Anon. [b.r.]). Počet osob, jež 

podlehly některé z forem zhoubného bujení, se za posledních 40 let u žen zdvojnásobil a u mužů 

ztrojnásobil. Světová zdravotnická organizace (WHO) potvrdila, že maligní onemocnění jsou 

v současnosti smrtelnější než kardiovaskulární onemocnění (Bray et al. 2018; Mentella et al. 

2019). Pokroky v technologii, medicíně a nově se objevující vědecké poznatky vedou k lepšímu 

pochopení mechanismů podílejících se na vzniku nádorových onemocnění, jejich rozvoji, 

problematice perzistence kmenových nádorových buněk i dalšího šíření maligních buněk v 

organismu, což umožnilo vývoj moderních léčebných přístupů, které kromě tradičních, mezi 

které patří chirurgický zásah, chemoterapie či radioterapie, zahrnují i jiné novodobé strategie 

s cíleným působením přímo na nádorové buňky (Debela et al. 2021; Faubert et al. 2020; 

Motofei 2022). I přes fakt, že je mnoho typů maligních onemocnění považováno za dobře 

léčitelné (například  některé typy  prsních nádorů, dětská akutní lymfoblastická leukémie či 

Hodgkinův lymfom) (Anon. [b.r.]; Anon. [b.r.]), je pro více než 30 % pacientů doba přežití 

stále kratší než 5 let (Anon. [b.r.]).  

Akutní myeloidní leukémie (AML) je i přes všechny nové a pokrokové léčebné postupy řazena 

mezi špatně léčitelné formy nádorových onemocnění (Vakiti et al. 2024). To představuje 

mimořádný podnět pro vytváření mnoha nových a inovativních způsobů terapie AML, které 

významně přispívají k rozmachu úspěšné léčby pacientů. Standartní chemoterapie, zahrnující 

kombinaci antracyklinů a cytarabinu, již zdaleka není jedinou možností léčby, přestože pro 

většinu AML pacientů stále tvoří nedílnou součást indukční terapie.  

Mutace genu pro FLT3 receptor jsou nejčastější genetické aberace nalezené u akutní myeloidní 

leukémie, jež jsou asociované se špatnou prognózou, především pak se zvýšeným rizikem 

relapsu. Konkrétně jsou přítomny u zhruba 30 % pacientů trpících AML (Daver et al. 2021; 

Zhao et al. 2022). U zhruba 25 % těchto pacientů je pak přítomna vnitřní tandemové duplikace 

(FLT3-ITD), která je zvláště spojena s horšími prognostickými faktory. Dalších 5 % osob 

trpících AML s mutací FLT3 je postiženo bodovými mutacemi v tyrosin kinázové doméně 

(FLT3-TKD). U pacientů takovýchto skupin je pak ještě vyšší pravděpodobnost relapsu, a to i 

po alogenní transplantaci hematopoetických kmenových buněk (Bazarbachi et al. 2020; Kiyoi 

et al. 2020a; Schlenk et al. 2008). Inhibice FLT3 receptoru tak představuje nemalou výzvu 

z hlediska cílené farmakoterapie a vývoje nových potenciálních strategií a inhibitorů (Kazi a 

Rönnstrand 2019). Do terapie byly poměrně nedávno zavedeny již dvě generace FLT3 

inhibitorů, které se v posledních letech dostaly do klinické praxe (Zhao et al. 2022). Ta první 

zahrnuje FLT3 inhibitor midostaurin (zaveden roku 2017 (Anon. 2017)). Mezi druhou generaci 

FLT3 inhibitorů patří gilteritinib (zaveden roku 2019 (Anon. 2019b)) či quizartinib (zaveden 

roku 2023 (Anon. 2023)). I přes to, že jsou výše zmíněné FLT3 inhibitory relativně ranými 

možnostmi léčby, byla už i vůči nim popsána rezistence, která patří mezi stěžejní příčiny selhání 

terapie a již několikrát zmíněného relapsu onemocnění (Capelli et al. 2022). Potřeba vytvářet 

nové potenciální struktury s co nejideálnější schopností inhibovat FLT3 mutaci a současně 
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schopností zamezovat vzniku rezistence, popřípadě ji překonat, tak pochopitelně neustále roste 

(Zhao et al. 2022).  

Tato práce si klade za cíl otestovat nově syntetizované sloučeniny s potenciálními schopnostmi 

inhibovat FLT3 receptor pro jejich antiproliferativní působení u AML buněčných linií a 

vyhodnotit, zda tyto látky potenciálně představují budoucnost pro léčbu pacientů zasažených 

AML s FLT3 mutací.  
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2 Teoretická část 

2.1 Akutní myeloidní leukémie 

Akutní myeloidní leukémie (AML) je maligní hematologické onemocnění charakterizované 

klonální proliferací nezralých myeloidních buněk v kostní dřeni, krvi a případně i v jiných 

tkáních. Tento patologický proces narušuje normální krvetvorbu, což vede k pancytopenii a 

dalším klinickým komplikacím. AML představuje přibližně 80 % akutních leukémií u 

dospělých, přičemž incidence stoupá s věkem, zejména u jedinců starších 60 let. Onemocnění 

je heterogenní z hlediska molekulárních mechanismů, klinického průběhu i terapeutické 

odpovědi. (Jordan et al. 2006; Mrózek et al. 2007; Yu et al. 2020) 

 

Obrázek 1: Porovnání standartních buněk a buněk akutní myeloidní leukémie získané 

imunohistochemickým barvením kostní dřeně. A- buňky zdravé osoby; B- buňky osoby s AML. 

Převzato od (Wu et al. 2005). 

2.1.1 Historie 

AML byla poprvé popsána v roce 1827 francouzským lékařem Alfredem Velpeauem. V jeho 

zprávě se věnoval případu 63letého floristy, který trpěl horečkou, slabostí a zvětšením jater a 

sleziny. Velpeau zaznamenal, že krev pacienta měla konzistenci podobnou kaši, což přičítal 

přítomnosti bílých krvinek (Hoffman et al. 2022). Termín „leukémie“ však byl poprvé použit 

až o několik let později, v roce 1856, německým patologem Rudolfem Virchowem (Virchow 

et al. 1856). Další důležitý krok v klasifikaci leukémie učinil Wilhelm Ebstein v roce 1889, kdy 

popsal akutní leukémii jako rychle progresivní a fatální onemocnění, čímž ji odlišil od 

chronických forem (Ebstein 1889). Na konci 19. století Ernst Neumann potvrdil, že leukemické 

buňky mají svůj původ v kostní dřeni, což bylo zásadní pro další porozumění myeloidní 

leukémii (Neumann 1868). 

Začátkem 70. let 20. století byla zavedena Francouzsko-americko-britská (FAB) klasifikace, 

která rozčlenila AML na různé subtypy podle morfologických a cytochemických vlastností 

blastů v kostní dřeni. Současně byla v tomto období zavedena cytotoxická chemoterapeutika, 

zejména kombinace antracyklinů a cytarabinu, což se dodnes považuje za standardní indukční 

terapii. Tyto terapie však měly vysokou toxicitu a účinnost byla omezená u pacientů starších 

nebo s komorbiditami. (Deschler a Lübbert 2006; Tefferi et al. 2024) 
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Následně byly v 80. letech objeveny specifické genetické abnormality, které zlepšily 

diagnostiku a prognózu pacientů (Deschler a Lübbert 2006; Tefferi et al. 2024). Významným 

milníkem byl objev molekulárních markerů, jako jsou například mutace genu NPM1 a FLT3-

ITD, které umožnily lepší stratifikaci pacientů podle rizika a personalizaci léčby (Ma a Wang 

2024).  

2.1.2 Prevalence 

Incidence akutní myeloidní leukémie globálně narůstá, s významně vyšší prevalencí u mužů a 

starších osob. Počet nově diagnostikovaných případů nadále roste, a to ze 79 372 v roce 1990 

na 144 645 v roce 2021. Rozdíly v incidenci odrážejí socioekonomický rozvoj regionů; vyspělé 

země vykazují vyšší míru incidence, úmrtnosti i roky života přizpůsobené zdravotnímu 

postižení (DALY). Rizikové faktory zahrnují kouření, vysoký index tělesné hmotnosti a 

pracovní expozici benzenu či formaldehydu. Tyto faktory se regionálně liší a přispívají k 

rozdílné zátěži nemocí. Mortalita spojená s AML se mezi lety 1990 a 2021 celosvětově zvýšila 

z 74 983 na 130 522 úmrtí ročně. Vyšší míra úmrtnosti je zaznamenána ve vyspělých zemích, 

což může souviset s jejich přesnější diagnostikou a sledováním. DALY vzrostla z 2,6 na 4,6 

milionu. (Zhou et al. 2024) 

2.1.3 Rizikové skupiny a faktory 

Prognóza AML je výrazně ovlivněna souhrou genetických, molekulárních a environmentálních 

faktorů. Tyto faktory zásadně ovlivňují nejen samotný vznik onemocnění, ale také jeho průběh, 

odpověď na léčbu a celkové přežití pacienta. 

Genetické faktory hrají v patogenezi AML klíčovou roli. Mutace v genech, jako jsou FLT3, 

NPM1 nebo DNMT3A, jsou považovány za zásadní prognostické markery. Mutace v FLT3-

ITD (vnitřní tandemová duplikace) je například spojena s vyšším rizikem relapsu a nižším 

celkovým přežitím, a to i přes standardní léčbu chemoterapií nebo alogenní transplantaci 

hematopoetických kmenových buněk (HCT) (Boscaro et al. 2023; Pollyea et al. 2021). Naopak 

mutace v genu NPM1 může být asociována s lepší prognózou u pacientů (Boscaro et al. 2023). 

Významným rizikovým faktorem je věk pacienta. U starších pacientů (>60 let) je AML obvykle 

spojena s horší prognózou, což je dáno nejen akumulací genetických abnormalit, ale také 

sníženou tolerancí k intenzivní chemoterapii a vyšším výskytem komorbidit. (Boscaro et al. 

2023; Pollyea et al. 2021) 

Cytogenetické abnormality rovněž přispívají ke stratifikaci rizika. Pacienti s komplexním 

karyotypem nebo specifickými chromozomovými přestavbami, jako je t(6;9) nebo inv(3), 

spadají do vysoce rizikové skupiny s nízkým přežitím (Boscaro et al. 2023). Na druhou stranu, 

translokace t(8;21) nebo inv(16) jsou často spojovány s příznivějším průběhem nemoci a delším 

přežitím, zvláště pokud jsou dotyční léčeni intenzivní chemoterapií. 
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Obrázek 2: Vývoj incidence AML na 100 000 obyvatel v závislosti na věku (mladší vs. starší než 

60 let). Na základě dat získaných z amerického registru SEER a mezinárodních studií bylo zjištěno, že 

incidence AML v posledních dekádách celosvětově stoupá, především u starších pacientů. Tento nárůst 

je spojen se stárnutím populace a změnami v diagnostických metodách. Zatímco v roce 1980 byla 

incidence AML v USA přibližně 2,0 případů na 100 000 obyvatel, v roce 2020 se zvýšila na 4,2 případu 

na 100 000 obyvatel. Mezi lety 2021 a 2040 se očekává globální nárůst případů AML až o 32 %. 

Vytvořeno autorkou podle (Anon. [b.r.]; Anderson et al. 2021).  

2.1.4 Vznik a patogeneze 

AML vzniká na základě kumulace genetických a epigenetických změn v hematopoetických 

kmenových buňkách nebo v progenitorech myeloidní linie (obr. 3). Ty se většinou nacházejí v 

kostní dřeni, která je hlavním místem produkce krevních buněk. To vede k výrazné změně 

metabolismu jejího mikroprostředí (obr. 4). Mezi nejčastější genetické abnormality patří 

mutace v genech FLT3, NPM1, DNMT3A a IDH1/2. Tyto mutace vedou k narušení normálních 

signálních drah, regulace buněčného cyklu, apoptózy a diferenciace buněk. Kritickým 

patogenetickým mechanismem AML je konstitutivní aktivace signální dráhy FLT3 (fms-like 

tyrosine kinase 3), která způsobuje neomezenou proliferaci leukemických blastů. Mutace 

NPM1 (nukleofosmin 1) pak ovlivňuje jadernou transportní funkci proteinu a narušuje 

buněčnou homeostázu. Epigenetické změny, jako je hypermethylace promotorových oblastí 

tumor-supresorových genů, hrají rovněž zásadní roli v maligní transformaci buněk. (Döhner et 

al. 2010; Mrózek et al. 2007; Yu et al. 2020) 
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Obrázek 3: Hematopoéza (zjednodušeně). Červeně znázorněn myeloidní progenitor a jeho vývojová 

linie. Vytvořeno autorkou podle (Mokobi 2022) a (URL 1). 

 

Obrázek 4: Schéma metabolismu mikroprostředí kostní dřeně při AML. Akutní myeloidní 

leukémie dokáže manipulovat své okolí v kostní dřeni, aby podpořila vlastní metabolismus: A- přenos 

mitochondrií: AML zvyšuje produkci superoxidu (NOX2), což stimuluje buňky stromatu ke sdílení 

mitochondrií. Přenos probíhá přes tunelové nanotrubice, které využívají protein CD38; B- manipulace 

tukových buněk: AML aktivuje lipolýzu (rozklad tuků) v adipocytech a zvyšuje příjem volných 

mastných kyselin (FFA) díky zvýšené expresi CD38 a FABP proteinů; C- odstraňování poškozených 

mitochondrií: AML využívá makrofágy k odstranění svých poškozených mitochondrií, čímž se vyhýbá 

apoptóze (buněčné smrti). Vytvořeno autorkou podle (Maynard et al. 2022) a (URL 1). 
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2.2 Patogeneze FLT3 mutace 

2.2.1 Tyrozinkinázový receptor FLT3 

Receptor FLT3 lokalizovaný v cytoplazmatické membráně, konkrétně pak na chromozomu 

13q12, je klíčový pro regulaci růstu a diferenciaci hematopoetických buněk. Je exprimován na 

povrchu myeloidních a lymfoidních progenitorových buněk, ale na diferencovaných krevních 

buňkách se nevyskytuje. Fyziologicky interaguje s dalšími růstovými faktory, jako jsou SCF a 

interleukin 3, a hraje významnou roli v normální krvetvorbě. (Kiyoi et al., 2020) 

Strukturálně je receptor tvořen extracelulární ligand-vázající doménou, která se podobá 

imunoglobulinu, transmembánovou částí, juxtamembránovou podjednotkou a intracelulárními 

tyrozinkinázovými doménami.  V neaktivním stavu existuje jako monomer s konformací, která 

brání samovolné fosforylaci tyrozinkinázové domény. Aktivace receptoru nastává po vazbě 

FLT3 ligandu, což způsobí dimerizaci receptoru a spuštění tyrozinkinázové aktivity. Tato 

aktivace vede k fosforylaci adaptérů, jako jsou SHC, GRB2 a CBL, které následně spouštějí 

signální dráhy PI3K/Akt, RAS/MAPK a JAK/STAT, jež podporují transkripci genů 

regulujících přežití a stimulují buněčnou proliferaci a diferenciaci (Kiyoi et al., 2020; 

Meshinchi & Appelbaum, 2009). Během hematopoetické diferenciace je exprese tohoto 

receptoru utlumená (Gilliland a Griffin 2002). 

FLT3 ligand (FLT3L) je transmembránový i solubilní protein exprimovaný buňkami kostní 

dřeně. Mimo jiné se vyskytuje například na buňkách placenty, plic, varlat a ledvin. (Meshinchi 

a Appelbaum 2009) 
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Obrázek 5: Struktura a aktivace receptoru FLT3, včetně signálních drah spojených s jeho činností 

a vlivu mutací (ITD, TKD) a inhibitorů FLT3 na buněčné procesy. P= fosfátová skupina; C-

terminus= karboxylový konec proteinu; FLT3 TKI= inhibitor tyrozinkinázy FLT3; RAS, RAF, MEK, 

ERK (extracelulárně regulovaná kináza)= proteiny, které jsou součástí signální dráhy; PI3K= 

fosfatidylinositol-3-kináza; AKT= proteinkináza B; MTOR= mechanistický cíl rapamycinu;  STAT5= 

signální transduktor a aktivátor transkripce 5. Ligand FLT3 váže extracelulární část receptoru, což 

spouští jeho dimerizaci a aktivaci. Mutace ITD v juxtamembránové doméně způsobují konstitutivní 

aktivaci, zatímco bodové mutace v tyrosinkinázové doméně vedou k hyperaktivaci. Aktivovaný FLT3 

receptor fosforyluje intracelulární proteiny a aktivuje dráhy RAS/RAF/MEK/ERK (proliferace), 

PI3K/AKT/MTOR (přežití) a STAT5 (genová regulace). Upraveno podle (Weis et al. 2019) a (URL 1). 

2.2.2 Signální dráhy aktivované FLT3 kinázou 

Aktivace FLT3 kinázy vede ke stimulaci několika signálních drah prostřednictvím klíčových 

proteinů, které regulují buněčnou proliferaci, diferenciaci, metabolismus a apoptózu. 

Akt je součástí PI3K/Akt dráhy. Po aktivaci FLT3 kinázy a tvorbě fosfatidylinositol-3,4,5-

fosfátu na vnitřní straně membrány je Akt fosforylován fosfoinositid dependentní kinázou. 

Aktivní Akt následně fosforyluje další proteiny v cytosolu, což ovlivňuje procesy, jako je 

buněčná proliferace a inhibice apoptózy. Zvýšená exprese Akt v leukemických buňkách 

přispívá k progresi AML. (Martini et al. 2014; Nicholson a Anderson 2002) 

Erk patří mezi klíčové prvky Ras-Raf-MEK-ERK dráhy. Tato dráha je aktivována po interakci 

FLT3 kinázy s ligandem, což vede k uvolnění GTP a aktivaci proteinů Ras, Raf, MEK a Erk. 

Aktivní Erk fosforyluje širokou škálu proteinů, čímž podporuje buněčný růst, diferenciaci a 

inhibuje apoptózu. Podobně jako Akt je Erk zvýšeně exprimován v leukemických buňkách a 

přispívá k jejich nekontrolovatelnému množení. (Ramos 2008; Steelman et al. 2011) 
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Signální dráha JAK/STAT propojuje vazbu extracelulárních ligandů, jako jsou cytokiny, 

hormony a růstové faktory, na receptory prostřednictvím všudypřítomné intracelulární signální 

kaskády s transkripčním mechanismem v jádře. Za fyziologických podmínek je přísně 

regulována a koordinuje celou řadu základních biologických mechanismů, včetně buněčné 

proliferace, diferenciace, apoptózy a zánětu. Dysregulace se projevuje za závažných 

patologických okolností a je běžně spojena s konstitutivně aktivním STAT podporujícím mimo 

jiné intenzivní zánětlivé stavy nebo tumorigenezi (Villarino et al. 2017). Aberantní signalizace 

dráhy JAK/STAT se podílí na patogenezi akutní myeloidní leukémie (Moser et al. 2021). 

Mechanistický cíl rapamycinu (mTOR) je kináza, jež je u člověka kódována genem MTOR 

(Brown et al. 1994). mTOR je součástí skupiny proteinových kináz příbuzných 

fosfatidylinositol-3-kináze (Mitra et al. 2015). mTOR koordinuje růst a metabolismus 

eukaryotických buněk s vlivy prostředí, včetně živin a růstových faktorů. Zastává ústřední roli 

v regulaci mnoha základních buněčných procesů, od syntézy proteinů po autofagii. 

Deregulovaná signalizace mTOR se podílí na progresi řady závažných onemocnění, včetně 

AML, i na procesu stárnutí (Park et al. 2010; Saxton a Sabatini 2017).  

2.2.3 FLT3 mutace  

FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) je receptorová tyrosinkináza, která hraje klíčovou roli v 

regulaci proliferace a diferenciace hematopoetických buněk. Mutace v genu FLT3 jsou jedním 

z nejčastějších genetických nálezů u pacientů s AML, vyskytují se u přibližně třetiny případů 

(Kennedy a Smith 2020; Smith 2019). Nejčastějšími variantami jsou mutace typu vnitřní 

tandemové duplikace (FLT3-ITD), které postihují zhruba 25 % pacientů s AML, přičemž jde 

ve většině případů o pacienty starší 55 let, u mladších se vyskytují vzácně. Dále bodové mutace 

v tyrosin kinázové doméně (FLT3-TKD), jež se objevují přibližně u 5 % nemocných. Na rozdíl 

od FLT3-ITD je rozšířena obdobně ve všech věkových skupinách (Meshinchi a Appelbaum 

2009). Obě tyto mutace způsobují konstitutivní aktivaci FLT3 receptoru nezávislou na 

přítomnosti ligandu, což vede k nekontrolované proliferaci leukemických buněk, narušení 

jejich diferenciace a k agresivnímu průběhu onemocnění. Zvláště mutace FLT3-ITD je spojena 

s nepříznivou prognózou, vyšším rizikem relapsu a nižší mírou přežití pacientů (Kennedy a 

Smith 2020; Smith 2019).  

Mutace FLT3-ITD se nejčastěji vyskytují v exonu 14 genu FLT3, který kóduje 

juxtamembránovou (JM) doménu, a způsobují ztrátu inhibičního účinku této domény na 

tyrosinkinázovou aktivitu receptoru, což vede k jeho trvalé aktivaci; výsledkem je aberantní 

signalizace prostřednictvím STAT5 a dalších drah (PI3K/Akt, MEK/ERK), potlačení myeloidní 

diferenciace a vznik AML s vysokým počtem krevních blastů. (Gilliland a Griffin 2002; 

Choudhary et al. 2005; Schnittger et al. 2012) 

Naopak FLT3-TKD způsobují změny v aktivační smyčce receptoru, které vedou k jeho trvalé 

aktivaci prostřednictvím drah PI3K/Akt a MEK/ERK, ale neaktivují STAT5 ani nepotlačují 

myeloidní diferenciaci, což vysvětluje mírnější dopad těchto mutací na léčebné výsledky, které 

jsou obecně příznivější než u mutací FLT3-ITD. (Gilliland a Griffin 2002; Choudhary et al. 

2005; Schnittger et al. 2012) 
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2.3 Průběh a charakteristika 

Klinický obraz AML je velmi variabilní a závisí na konkrétních genetických změnách a stupni 

postižení kostní dřeně. Mezi nejčastější symptomy patří anémie, neutropenie a trombocytopenie 

(obr. 6), což se projevuje únavou, krvácivými projevy a zvýšenou náchylností k infekcím. 

Pacienti mohou mít také leukemické infiltráty v různých orgánech, jako jsou slezina, játra nebo 

kůže, což dále komplikuje klinický obraz. Onemocnění má zpravidla rychlý a agresivní průběh. 

Bez léčby vede AML k úmrtí během několika týdnů až měsíců v důsledku selhání kostní dřeně 

nebo závažných infekčních komplikací. (Döhner et al. 2010; Inoue et al. 2016) 

 

Obrázek 6: Porovnání možných poruch krvetvorby při AML s přirozeným krevním obrazem. Při 

anémii dochází k poklesu erytrocytů, tudíž i hemoglobinu, pod fyziologickou mez, tj. <110 g 

hemoglobinu/l krve; při neutropenii dochází k poklesu nejpočetnějších leukocytů v krvi, neutrofilních 

granulocytů, pod fyziologickou mez, tj. <0,5 × 109/l; při trombocytopenii dochází k poklesu trombocytů 

pod fyziologickou mez, tj. <100 × 109/l; při pancytopenii dochází k poklesu všech typů krevních buněk 

v obvodové krvi pod fyziologickou mez. Vytvořeno autorkou podle (Anon. [b.r.]) a (URL 1). 

2.3.1 Extranodální manifestace 

Splenomegalie je jednou z nejčastějších extranodálních manifestací, způsobenou infiltrací 

leukemických buněk do sleziny. Zvětšená slezina může mechanicky destruovat krevní 

elementy, což dále zhoršuje cytopenie (Estey a Döhner 2006). Podobně je u pacientů běžná i 

hepatomegalie, která může být spojena se zvýšením jaterních transamináz a cholestázou. U 

některých pacientů dochází k infiltraci centrálního nervového systému (CNS), což se klinicky 

projevuje příznaky jako bolest hlavy, ztuhlost šíje, poruchy vědomí nebo parézy hlavových 

nervů. Leukemická infiltrace CNS je častější u dětských pacientů nebo u dospělých s některými 

cytogenetickými abnormalitami (Arber et al. 2016). 

2.3.2 Akutní komplikace 

Diseminovaná intravaskulární koagulace (DIC) je závažnou komplikací, která se často 

vyskytuje u specifických podtypů AML. DIC je charakterizována nekoordinovanou aktivací 

koagulační kaskády, což vede k současné trombóze a krvácení. Výsledkem je vznik 

mikrotrombů v malých cévách, což způsobuje ischemii tkání, zatímco koagulační faktory a 

destičky jsou vyčerpány, což vede ke spontánnímu krvácení. (Choudhry a DeLoughery 2012) 
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Klinicky se DIC projevuje krvácením z nosu, sliznic, kůže nebo gastrointestinálního traktu. 

Další častou a život ohrožující komplikací je febrilní neutropenie, která vzniká jako důsledek 

myelosuprese po intenzivní chemoterapii (Freifeld et al. 2011). Pacienti s febrilní neutropenií 

bývají často imunokompromitovaní, mohou tudíž rychle progredovat do sepse nebo septického 

šoku, pokud není okamžitě zahájena léčba širokospektrými antibiotiky, v případech virové 

infekce a mykózy pak antivirotiky či antimykotiky. Vysoké riziko infekce u těchto pacientů je 

způsobeno nejen deficitem neutrofilů, ale také narušením fyzických bariér, jako je střevní 

epitel, poškozených chemoterapií. 

2.4 Diagnostika 

Diagnostika AML je založena na kombinaci morfologického, imunofenotypového, 

cytogenetického a molekulárního vyšetření. Standardním diagnostickým postupem je aspirace 

kostní dřeně a následná cytologická analýza. Přítomnost více než 20 % blastů v kostní dřeni 

nebo periferní krvi je klíčovým diagnostickým kritériem dle Světové zdravotnické organizace, 

viz “Klasifikace“. Důležitou součástí diagnostiky je imunofenotypizace pomocí průtokové 

cytometrie, která umožňuje odlišení AML od jiných typů leukémií a hematologických malignit. 

Cytogenetické vyšetření slouží k detekci chromozomálních aberací, jako je inv(16), t(8;21) 

nebo t(15;17), které mají prognostický význam. Molekulární analýza mutací, například v 

genech FLT3-ITD, NPM1 nebo IDH1, pomáhá stratifikovat pacienty do různých rizikových 

skupin a přizpůsobit léčebný postup (Vardiman a Hyjek 2011; Wang a Bailey 2015). Další 

důležitou roli hraje stav minimální zbytkové nemoci (MRD), který poskytuje informace o 

přetrvávajících leukemických buňkách po léčbě. MRD pozitivita, zjištěná například pomocí 

průtokové cytometrie nebo molekulární analýzy, je spojena s vyšším rizikem relapsu a kratší 

dobou bez nemoci (Boscaro et al. 2023; Pollyea et al. 2021).  

Moderní diagnostika pochopitelně existuje i v rámci onemocnění s přítomností FLT3 mutace. 

Nejčastěji používanými metodami jsou PCR (polymerázová řetězová reakce), která umožňuje 

rychlou a citlivou detekci mutací, a sekvenování nové generace, které nabízí vyšší přesnost a 

možnost detekce i méně častých variant. Diagnostika se provádí při stanovení diagnózy AML 

i při relapsu, protože dynamika FLT3 mutací může být odlišná mezi primárním a relabujícím 

onemocněním. (Maziarz et al. 2021)  

2.5 Klasifikace 

Nejjednodušší, ale klinicky významné, je rozdělení na dva základní typy: AML de novo a 

sekundární AML s myelodysplastickými rysy. Klasifikační systém používaný k rozdělení AML 

vytvořila WHO a zohledňuje kromě morfologie blastů zásadní v dříve používaných 

klasifikačních systémech také imunofenotypizační, cytogenetické a molekulárně genetické 

diagnostické aspekty. Tento systém se používá v kombinaci s Mezinárodní konsenzuální 

klasifikací (ICC). (Chang a Kuzu 2023) 

Historicky byla AML klasifikována podle morfologie a cytochemických vlastností, jak to 

stanovila Francouzsko-americko-britská (FAB) kooperativní skupina. Tento přístup rozlišoval 

osm subtypů na základě linie a stupně diferenciace leukemických buněk. (Arber 2001)  



22 
 

Současné klasifikační systémy zohledňují molekulárně genetické charakteristiky a 

cytogenetické abnormality. WHO klasifikace v aktuální páté edici rozděluje AML podle 

genetických markerů, které mají klíčovou prognostickou hodnotu. (Chen et al. 2023)  

Mezinárodní konsensuální klasifikace (ICC) se zaměřuje na integraci cytogenetických a 

molekulárních dat. Tento přístup umožňuje přesnější stratifikaci pacientů a lepší pochopení 

biologických mechanismů onemocnění. Kromě již známých mutací, jako jsou DNMT3A, TET2 

nebo IDH1/2, ICC zahrnuje nové kategorie založené na genových fúzích nebo aberacích 

regulujících epigenetiku a transkripční kontrolu. (Arber 2001; Chen et al. 2023) 

Cytogenetické analýzy ukazují, že AML je heterogenní i na úrovni genomové nestálosti. 

Rozlišují se tři hlavní typy: AML s rovnovážnými genovými přestavbami (např. fúze genů 

RUNX1-RUNX1T1), AML s chromozomálními aneuploidiemi (např. trisomie 8) a AML s 

normálním karyotypem, dominovaná mutacemi jednotlivých genů. Tyto skupiny mají zásadní 

prognostické implikace a často odlišnou odpověď na terapii. (Chen et al. 2023) 

Mutace FLT3 jsou heterogenní, pokud jde o jejich zatížení, velikost a umístění (Schnittger et 

al. 2012). AML s mutací a FLT3 jsou klasifikovány jako střední riziko dle 2022 ELN 

klasifikace (Oya et al. 2023).  
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Obrázek 7: Klasifikace AML dle ICC. Upraveno podle (Chang a Kuzu 2023) a (URL 1). 

 

Obrázek 8: Klasifikace AML dle WHO. Upraveno podle (Chang a Kuzu 2023) a (URL 1). 

2.5.1 Kategorie a prognóza 

AML se normálně nedělí na klinická stádia jako solidní nádory, ale je klasifikována podle 

rizikových skupin na základě cytogenetických a molekulárních markerů. Mezi pacienty s 

příznivou prognózou patří ti, kteří mají mutace v genech NPM1 bez přítomnosti FLT3-ITD. 

Pacienti s mutací FLT3-ITD spadají do středně rizikové kategorie. Osoby s komplexními 

karyotypovými změnami jsou pak řazeni do skupiny s vysokým rizikem relapsu. Celková 

prognóza AML je nepříznivá, zejména u starších pacientů. Pětileté přežití se pohybuje kolem 
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30-40 % u pacientů mladších 60 let, zatímco u dospělých starších 60 let klesá tento faktor pod 

20 %. Hlavní příčinou úmrtí je relaps onemocnění nebo komplikace související s léčbou. 

Celkové pětileté přežití pacientů s AML činilo mezi lety 2014-2020 31,9 %. (Anon. [b.r.]; 

Nannya et al. 2022; Wang a Bailey 2015)  

 

Obrázek 9: Celkové přežití pacientů s AML v % v závislosti na čase od postižení diagnózou. Graf 

reprezentuje přežití pacientů s AML v souvislosti s jejich cytogenetickým rizikovým profilem. 

Zobrazuje celkové přežití (OS - Overall Survival) u pacientů zařazených do tří hlavních kategorií dle 

ELN (European LeukemiaNet) 2022 klasifikace. Upraveno podle (Aparicio-Pérez et al. 2023) a (URL 

1). 
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Tabulka 1: Rozdělení rizikových kategorií AML dle ELN 2022. Příznivé riziko zahrnuje pacienty s 

mediánem celkového přežití přesahujícím 5 let; střední riziko zahrnuje pacienty s mediánem přežití 

přibližně 2-3 roky; nepříznivé riziko zahrnuje pacienty s mediánem přežití často pod 1 rokem. Upraveno 

podle (Stubbins et al. 2022). 

Kategorie rizika Genetická abnormalita 

Příznivé riziko 

t (8;21) (q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1 

inv (16) (p13.1q22) nebo t (16;16) (p13.1;q22); CBFB-MYH11 

Mutovaný NPM1 bez FLT3-ITD 

bZIP v rámci mutace CEBPA 

Střední riziko 

Mutovaný NPM1 s FLT3-ITD 

“Wild-type“ (nemutovaný) NPM1 s FLT3-ITD 

t (9;11) (p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A 

Cytogenetické abnormality, které nejsou klasifikovány jako příznivé nebo nepříznivé 

Nepříznivé riziko 

t (6;9) (p23;q34.1); DEK-NUP214 

t (v;11q23.3); KMT2A přeuspořádáno 

t (9;22) (q34.1;q11.2); BCR-ABL1 

inv(3) (q21.3q26.2) nebo t (3;3) (q21.3;q26.2); GATA2, MECOM (EVI1) 

t (3q26.2;v); MECOM (EVI1)-přeuspořádáno 

−5 nebo del (5q); −7; −17/abn (17p) 

Komplexní karyotyp, monosomální karyotyp 

Mutace ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 nebo ZRSR2 

Mutace TP53 

2.6 Léčba AML 

Standardní léčba AML, existující již od 70. let, zahrnuje indukční chemoterapii založenou na 

kombinaci cytarabinu a antracyklinů, která má za cíl dosáhnout kompletní remise. Po indukční 

léčbě následuje konsolidační terapie, která může zahrnovat vysokodávkovaný cytarabin nebo 

alogenní transplantaci hematopoetických kmenových buněk (HCT) u pacientů s vysokým 

rizikem relapsu. Nově se do léčby AML začleňují cílené terapie zaměřené na specifické mutace, 

jako jsou inhibitory FLT3 (například midostaurin a gilteritinib) nebo inhibitory IDH1/2. 

Imunoterapie, včetně monoklonálních protilátek a CAR-T buněk, představují další nadějný 

směr vývoje léčby. Výhled pacientů se postupně zlepšuje díky pokrokům v molekulární 

diagnostice a personalizované medicíně. Nicméně AML stále zůstává onemocněním s vysokou 

mortalitou, a proto je důležitý další výzkum zaměřený na identifikaci nových terapeutických 
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cílů a zlepšení celkového přežití pacientů. (IV. interní hematologická klinika FN HK 2023; 

Lowenberg 2004; Nannya et al. 2022) 

Relaps AML představuje návrat onemocnění po dosažení kompletní remise a je spojen s 

nepříznivou prognózou. Léčebné strategie zahrnují podání záchranné chemoterapie, často s 

využitím odlišných cytostatik než v indukční fázi, s cílem dosáhnout další remise. Následně je 

u vhodných pacientů indikována alogenní transplantace krvetvorných buněk (TKB), která 

nabízí potenciál kurativního účinku. Úspěšnost transplantace však závisí na citlivosti 

onemocnění k záchranné chemoterapii a celkovém stavu pacienta. (Buliková et al. 2013) 

Po alogenní TKB je klíčové sledování minimální reziduální nemoci (MRD) a pravidelné 

monitorování chimerismu k posouzení rizika relapsu. U pacientů s detekovatelnou MRD nebo 

známkami relapsu lze zvážit podání dávek donorových lymfocytů nebo nasazení 

hypometylačních agens, jako je azacytidin, s cílem eradikovat reziduální leukemické buňky. 

Důležitá je také prevence a léčba komplikací spojených s transplantací, včetně reakce štěpu 

proti hostiteli a infekcí. (Heuser et al. 2021) 

Konsolidační léčba následuje po dosažení kompletní remise a jejím cílem je eradikace 

minimální reziduální nemoci a prevence relapsu. Strategie zahrnují podání několika cyklů 

intenzivní chemoterapie nebo provedení alogenní TKB, zejména u pacientů s nepříznivými 

prognostickými faktory. Udržovací terapie, například s použitím hypometylačních agens, může 

být zvážena u vybraných pacientů s cílem snížit riziko relapsu. (Döhner et al. 2022) 

U starších pacientů nebo pacientů s komorbiditami, kteří nejsou kandidáty na intenzivní 

chemoterapii, je vhodné zvážit méně toxické léčebné přístupy. Hypometylační agens, jako je 

azacytidin, mohou být použity k indukci remise s nižší toxicitou. V případech, kdy je cílem 

zlepšení kvality života a kontrola symptomů, je indikována paliativní péče, která zahrnuje 

podpůrnou léčbu, transfuzní terapii a symptomatickou léčbu s důrazem na komfort pacienta. 

(Buliková et al. 2013) 

2.7 Léčba AML s FLT3 mutací 

Léčba AML s FLT3 mutacemi obvykle zahrnuje standardní chemoterapii, následovanou 

alogenní transplantací hematopoetických kmenových buněk. Standardní chemoterapie, 

zejména indukční chemoterapie, se však ukázala jako nedostatečná pro dosažení dlouhodobé 

kontroly onemocnění u pacientů s FLT3-ITD, což vedlo k hledání specifických cílených terapií. 

V posledních letech došlo k významnému pokroku v léčbě těchto pacientů díky vývoji 

tyrosinkinázových inhibitorů, které cílí na mutovaný FLT3 receptor. Pacienti s FLT3-ITD, kteří 

podstoupili alogenní transplantaci kmenových buněk, mohou vykazovat zlepšené dlouhodobé 

výsledky, zejména pokud jsou léčeni inhibitory FLT3 v rámci indukce nebo konsolidace. 

Nicméně, riziko relapsu je stále vysoké, což vyžaduje další vývoj a personalizované přístupy v 

léčbě těchto pacientů. Další možnou cestou je rozdělení pacientů s FLT3-ITD na podskupiny 

na základě alelického poměru (AR). Pacienti s nízkým AR (<0,5) mohou mít lepší prognózu 

než ti s vysokým AR (≥0,5), což naznačuje potřebu stratifikace léčby na základě této 

charakteristiky. (Daver et al. 2021; IV. interní hematologická klinika FN HK 2023) 
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Inhibitory FLT3 mohou být podávány s chemoterapií nebo po ní v kombinovaných režimech. 

Podávání před chemoterapií může snížit chemosenzitivitu zpomalením nebo zastavením 

buněčného cyklu. Další úvahou je, že současné podávání inhibitorů FLT3 s chemoterapií může 

zvýšit toxicitu v důsledku farmakokinetických interakcí. To může být zvláště důležité pro 

antracykliny, a to následkem interakcí těchto látek a inhibitorů FLT3 s plazmatickými proteiny, 

zejména s transportními proteiny léčiv z kazety vázající ATP. (Levis et al. 2004; Sen et al. 

2012) 

2.8 Klasifikace FLT3 inhibitorů  

Podle svého mechanismu účinku se dělí na inhibitory první a druhé generace a také na 

inhibitory typu I a typu II, což ovlivňuje jejich účinnost a klinické využití. 

Inhibitory první generace zahrnují látky jako sunitinib, sorafenib, midostaurin, lestaurtinib a 

tandutinib. Tyto inhibitory nebyly původně vyvinuty s primárním cílem inhibovat FLT3, a 

proto jejich mechanismus účinku zasahuje široké spektrum receptorových tyrosinkináz (RTK). 

Inhibice více RTK může mít pozitivní efekt na AML tím, že zasahuje nejen FLT3, ale i paralelní 

signální dráhy a další cíle důležité pro přežití leukemických buněk. Na druhé straně je však 

široké spektrum účinku spojeno s vyšší mírou toxicity, což omezuje jejich použití (Maziarz et 

al. 2021). Midostaurin byl schválen pro léčbu dospělých pacientů s nově diagnostikovanou s 

AML s mutací FLT3 v kombinaci se standardní chemoterapií (Office of the Commissioner 

2020). Sorafenib je používán off-label u pacientů s relabující nebo refrakterní AML s mutací 

FLT3-ITD, zejména v případech, kdy nejsou dostupné jiné možnosti léčby (Metzelder et al. 

2009; Zhang et al. 2008b). Sunitinib, lestaurtinib a tandutinib neprokázaly dostatečnou účinnost 

nebo bezpečnost v klinických studiích a nejsou schváleny pro léčbu AML (Ilyas et al. 2016; 

Knapper et al. 2017). 

Druhá generace FLT3 inhibitorů zahrnuje quizartinib, crenolanib a gilteritinib. Tyto látky byly 

vyvinuty cíleně a jejich účinek je výrazně specifičtější, což vede k nižší míře vedlejších účinků 

spojených s inhibicí jiných RTK. Na rozdíl od první generace však inhibitory druhé generace 

postrádají širší spektrum aktivity mimo FLT3. To může být výhodou z hlediska snížené 

toxicity, avšak zároveň omezující v případech, kdy paralelní signální dráhy hrají důležitou roli 

v rezistenci leukemických buněk na léčbu. Klinické studie potvrdily vysokou účinnost těchto 

inhibitorů nejen u pacientů s relabující či refrakterní AML, ale také naznačily jejich potenciál 

v kombinaci se standardní terapií pro zlepšení dlouhodobého přežití u nově diagnostikovaných 

pacientů (Maziarz et al. 2021). Gilteritinib je využíván pro léčbu dospělých pacientů s relabující 

nebo refrakterní AML s mutací FLT3 jako monoterapie (Center for Drug Evaluation and 

Research 2024a). Rovněž quizartinib byl schválen v kombinaci s chemoterapií jako součást 

úvodní léčby u pacientů s AML s mutací FLT3-ITD (Center for Drug Evaluation and Research 

2024b). Přestože crenolanib vykazuje slibné výsledky v klinických studiích, nebyl dosud 

ratifikován pro klinické použití v léčbě AML (Zhang et al. 2019a). 

Inhibitory FLT3 lze dále rozdělit na dva hlavní typy podle způsobu jejich interakce s 

receptorovou tyrosinkinázou FLT3. Tyto typy zahrnují inhibitory typu I, které se vážou na ATP 

vazebné místo receptoru v jeho aktivní (DFG-in) konformaci, a inhibitory typu II, které se 
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vážou na hydrofobní oblast přístupnou pouze v neaktivní (DFG-out) konformaci. Oba typy 

inhibitorů zabraňují autofosforylaci receptoru a jeho signalizaci. Inhibitory typu I, jako 

například sunitinib, lestaurtinib, midostaurin, crenolanib a gilteritinib, jsou účinné proti 

mutacím FLT3-ITD i FLT3-TKD (např. mutaci D835). Naopak inhibitory typu II, kam patří 

sorafenib, quizartinib a ponatinib, jsou cílené na FLT3-ITD, ale nejsou účinné proti většině 

mutací TKD. Mutace D835 často přispívá k rozvoji sekundární rezistence vůči inhibitorům typu 

II. (Ke et al. 2015; Smith et al. 2012; 2015) 

 

Obrázek 10: Mechanismus aktivace FLT3 receptoru, jeho patologické mutace a principy účinku 

různých inhibitorů. FLT3 inhibitory typu I se vážou na receptor FLT3 v aktivní konformaci, buď v 

blízkosti aktivační smyčky, nebo kapsy pro vazbu ATP, a jsou aktivní proti mutacím ITD a TKD. FLT3 

inhibitory typu II vážou receptor FLT3 v neaktivní konformaci v oblasti sousedící s ATP-vazebnou 

doménou. V důsledku této vazebné afinity inhibitory FLT3 typu II zabraňují aktivitě mutací ITD, ale 

necílí na mutace TKD. JMD= juxtamembránová doména; TK= tyrosinkináza. Upraveno podle (Daver 

et al. 2019) a (URL 1). 

2.8.1 Midostaurin 

Midostaurin byl první inhibitor FLT3 schválený pro léčbu AML. Jeho účinnost byla prokázána 

v klinické studii RATIFY, kde kombinace midostaurinu s chemoterapií signifikantně zlepšila 

event-free survival (EFS) oproti standartní chemoterapii, skládající se z cytarabinu a 

daunorubicinu, u pacientů s mutací FLT3-ITD i FLT3-TKD. Midostaurin působí jako inhibitor 

typu I. Jeho hlavním přínosem je prodloužení přežití, avšak je spojen s nežádoucími účinky, 

jako je nevolnost, průjem nebo myelosuprese. Studie navíc ukazují, že jeho účinnost je 

limitována rozvojem rezistence, zejména sekundárních mutací FLT3. (Milnerowicz et al. 2023; 

Voso et al. 2020)  

2.8.2 Quizartinib 

Quizartinib je selektivní inhibitor typu II, který se váže na neaktivní konformaci FLT3. Byl 

schválen pro léčbu FLT3-ITD pozitivní AML v kombinaci s chemoterapií a jako udržovací 

terapie po konsolidační léčbě. Kromě toho byl v Japonsku uznán také jako monoterapie pro 

dospělé pacienty s relabující nebo refrakterní FLT3-ITD pozitivní AML. Klinické studie 

ukázaly, že pacienti léčení quizartinibem měli významně delší přežití než ti na placebu. Jeho 
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použití však doprovází riziko závažných nežádoucích účinků, včetně kardiálních komplikací, 

jako je prodloužení QT intervalu. Proto je quizartinib dostupný v rámci programu REMS (Risk 

Evaluation and Mitigation Strategy). (Center for Drug Evaluation and Research 2024b; Cortes 

2024; Milnerowicz et al. 2023) 

2.8.3 Gilteritinib 

Gilteritinib je inhibitor typu I ratifikovaný pro léčbu relabující nebo refrakterní AML s mutací 

FLT3. Studie ukazují, že gilteritinib zlepšuje celkové přežití pacientů, kteří nereagovali na 

předchozí léčbu. Jeho výhodou je účinnost proti mutacím ITD i TKD, což jej činí 

univerzálnějším ve srovnání s quizartinibem. Gilteritinib se obvykle podává v monoterapii, což 

snižuje riziko farmakokinetických interakcí. Stejně jako jiné inhibitory však čelí problému 

rezistence, zejména v důsledku mutace F691L. (Milnerowicz et al. 2023; Voso et al. 2020)  

 

Obrázek 11: Souhrn strukturních vzorců klinicky využívaných FLT3 inhibitorů. Upraveno podle 

(Zhi et al. 2019) a (URL 1). 

2.9 Problematika rezistence onemocnění vůči léčivům 

Rezistence na léčbu AML představuje významnou výzvu, jelikož je hlavním faktorem 

přispívajícím k relapsu onemocnění a nízké pravděpodobnosti přežití pacientů. Mechanismy 

rezistence jsou komplexní a zahrnují jak buněčné, tak molekulární procesy ovlivňující účinnost 

standardní chemoterapie i nových cílených terapií. 

2.9.1 Genetické a epigenetické změny 

Epigenetické změny, jako je hypermetylace promotorů tumor supresorových genů nebo změny 

v acetylaci histonů, mohou ovlivnit expresi genů souvisejících s odpovědí na léčbu. Takové 

změny mohou vést ke ztrátě funkce klíčových proteinů, které jsou cílem chemoterapie nebo 

imunoterapie. (Zhang et al. 2019b) 

2.9.2 Mikroprostředí kostní dřeně 

Mikroprostředí kostní dřeně hraje klíčovou roli v přežití leukemických buněk a jejich rezistenci 

vůči léčbě. Buňky stromatu v kostní dřeni poskytují podpůrný prostor pro leukemické buňky, 

zajišťují jim výživu a chrání je před toxickými účinky chemoterapie. Interakce mezi 

leukemickými buňkami a stromálními buňkami prostřednictvím adhezivních molekul a 



30 
 

cytokinů, jako je IL-6 nebo CXCL12, může zvýšit odolnost buněk vůči léčbě a přispět k jejich 

přežití v dormantním stavu. (Duy et al. 2016) 

Cytochrom P450 3A4 (CYP3A4 ) je hlavní lidský enzym zodpovědný za I. fázi metabolismu 

složek potravy, předepsaných léčiv a xenobiotik, steroidních hormonů a žlučových kyselin. 

Inhibice aktivity CYP3A4 může narušit fyziologické mechanismy, včetně endokrinního 

systému a odpovědi na příjem léků (Guttman a Kerem 2022). Mechanismus exprese enzymů 

cytochromu P450 (CYP) byl identifikován jako proces, kterým může mikroprostředí kostní 

dřeně přispívat k rezistenci na léčiva. Byla zkoumána potenciální role CYP3A4 z hlediska 

rezistence k FLT3 inhibitorům zprostředkované mikroprostředím kostní dřeně. Bylo zjištěno, 

že CYP3A4 hraje hlavní roli v potlačení aktivity různých FLT3 inhibitorů (sorafenib, 

quizartinib a gilteritinib) (Chang et al. 2019). 

 

Obrázek 12: Složení kostní dřeně z hlediska buněk. Vytvořeno autorkou podle (Anon. [b.r.]) a (URL 

1). 

2.9.3 P-glykoprotein a další transportéry 

Významným faktorem rezistence je rovněž zvýšená exprese transportních proteinů, jako je P-

glykoprotein (P-gp). Tento protein funguje jako pumpa, která aktivně transportuje 

chemoterapeutické látky ven z leukemických buněk, čímž snižuje jejich intracelulární 

koncentraci a účinnost. Zvýšená exprese P-gp byla spojena s rezistencí na doxorubicin, 

vincristin a další cytotoxické látky. (Zhang et al. 2019b) 

Dalším podstatným proteinem je glutathion-S-transferáza, která katalyzuje detoxikaci 

reaktivních látek a snižuje účinnost chemoterapie. Tato detoxikační schopnost je často zvýšena 

v rezistentních buňkách, což snižuje účinnost léků, jako jsou platinové sloučeniny a alkylující 

činidla. (Zhang et al. 2019b) 

2.9.4 Reverzibilní senescence 

Rezistentní AML buňky mohou vstoupit do stavu reverzibilní senescence, což je proces, při 

kterém buňky zůstávají metabolicky aktivní, ale přestávají proliferovat. Tento stav je indukován 

genotoxickým stresem vyvolaným chemoterapií a je zprostředkován aktivací kináz, jako je 

ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein). Buňky ve stavu senescence mohou 
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přežít léčbu a po určité době se reaktivovat, což vede k relapsu. (Duy et al. 2016; Zhang et al. 

2019b) 

2.9.5 Rezistence onemocnění na FLT3 inhibitory 

Rezistence vůči FLT3 inhibitorům může být primární (vrozená) nebo sekundární (získaná) 

(Eguchi et al. 2020). 

Primární rezistence se vyskytuje u přibližně třetiny pacientů a souvisí s existujícími vlastnostmi 

rakovinných buněk, které snižují citlivost na inhibitory FLT3. Patří sem například upregulace 

enzymu CYP3A4, zvýšená sekrece fibroblastového růstového faktoru 2, aktivace FLT3 ligandu 

(FLT3L) nebo zvýšená exprese receptoru CXCR4. Tyto faktory brání účinnosti léčby již při 

jejím zahájení. (Chang et al. 2019; Jacobi et al. 2010; Sato et al. 2011; Traer et al. 2016) 

Sekundární rezistence se vyvíjí v průběhu léčby pod selektivním tlakem inhibitorů FLT3. 

Mechanismy zahrnují aktivaci alternativních signálních drah (např. JAK/STAT, PI3K/AKT) 

nebo selekci subpopulací rakovinných buněk s odolnými vlastnostmi. Dále může dojít k získání 

nových mutací (např. TET2, RAS, IDH1/2) nebo adaptivním změnám v mikroprostředí nádoru, 

což umožňuje přežití a proliferaci buněk navzdory léčbě. (Daver et al. 2015; Lindblad et al. 

2016; Natarajan et al. 2013; Park et al. 2015; Piloto et al. 2006) 
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Obrázek 13: Schematické mechanismy primární (on-target) a sekundární (off-target) rezistence 

vůči inhibitorům FLT3. FL= FLT3 ligand; FGF= fibroblastový růstový faktor; FGFR1= receptor pro 

fibroblastový růstový faktor; CXCL12= chemokin 12; CXCR4= chemokinový receptor typu 4; RHO= 

rod proteinů; RAS/MAPK= signální dráha zahrnující RAS a MAP kinázy; CYP3A4= enzym 

cytochromu P450; CCR5= chemokinový receptor typu 5; JAK (Janus kináza)/STAT (signální přenašeč 

a aktivátor transkripce)= buněčná signalizační cesta; SHP2= fosfatáza 2 obsahující doménu homologie 

src 2; SOCS= supresor cytokinové signalizace; PIM= provirové integrační místo pro virus Moloneyho 

myší leukemie; AXL= tyrozinkinázový receptor; P= fosfátová skupina; Pgp= P-glykoprotein; TESC= 

tescalcin; PBX1= transkripční faktor 1 pre-B-buněčné leukémie; p21= protein p21(Cip1/Waf1); 

RUNX1= transkripční faktor zapojený do vývoje hematopoetických buněk. Upraveno podle (Ruglioni 

et al. 2024) a (URL 1). 

2.9.6 Strategie k překonání rezistence 

Současný výzkum se zaměřuje na vývoj nových inhibitorů, které cíleně blokují klíčové dráhy 

rezistence, ale také monoklonálních protilátek či jiných možností léčby. Například inhibitory 

FLT3 jsou používány k cílení na mutované leukemické buňky, zatímco inhibitory ATR se 

zkoumají jako prostředky k narušení senescentního stavu leukemických buněk. Rovněž se 

zkoumá kombinace chemoterapie s imunoterapií, která by mohla překonat ochranné účinky 

mikroprostředí kostní dřeně. (Duy et al. 2016; Zhang et al. 2019b) 

2.10 Budoucí směry cílené terapie vůči FLT3 receptoru 

Díky narůstajícímu porozumění molekulárním mechanismům AML a jejím rezistencím či 

možnostem v léčbě se cílená terapie nejen FLT3 mutace neustále vyvíjí. Avšak navzdory 

úspěchům inhibitorů společnost stále čelí výzvám, které souvisejí s relapsy či již zmíněnými 

rezistencemi na běžnou léčbu. Takovéto komplikace tak představují motivaci pro vývoj nových 

strategií, jež se týkají nejen zdokonalených inhibitorů, ale také kombinací s dalšími možnými 

léčebnými způsoby, a to za účelem zlepšení dlouhodobé účinnosti terapie.  

Jedním z klíčových směrů je optimalizace kombinací FLT3 inhibitorů s dalšími cílenými 

látkami nebo chemoterapií. Preklinické i klinické studie ukazují, že kombinace s venetoklaxem, 
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inhibitorem BCL-2, mohou překonat mechanismy rezistence, jako je zvýšená exprese MCL-1, 

a posílit apoptotické účinky léčby. Tyto kombinace již prokazují významné synergické účinky 

a zlepšují míru remise u pacientů, kteří nereagují na standardní terapii. (Fedorov et al. 2023; 

Lachowiez et al. 2023) 

Imunoterapie je dalším slibným směrem. Výzkum bispecifických protilátek a CAR-T buněk 

zaměřených na FLT3 je v rané fázi vývoje, ale již nyní vykazuje potenciál překonat limity 

současné cílené léčby. Tyto metody využívají imunitní systém k přesnému zacílení 

leukemických buněk, což by mohlo zásadně změnit přístup k terapii relabujících nebo 

refrakterních pacientů. (Lachowiez et al. 2023) 

V neposlední řadě je kladen důraz na minimalizaci toxicity a individualizaci terapie. Vývoj třetí 

generace FLT3 inhibitorů se zaměřuje na zlepšení selektivity vůči mutovaným formám 

receptoru, což by mělo snížit nežádoucí účinky na zdravé buňky. Genomické analýzy a 

biomarkery se také stávají standardem pro výběr optimální léčby, což umožňuje přizpůsobit 

terapii specifickým potřebám jednotlivých pacientů. (Fedorov et al. 2023; Lachowiez et al. 

2023)  

Závěrem lze tedy říci, že budoucnost cílené terapie FLT3 představuje kombinace pokročilých 

inhibitorů, pokrokové imunoterapeutické přístupy či medicínu přizpůsobenou a upravenou 

konkrétním pacientům. Takovéto koncepce by tak mohly významně vést ke zdokonalení 

dlouhodobého přežití a kvality života osob trpících  AML. 
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3 Cíle práce 

Tato práce si klade za cíl charakterizovat tři nově syntetizované sloučeniny s potenciálem 

inhibovat FLT3 mutovaný receptor a následně je porovnat s výsledky dosaženými klinicky 

používanými inhibitory, tj. midostaurinu a quizartinibu.  

K objasnění této problematiky byly stanoveny dva hlavní cíle:  

1) Ověřit vliv testovaných potenciálních léčiv efekt na buněčnou proliferaci 

prostřednictvím metody MTT na buněčných liniích akutní myeloidní leukémie MV4-

11 a MOLM-13 (exprimující mutovaný FLT3 receptor) a kontrolní THP-1 

(exprimující wt FLT3 receptor) a posoudit, zda je jejich efekt specifický pro FLT3 

mutovaný receptor.  

 

2) Určit efekt těchto sloučenin u gilteritinib-rezistentní linie MV4-11 g45, porovnat jej 

s účinkem u MV4-11 wt linie a tím zjistit, zdali by látky mohly být schopny překonat 

rezistenci vůči gilteritinibu.  
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4 Materiál 

Praktická část práce byla uskutečněna ve Výzkumné skupině buněčné farmakologie a onkologie 

doc. Čečkové, na Katedře farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty Univerzity 

Karlovy v Hradci Králové. 

4.1 Chemikálie 

4.1.1 Reagencie 

• Fetal Bovine Serum (FBS) - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

• kyselina chlorovodíková (HCl) - Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Česká republika) 

• Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

• isopropylalkohol (C3H8O) - Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Česká republika) 

• L-glutamin - Merck KGaA (Darmstadt, Německo) 

• MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) - Merck KGaA 

(Darmstadt, Německo) 

• Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (PBS) - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

• RPMI-1640 Medium - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

• trypanová modř (C34H24N6Na4O14S4) - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

4.1.2 Inhibitory  

• gilteritinib - MedChemExpress (Monmouth Junction, USA) 

• midostaurin - MedChemExpress (Monmouth Junction, USA) 

• quizartinib - MedChemExpress (Monmouth Junction, USA) 

4.1.3 Testované látky 

• LG-2189 - Centrum biomedicínského výzkumu FN HK (Hradec Králové, Česká 

republika) 

• PSU28 - Centrum biomedicínského výzkumu FN HK (Hradec Králové, Česká 

republika) 

• PSU32 - Centrum biomedicínského výzkumu FN HK (Hradec Králové, Česká 

republika) 

4.2 Laboratorní vybavení  

• centrifuga C-28A - Boeco Germany (Hamburk, Německo) 

• sterilní inkubátor MCO-18AIC(UV) CO2 Incubator - Sanyo (Ósaka, Japonsko) 

• laminární box HR1200-IIA2-S - Haier Biomedical (Londýn, Spojené království) 

• lázeň vodní nemíchaná - PolyScience (Niles, USA) 

• mikroskop - Optika Microscopes Italy ( Ponteranica, Itálie) 

• multidetekční destičkový systém (spektrometr) Hidex Sense Beta Plus - Hidex Oy 

(Turku, Finsko) 

• počítačka buněk Bio-Rad TC20TM - Bio-Rad Laboratoies (Hercules, USA) 
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• třepačka Thermomixer comfort - Eppendorf (Hamburk, Německo) 

• vortex V1 plus - Biosan (Riga, Lotyšsko) 

4.3 Software  

• GraphPad Prism 10 
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5 Metodika 

5.1 Buněčná kultura 

Buněčná kultura je pojem označující proces růstu a udržování buněk ve vyhovujícím uměle 

vytvořeném prostředí, tj. in vitro (ve skle), za přesně stanovených podmínek, jež věrně 

napodobují jejich fyziologické podmínky (Kočárek et al. 2010). Kultivace (pěstování) buněk 

se odehrává ve sterilní kultivační nádobě obsahující růstové médium. Toto médium se svým 

chemickým složením a fyzikálními vlastnostmi snaží co nejvíce přiblížit přirozenému prostředí 

v těle (in vivo), tedy tělním tekutinám (lymfě, krevní plazmě, mozkomíšnímu moku atd.) 

(Kočárek et al. 2010). Nezbytnou součástí živného média je sérum (fetální bovinní sérum), které 

iniciuje buňky k dělení a podporuje tedy i růst celé kultury. Další součástí tohoto média mohou 

být i antibiotika, z důvodu předcházení infekci a tím i zániku celé kultury (Kočárek et al. 2010).  

Kultivační lahev je vložena do inkubátoru, který reguluje vhodnou teplotu, vlhkost a úroveň 

CO2 a O2 v prostředí, ve kterém se vzorek množí. Velký důraz se musí klást na sterilitu 

používaných nástrojů, aby nedošlo k infikaci dané kultury. (Kočárek et al. 2010)  

Růst buněk probíhá charakteristicky a lze jej popsat růstovou křivkou, která vyjadřuje změny 

četnosti buněk v závislosti na čase (obr. 14) (Anon. 2015). Tato křivka je složena ze čtyř částí. 

Jakmile stoupne počet buněk na neúnosnou míru, je potřeba buňky pasážovat (subkultivovat) 

do nové kultivační nádoby. 

 

Obrázek 14: Růstová křivka buněčné kultury. Lag fáze – počáteční fáze, počet buněk nejprve mírně 

klesne a poté začíná narůstat. Log fáze – počet buněk exponenciálně roste; pasážování buněk. 

Stacionární fáze – růst buněk se postupně zastavuje, dochází ke kontaktní inhibici; pasážování buněk. 

Fáze odumírání – konečná fáze, udržení kultury již není možné. Vytvořeno autorkou podle (Kočárek et 

al. 2010) a (URL 1). 
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5.2 Buněčné linie 

V našem experimentu byly použity tři nádorové buněčné linie, jež byly odvozeny z krve 

pacientů s akutní myeloidní leukémií. Ve všech typech linií se jedná o suspenzní buňky.  

5.2.1 MV4-11 wt  

Buněčná linie MV4-11 wt (obr. 15), izolovaná z blastických buněk desetiletého chlapce s 

bifenotypickou B-myelomonocytární leukémií, slouží jako důležitý zdroj zejména při studiu 

akutní myeloidní leukémie. MV4-11 má homozygotní mutaci FLT3-ITD a jasně exprimuje 

aktivovaný receptor FLT3 (Ko et al. 2019). Pro naše experimenty jsme ji označovali též MV4-

11 wt jako „wild type“, tedy základní MV4-11 buněčnou linii, od které byla v naší laboratoři 

odvozena též linii rezistentní k FLT3 inhibitoru gilteritinibu. Tato je označována MV4-11 g45, 

a je popsána dále. 

 

Obrázek 15: Buněčná linie MV4-11. Převzato z (Anon. [b.r.]). 

5.2.2 MV4-11 g45 

Rezistentní linie MV4-11 g45 byla vytvořena z linie MV4-11 wt dlouhodobou kultivací 

s postupně narůstající koncentrací gilteritinibu. Rezistence se zdá být trvalá, z důvodu, že i po 

ukončení přidávání gilteritinibu ke kultivaci, v buňkách přetrvává.  

5.2.3 MOLM-13 

MOLM-13 je buněčná linie lidské leukémie (obr. 16) odvozená z periferní krve pacienta s 

akutní myeloidní leukémií při relapsu. MOLM-13 nese heterozygotní mutaci FLT3-ITD. Tato 

mutace způsobuje konstitutivní aktivaci FLT3 receptoru, což vede k neřízené proliferaci 

hematopoetických buněk. (Zhang et al. 2008a) 



39 
 

 

Obrázek 16: Buněčná linie MOLM-13. Převzato z (Anon. [b.r.]). 

5.2.4 THP-1 

THP-1 je monocytární lidská buněčná linie (obr. 17) získaná z krve pacienta trpícího akutní 

leukemií. Narozdíl od předešlé buněčné linie MV4-11, která nese mutaci FLT3-ITD, linie THP-

1 tuto specifickou mutaci nemá (Tsuchiya et al. 1980). Absence mutace FLT3-ITD nebo jiných 

aktivačních mutací ve FLT3 receptoru odlišuje THP-1 od buněčných linií, které jsou výrazně 

závislé na aberantní FLT3 signalizaci. Buněčná linie THP-1 neprochází neřízenou proliferací 

prostřednictvím konstitutivně aktivované FLT3 tyrosinkinázy, tudíž signalizace přes FLT3 

receptor u THP-1 funguje normálně a je regulována běžnými fyziologickými podněty (Liu et 

al., 2015). 

 

Obrázek 17: Buněčná linie THP-1. Převzato z (Anon. [b.r.]). 

5.3 Pasážování a kultivace buněk 

Všechny buňky byly uchovávány v kultivačních lahvích ve vhodném médiu. Pro buněčné linie 

MV4-11 wt a MV4-11 g45 to bylo médium IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) s 

10% FBS (Fetal Bovine Serum) a 4 mM L-glutaminu. Liniím MOLM-13 a THP-1 bylo 

poskytnuto médium RPMI-1640 rovněž s 10% FBS. Buněčné linie byly kultivovány ve 

sterilním inkubátoru udržujícím stálou teplotu 37 °C a 5 % CO2 v atmosféře.  
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Dle rychlosti růstu buněk probíhala pasáž standartně každé 3-4 dny. Před začátkem experimentu 

je nutné vysterilizovat laminární box, včetně předmětů uvnitř, UV zářením a následně povrchy 

70% ethanolem, stejně jako všechny pomůcky přenášené dovnitř lamináru. Po celou dobu práce 

v laminárním boxu je nutností používat nitrilové rukavice, které byly stejně, jako všechny 

ostatní předměty vložené do laminárního boxu, dezinfikovány ethanolem. V laminárním boxu 

byl mimo jiné umístěn i plynový kahan, jenž byl použit k důslednější sterilizaci hrdel 

kultivačních lahví s buňkami či hrdel lahví s médii. Tento krok byl využíván především 

z důvodu manipulace předmětů v nesterilním prostředí, v jehož důsledku dochází ke kumulaci 

nežádoucích bakterií i v oblasti hrdel lahví. Zejména z těchto míst mohou bakterie s velkou 

pravděpodobností proniknout do sterilního obsahu nádoby.   

Nejdříve byla určena životaschopnost buněk. Za účelem označení buněk s porušenou buněčnou 

stěnou byla použita 0,4% trypanová modř. Pro jejich následné spočítání byl vzorek na počítacím 

čipu vložen do počítačky buněk Bio-Rad TC20TM.  

V době pasáže se hustota buněk pohybovala vždy v rozmezí 0,9 – 3,4 milionů buněk na 1 ml. 

Buňky byly zpravidla nasazeny k další kultivaci v hustotě 150 000 – 200 000 buněk na mililitr.  

V případě linie MV4-11 g45 byl pro udržení rezistence této linie vůči již v praxi užívaným 

léčivům dodán gilteritinib o výsledné koncentraci 0,492 nM. Inhibitor byl přidán na konci 

celého procesu pasážování. Experimenty na buněčné linii MV4-11 wt i MV4-11 g45 byly 

prováděny v době, kdy byla linie v rozmezí 9-13 pasáže, u linií MOLM-13 a THP-1 to byla 

pasáž 3-7.    

5.4 MTT test životaschopnosti buněk 

5.4.1 Princip 

MTT test představuje první kolorimetrickou metodu, která byla poprvé představena v roce 1986 

(Houghton et al. 2007). Test je využíván k hodnocení počtu živých buněk na základě měření 

aktivity mitochondrií. Žlutý solubilní roztok tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium) je redukován v živých a metabolicky aktivních buňkách 

mitochondriálními dehydrogenázami a redukčními činidly na purpurově zbarvenou sraženinu 

formazanu (Mahto et al. 2010; Stockert et al. 2012). Redukce MTT na formazan je omezena 

v případě cytotoxického poškození či zničení buňky (Mahto et al. 2010). K rozpuštění 

formazanu a následně i vzniku heterogenní směsi je potřeba silného detergentu. Za tímto účelem 

byl použit acidyfikovaný isopropylalkohol. Stupeň zabarvení je dále hodnocen 

spektrofotometricky* při vlnové délce 570 nm a 720 nm. Hodnota 570 nm představuje totiž 

absorpční maximum formazanu, vlnová délka 720 nm pak slouží jako referenční (porovnávací) 

hodnota. Míra absorbance je přímo úměrná množství živých buněk, to znamená, že čím tmavší 

je zbarvení roztoku, tím vyšší je počet živých buněk (Van Meerloo et al. 2011).  

V práci představoval tento test základní metodu, jelikož byla jeho prostřednictvím zjišťována 

účinnost inhibitorů na standartní i rezistentní leukemické buněčné linie.  
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Obrázek 18: Chemicky znázorněný průběh redukce MTT na formazan prostřednictvím kenzymu 

nikotinamidadenindinukleotidfosfátu (NAD(P)H) a dehydrogenázy obsažených v metabolicky 

aktivních buňkách. Převzato od (Kamiloglu et al. 2020). 

 

*Spektrofotometrická analýza 

Spektrofotometrie představuje metodu měření detekující, jak moc chemická látka absorbuje světlo, a to 

měřením intenzity světla při průchodu jeho paprsku roztokem vzorku. Základním principem je fakt, že 

každá sloučenina absorbuje nebo propouští světlo v určitém rozsahu vlnových délek. Spektrofotometrie 

je jednou z nejužitečnějších metod kvantitativní analýzy v různých oborech, jako je chemie, fyzika, 

biochemie, materiálové a chemické inženýrství a klinické aplikace. Tato metoda byla využita i v naší 

studii ke změření cytotoxicity/antiproliferativní aktivity každého testovaného FLT3 inhibitoru. (Vo 

2013) 

 

Obrázek 19: Základní struktura spektrofotometru složeného ze spektrometru a fotometru. 

Spektrometr vytváří požadovaný rozsah vlnových délek světla. Nejprve kolimátor (čočka) přenáší přímý 

paprsek světla (fotonů), který prochází monochromátorem (hranolem), aby jej rozdělil na několik 

vlnových délek (spektrum). Poté volič vlnové délky (štěrbina) přenáší pouze požadované vlnové délky, 

přičemž It je intenzita světla po průchodu paprsku světla kyvetou a Io je intenzita světla před průchodem 

paprsku světla kyvetou. Fotometr detekuje množství fotonů, které je absorbováno poté, co požadovaný 

rozsah vlnových délek světla projde roztokem vzorku v kyvetě, které je absorbováno. Dále odešle signál 

do galvanometru nebo digitálního displeje. Vytvořeno autorkou podle (Vo 2013) a (URL 1). 
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5.4.2 Přehled testovaných látek, jež inhibují kinázu mutace FLT3, na 

buněčných liniích  

V případě sloučenin PSU28, PSU32 a LG-2189 se jednalo o látky 4. generace, vzniklé 

postupnou chemickou úpravou struktury na základě předchozího testování antiproliferativního 

účinku a selektivity k FLT3 receptoru. Látky byly syntetizovány v Centru biomedicínského 

výzkumu Fakultní nemocnice v Hradci Králové a následně testovány Výzkumnou skupinou 

buněčné farmakologie a toxikologie na Farmaceutické fakultě Univerzity Karlovy v Hradci 

Králové. Uvedená spolupráce probíhá na základě financovaného projektu Grantové agentury 

Ministerstva zdravotnictví ČR č.  NU-23-08-00439. 

V experimentu bylo testováno celkem 5 inhibitorů na 4 AML buněčných liniích. Z důvodu 

validity výsledků bylo testování každého inhibitoru na dané linii provedeno minimálně 3x.  

Za účelem otestování potenciálních inhibitorů PSU28 a PSU32 byl s těmito látkami realizován 

experiment na každé z linií, s výjimkou rezistentní buněčné linie MV4-11 g45, kde nebyl 

experiment proveden s látkou PSU32, a to z důvodu její již dříve zjištěné nedostatečné 

účinnosti na senzitivní linii. Na každé z linií byly rovněž testovány inhibitory, jež jsou aktuálně 

využívány v klinické praxi – midostaurin a quizartinib. Tyto látky byly využity k porovnání 

účinnosti nově vyvíjejících se FLT3 inhibitorů, tudíž k otestování, zda se nové potenciální 

inhibitory  v různých kritériích jeví lépe než ty již existující. Testování látky LG-2189 na liniích 

MV4-11 wt, MOLM-13 a THP-1 bylo v minulosti již provedeno. Tato látka vykazovala jedny 

z nejlepších výsledků z šedesáti testovaných inhibitorů. Výzkum však nezahrnoval testy látky 

LG-2189 na rezistentní linii MV4-11 g45, z tohoto důvodu byly experimenty na této látce 

zařazeny i do této práce. Tyto údaje byly shrnuty i schematicky, viz tabulka 2.  

Při testování inhibitorů na rezistentní linii bylo den před provedením experimentu buňkám 

vyměněno médium za účelem oddělení buněk od přidaného gilteritinibu. Tento krok byl zvolen 

z důvodu možného ovlivnění výsledku nežádoucí přítomností inhibitoru a odstranění vlivu této 

látky na buňky bezprostředně před provedením experimentu. 
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Tabulka 2: Shrnutí testovaných inhibitorů na jednotlivých liniích v experimentech 

Buněčná linie Testovaný inhibitor 

MV4-11 wt 

midostaurin 

quizartinib 

PSU28 

PSU32 

LG-2189 

MV4-11 g45 

midostaurin 

quizartinib 

PSU28 

LG-2189 

MOLM-13 

midostaurin 

quizartinib 

PSU28 

PSU32 

THP-1 

midostaurin 

quizartinib 

PSU28 

PSU32 

 

5.4.3 Realizace experimentu 

Po celou dobu trvání experimentu probíhá práce za sterilních podmínek v laminárním boxu. 

Nejprve byly buňky spočítány, viz kapitola “Pasážování a kultivace buněk“. Z údajů bylo 

definováno množství buněk a média potřebného k nasazení do jamek. V případě linií MV4-11 

wt, MV4-11 g45 a THP-1 byl počet buněk 35 000/jamku, u linie MOLM-13 to bylo 50 000 

buněk/jamku.  Pro uskutečnění experimentu byla připravena sterilní 96-jamková destička, jež 

byla vizuálně rozdělena na jamky, ve kterých probíhal experiment, na kontrolní jamky a na 

jamky indikační, viz tabulka 3. Výsledný objem každé jamky dosahoval 150 µl. 
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Tabulka 3: Demonstrativní schéma 96 jamkové destičky. x znázorňuje postranní jamky obsahující 

PBS (z důvodu zamezení vypařování testovaných vzorků); -/- představuje jamky s médiem, buňkami i 

inhibitorem v různých koncentrací, přičemž každá koncentrace byla pro validitu výsledků nasazena 

v triplikátu (viz barevné znázornění; nejméně koncentrovaný roztok byl nasazen do pravé spodní řady, 

nejkoncentrovanější pak do levé horní řady); K znázorňuje kontrolní jamky s médiem a buňkami; P 

představuje indikační jamky pouze s médiem. 

x x x x x x x x x x x x 

x - - - x P P x - - - x 

x - - - x P P x - - - x 

x - - - x K K x - - - x 

x - - - x K K x - - - x 

x - - - x K K x - - - x 

x - - - x K K x - - - x 

x x x x x x x x x x x x 

 

Za účelem zamezení odpařování testovaných látek v inkubátoru bylo přidáno 150 µl PBS do 

každé z postranních jamek a jamek ležících v pátém a osmém sloupci destičky.  

Ředění testovaných látek, a tudíž i jejich množství v každém triplikátu, se odvíjelo od typu 

buněčné linie a aplikovaného inhibitoru, viz tabulka 4. Koncentrace látek midostaurin a 

quizartinib se při testování na liniích MV4-11 wt, MV4-11 g45 a MOLM-13 pohybovala 

v rozmezí 0,061 nM - 0,125 µM. Na těchto liniích, nesoucích mutaci FLT3 receptoru, byla 

zkoumána i látka PSU28, a to v koncentrační řadě od 97,719 nM - 2,0 µM. Koncentrační řada 

inhibitorů PSU32 a LG-2189 byla pro zmíněné linie shodně 0,11561 - 10,0 µM. Výjimku 

představuje pouze látka PSU32 v rámci linie MV4-11 g45 a látka LG-2189 u MOLM-13, 

jelikož zde testování nebylo provedeno. V případě buněčné linie THP-1 bylo nutno použít vyšší 

koncentrace látek, jelikož nenese mutaci FLT3 receptoru. Konkrétně byly tyto hodnoty 9,766 

nM - 20,0  µM pro inhibitory midostaurin a quizartinib a 1,136868 - 200,0 µM pro PSU28 a 

PSU32. Testování látky LG-2189 nebylo v rámci této práce v případě nemutované linie 

provedeno. Všechny koncentrační křivky byly dvanáctibodové.   
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Tabulka 4: Souhrn výsledných koncentrací použitých inhibitorů, které byly testovány na 

jednotlivých buněčných liniích při experimentech. Hodnoty značí rozmezí koncentrace určitého 

inhibitoru (v µM/nM) na příslušné linii. 

 

Roztok buněk a příslušného média byl aplikován do experimentálních a kontrolních jamek. 

Destička byla vzápětí umístěna do sterilního inkubátoru, udržujícím stálou teplotu 37 °C a 5 % 

CO2 v atmosféře, na 48 hodin.  

Z důvodu citlivosti tetrazoliové soli MTT na světlo byl od tohoto momentu celý experiment 

prováděn za podmínek minimalizující přítomnost světla. Bylo přidáno 15 µl MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) do každé z jamek, kromě těch, jež obsahovaly 

PBS. Destička byla poté protřepána v třepačce na 300 otáček/ minutu, při 37 °C a po dobu 5 

minut a následně vložena do sterilního inkubátoru, při podmínkách 37 °C a 5 % CO2 

v atmosféře, na 4 hodiny.  

Pro dokončení experimentu bylo do všech jamek (kromě jamek s PBS) přidáno 150 µl roztoku 

isopropylalkoholu s 2M HCl. Všechny jamky byly vícekanálovou pipetou důkladně 

promíchány a po dobu 8-12 minut byla destička ponechána bez jakéhokoli dalšího zásahu (obr. 

20). 

Buněčná 

linie 

Testovaný inhibitor 

midostaurin  quizartinib PSU28 PSU32 LG-2189 

MV4-11 wt 
0,061 nM–0,125 µM 0,061 nM–0,125 µM  97,719 nM-2,0 µM 0,11561-10,0 µM  0,11561-10,0 µM  

MV4-11 g45 
0,061 nM–0,125 µM  0,061 nM–0,125 µM  97,719 nM-2,0 µM - 0,11561-10,0 µM  

MOLM-13 
0,061 nM–0,125 µM  0,061 nM–0,125 µM  97,719 nM-2,0 µM 0,11561-10,0 µM - 

THP-1 
9,766 nM-20,0 µM 9,766 nM-20,0 µM 1,136868-200,0 µM  1,136868-200,0 µM  - 
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Obrázek 20: Ukázka destičky připravené ke změření absorbance. Vytvořeno autorkou. 

Měření absorbance při 570 nm a 720 nm bylo provedeno pomocí multidetekčního destičkového 

systému Hidex. 

5.5 Statistické zpracování dat 

Pro analýzu dat a jejich vizualizaci byl použit software GraphPad Prism 10. Hodnoty IC50 a 95 

% konfidenční intervaly byly stanoveny pomocí modelu variable slope. Nepárový t-test byl 

aplikován ke srovnání účinku látek na buňky s rezistencí i bez ní. Výsledky s hodnotou p ≤ 0,05 

byly považovány za statisticky významné. Všechna prezentovaná data odpovídají průměru tří 

nezávislých biologických experimentů, provedených v triplikátu. 

5.5.1 Hodnoty IC50 a specifita k mutovanému FLT3 receptoru 

V rámci první části experimentů bylo cílem porovnání klíčových faktorů mezi nově 

testovanými potenciálními inhibitory PSU28 a PSU32. Jednou z těchto proměnných byla 50% 

inhibiční koncentrace (IC50), která definuje koncentraci způsobující 50% inhibici růstu buněčné 

kultury vyvoláním antiproliferativního, respektive cytotoxického efektu. Výsledná hodnota 

IC50 již představuje konkrétní číselný údaj, jež je rozšiřován 95% konfidenčním intervalem. Již 

zmíněný konfidenční interval, rovněž také interval spolehlivosti, označuje rozsah odhadů pro 

neznámý parametr. Spolehlivost tedy vyjadřuje, s jakou pravděpodobností daný interval 

pokrývá skutečnou (neznámou) hodnotu parametru. Za tímto účelem byl v práci využit 

nejběžnější konfidenční interval, jenž pracuje s 95% úrovní spolehlivosti (zkráceně CI 95 %). 

Tento interval tak obsahuje reálnou hodnotu parametru s pravděpodobností 0,95. Další 

stanovovanou hodnotou byla specifita léčiva k mutovanému FLT3 receptoru. Ta označuje jeho 

vlastnost působit jen na buněčné linie nesoucí FLT3 mutaci, a to s minimálními nežádoucími 

účinky spojenými s ovlivněním i jiných mechanismů. Pro určení tohoto údaje je podmínkou 

provedení experimentu na buňkách nesoucí homozygotní či heterozygotní mutaci a dále pak na 

těch bez mutace. Výsledná hodnota je pak rovna podílu hodnot IC50 nemutované linie a té plně 

či částečně mutované, viz obr. 21. Výsledky jsou pak hodnoceny dle jednoduchého principu: 

s rostoucím číselným údajem roste i specifita léčiva k FLT3 mutaci. 
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Obrázek 21: Vzorec pro výpočet specifity léčiva k buňkám s heterozygotní (A) i homozygotní (B) 

FLT3 mutací. Vytvořeno autorkou podle (URL 1). 

5.5.2 Rezistenční faktor  

Cílem navazující řady experimentů bylo testování schopnosti inhibitorů překonat rezistenci 

buněčné kultury na gilteritinib, klinicky používaný inhibitor. Za tímto účelem byl u testovaných 

látek stanoven rezistenční faktor. Je-li výsledek rezistenčního faktoru látky roven právě číslu 1, 

je látka stejně účinná na rezistentní i nerezistentní  linii. Tato hodnota představuje podíl hodnot 

IC50 rezistentní buněčné linie a linie nerezistentní, viz obr. 22. 

 

Obrázek 22: Vzorec pro výpočet rezistenčního faktoru (RF). Vytvořeno autorkou podle (URL 1). 
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6 Výsledky 

6.1 Inhibitory PSU28 a PSU32 

Při vyhodnocení výsledků experimentů s látkami PSU28 a PSU32, provedených na buněčných 

liniích MV4-11, MOLM-13 a THP-1, se jako výrazně efektivnější prokázal inhibitor PSU28. 

V rámci linie MV4-11 wt činila výsledná hodnota IC50 látky PSU28 0,27 µM. U inhibitoru 

PSU32 byl tento údaj právě 4,56 µM. Látka PSU28 tedy vykazovala až bezmála 17,2x nižší 

hodnoty IC50 při porovnání těchto údajů s látkou PSU32 naměřených na totožné buněčné linii. 

Specifita zkoumané látky PSU28 k mutaci FLT3 byla při srovnání výsledků v rámci plně 

mutované linie zjištěna takřka trojnásobně vyšší, než v případě látky, s níž byla srovnávána. 

Konkrétně 38,94 v případě PSU28 a 13,77 pro látku PSU32. Výsledky a porovnání všech 

hodnot testovaných inhibitorů jsou znázorněny a rozebrány níže, viz tabulka 5.  

Tabulka 5: Srovnání naměřených výsledků hodnot 50% inhibičních koncentrací v rámci 

testovaných látek PSU28 a PSU32 a jejich specifit k heterozygotní i homozygotní mutaci FLT3, 

přičemž experiment každé z látek na jednotlivé linii byl proveden právě 3x. Výjimku 

představovalo měření sloučeniny PSU28 na MV4-11 wt, kdy činil počet experimentů právě 5.   

Inhibitor 
Buněčná 

linie 
IC50 (µM) CI 95 % (µM) 

Specifita k FLT3 

mutaci                     

(THP-1/MOLM-13) 

Specifita k FLT3 

mutaci THP-1 THP-

(THP-1/MV4-11) 

PSU28 

MV4-11  wt 0,27 0,22- 0,31 

41,29 38,94 MOLM-13 0,25 0,22- 0,28 

THP-1 10,33 9,21-11,54 

PSU32 

MV4-11  wt 4,56 4,20-4,98 

9,15 13,77 MOLM-13 6,87 6,13-7,83 

THP-1 62,81 47,43-82,38 

 

6.2 Porovnání látky PSU28 s klinicky používanými inhibitory 

Jelikož se látka PSU28 prokázala na základě první série experimentů jako účinnější z hlediska 

hodnot IC50 i specifity vůči FLT3 mutaci, byly výsledky tohoto testování porovnány s účinností 

klinicky využívaných FLT3 inhibitorů midostaurinem a quizartinibem.  

Při srovnání číselných údajů dosažených látkou PSU28 vůči inhibitorům, jež jsou využívány 

běžně při léčbě AML pacientů s mutací FLT3-ITD, bylo zjištěno, že nový potenciální inhibitor 

se z hlediska hodnot IC50 či specifity vůči FLT3 mutaci svými výsledky neblíží hodnotám 

dosažených midostaurinem a quizartinibem. Linie MV4-11 wt vykazovala hodnoty IC50 u látky 

PSU28 více než 22x vyšší v porovnání s midostaurinem a takřka 422x vyšší v porovnání s 

quizartinibem, a to konkrétně 0,27 µM pro PSU28,  0,012 µM pro midostaurin a 0,00064 µM 
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pro quizartinib. Komparace inhibičních schopností látek na každé z buněčných liniích byly 

rovněž shrnuty v podobě grafů, viz obrázek 23, 24, 25. Z pohledu specifity jednotlivých léčiv 

k mutaci bylo opět vykazováno absolutně nejnižších hodnot látkou PSU28, přičemž rozdíly 

mezi zjištěnými údaji každé z testovaných látek byly ještě výraznější, tedy 38,94 pro PSU28, 

123,25 pro midostauirn a 11993,80 pro quizartinib z hlediska homozygotní mutace FLT3-ITD, 

viz tabulka 6.  

Tabulka 6: Srovnání naměřených výsledků hodnot 50% inhibičních koncentrací v rámci 

testovaných látek PSU28, midostaurin a quizartinib a jejich specifit k homozygotní i heterozygotní 

mutaci FLT3, přičemž experiment každé z látek na jednotlivé linii byl proveden právě 3x. 

Výjimku představovalo měření sloučeniny PSU28 na MV4-11 wt, kdy činil počet experimentů 

právě 5.   

Inhibitor 
Buněčná 

linie 
IC50 (µM) CI 95 % (µM) 

Specifita k FLT3 

mutaci                     

(THP-1/MOLM-13) 

Specifita k FLT3 

mutaci   (THP-THP-

(THP-1/MV4-11) 

PSU28 

MV4-11  wt 0,27 0,22- 0,31 

41,29 38,94 MOLM-13 0,25 0,22- 0,28 

THP-1 10,33 9,21-11,54 

midostaurin 

MV4-11  wt 0,012 0,0097-0,015 

140,99 123,25 MOLM-13 0,011 0,0097-0,011 

THP-1 1,48 1,16-1,91 

quizartinib 

MV4-11  wt 0,00064 0,00051-0,00081 

7372,36 11993,80 MOLM-13 0,0010 0,00091-0,0012 

THP-1 7,68 6,25-9,51 
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Obrázek 23: Závislost růstu buněčné linie MV4-11 na koncentraci čtyř testovaných látek (PSU28, 

PSU32, midostaurin, quizartinib), přičemž růst je vyjádřen relativně vůči kontrolní skupině 

(100% růstu). Vytvořeno autorkou v GraphPad Prism 10. 

 

 

Obrázek 24: Závislost růstu buněčné linie MOLM-13 na koncentraci čtyř testovaných látek 

(PSU28, PSU32, midostaurin, quizartinib), přičemž růst je vyjádřen relativně vůči kontrolní 

skupině (100% růstu). Vytvořeno autorkou v GraphPad Prism 10. 
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Obrázek 25: Závislost růstu buněčné linie THP-1 na koncentraci čtyř testovaných látek (PSU28, 

PSU32, midostaurin, quizartinib), přičemž růst je vyjádřen relativně vůči kontrolní skupině 

(100% růstu). Vytvořeno autorkou v GraphPad Prism 10. 

6.3 Porovnání látek na rezistentní linii  

Látka PSU32 nebyla testována na rezistentní buněčné kultuře kvůli nízké účinnosti v 

předchozích experimentech. Naopak látka LG-2189, vykazovala v in vitro testování na liniích 

MV4-11 wt, MOLM-13 a THP-1 jedny z nejlepších výsledků z 60 testovaných, ale její 

schopnost překonat rezistenci dosud nebyla ověřena. 

Hodnoty nejbližší číslu 1 byly zjištěny v případě látek PSU28 a LG-2189. Údaj nejbližší číslu 

1 byl pak konkrétně naměřen u inhibitoru LG-2189, což vypovídá o jeho potenciální schopnosti 

překonat rezistenci buněk na běžnou léčbu. Tato hodnota byla přesně 0,80. Následovala látka 

PSU28, jejíž údaj RF byl roven 1,24, a tak přesahoval hodnotu 1, což znamená, že látka více 

inhibuje růst senzitivní buněčné linie. U inhibitorů midostaurin a quizartinib byly RF přesně 

1,42 a 1,99, viz tabulka 7.  
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Tabulka 7: Srovnání výsledků hodnot 50% inhibičních koncentrací v rámci testovaných látek 

PSU28, LG-2189, midostaurin a quizartinib pouze na buněčných liniích nesoucích homozygotní 

mutaci FLT3-ITD a současně jejich výsledných rezistenčních faktorů, přičemž experiment každé 

z látek na jednotlivé linii byl proveden právě 3x. Výjimku představovalo měření sloučeniny PSU28 

na MV4-11 wt, kdy činil počet experimentů právě 5.   

Inhibitor Buněčná linie IC50 (µM) CI 95 % (µM) Rezistenční faktor 

PSU28 

MV4-11 wt 0,27 0,22- 0,31 

1,24 

MV4-11 g45 0,33 0,28-0,38 

LG-2189 

MV4-11 wt 0,36 0,29-0,44 

0,80 

MV4-11 g45 0,29 0,26-0,33 

midostaurin 

MV4-11 wt 0,012 0,0097-0,015 

1,42 

MV4-11 g45 0,017 0,012-0,025 

quizartinib 

MV4-11 wt 0,00064 0,00051-0,00081 

1,99 

MV4-11 g45 0,0013 0,0011-0,0016 
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7 Diskuze  

Hlavním cílem této práce bylo prověřit účinnost nově syntetizovaných potenciálních léčiv, 

zejména vyhodnotit jejich cytotoxický efekt a schopnost potlačit růst AML buněčných linií 

prostřednictvím inhibice FLT3 receptoru. Studie zahrnovala též hodnocení, s jakou specifitou 

působí vůči buňkám exprimujícím mutovaný FLT3 receptor oproti buňkám bez mutace, a zda 

jsou tyto nové sloučeniny účinné i u linie s navozenou rezistencí vůči již registrovanému a 

v klinické praxi používanému FLT3 inhibitoru gilteritinibu. Výsledky 48h MTT testu viability 

prokázaly výrazně nižší hodnoty IC50 u obou nových testovaných látek PSU28 a PSU32 v rámci 

linií s mutací než bez ní. Celkově lepší specifitu k FLT3 mutaci či schopnost překonat rezistenci 

buněk na gilteritinib prokázala sloučenina PSU28. V současnosti existuje mnoho dalších 

experimentálních sloučenin, jež jsou prozatím ve fázi in vitro testování, studium nových 

potenciálních látek se schopností inhibovat FLT3 mutaci je tak předmětem řady aktuálních 

studií (Augustin et al., 2015; Kang et al., 2022; Zhang et al., 2021). S dosaženými hodnotami 

IC50 0,27 µM pro MV4-11 wt, 0,25 µM pro MOLM-13 a 10,33 µM pro THP-1 by látka PSU28 

některým z nich prozatím konkurovat nemohla, jiné by však svými výsledky předčila. Ve 

většině případů však nelze naprosto optimálně porovnat sloučeninu PSU28 s látkami 

testovanými jinými studiemi z důvodu mnoha odlišných faktorů, které mezi pracemi činí 

zásadní rozdíly. Může jít o testování na odlišné buněčné linii, která se svými vlastnostmi 

odlišuje od linií, na kterých proběhlo testování v rámci této práce. Dále o rozdílnou inkubační 

dobu. Délka expozice testovaných látek v buněčné kultuře může výrazně ovlivnit výsledky testu 

– zejména pokud látka působí pomalu, nebo naopak rychle degraduje. Při srovnání takových 

výsledků tak lze očekávat rozdíly v míře metabolické aktivity buněk, což může mít dopad na 

interpretaci cytotoxicity. Kratší inkubační doba poukazuje více na cytotoxický efekt, delší 

naopak na antiproliferativní účinek. V neposlední řadě vytváří rozdíl mezi výsledky studií 

testování schopností látek prostřednictvím odlišných testů metabolické aktivity buněk. Jejich 

životaschopnost byla v této práci hodnocena pomocí MTT testu, v případech zmíněných studií 

byl ale využit i MTS test či hodnocení životaschopnosti buněk na základě hladiny ATP. Zhang 

et al. zaznamenali během testování sloučenin na bázi imidazo[1,2- a ]pyridin-thiofenových 

derivátů hodnoty IC50 0,053 µM, ale i 0,31 µM. Tato práce se však zabývala pouze inhibicí 

FLT3 kinázy. Látka C14 (4-(4-aminofenyl)-6methylisoxazolo[3,4- b ]pyridin-3-amin), 

ověřovaná Kang et al., se prokázala hodnotami IC50 v rámci linie MV4-11 0,325 µM a pro 

MOLM-13 0,507 µM. Sloučenina C-1305 zaznamenala po 48h inkubaci s buňkami MV4-11 

IC50 0,19 µM a u buněčné linie RS4-11, jež exprimuje wt FLT3 receptor, to bylo 0,38 µM. L. 

Lee et al. ve své studii naznačují, že PLX51107, nový potenciální inhibitor bromodomén a 

extra-terminálních domén proteinů s nízkonanomolární afinitou, účinně inhibuje růst FLT3-

ITD AML buněčných linií MV4-11 a MOLM-14 s hodnotami IC50 pouze 0,062 a 0,079 µM. 

Yu et al. provedli výzkum sloučeniny LT-171-861. Ta se v rámci studie prokázala nižšími 

hodnotami IC50, než klinicky používaný inhibitor sorafenib. Konkrétně dosáhla hodnot 0,0018 

µM pro linii MV4-11 a 0,0013 µM pro MOLM-13. Mnoho látek, včetně výše zmíněných, se 

prokázalo účinně při počáteční části preklinického testování, tedy in vitro, a jsou tak v další fázi 

výzkumu (in vivo testování), který probíhá zejména na myších (Lee et al. 2021; Lin et al. 2014; 

Ma et al. 2014; Xiao et al. 2023; Yu et al. 2021). Testování na myších je důležité kvůli jejich 

genetické a fyziologické podobnosti s člověkem, což umožňuje studovat účinnost a bezpečnost 
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nových léčiv. Poskytuje cenné informace o farmakokinetice, farmakodynamice a toxicitě, které 

by in vitro testy samy o sobě neodhalily. Myši mají krátký reprodukční cyklus, což umožňuje 

rychlé sledování dlouhodobých účinků léčiva, a lze je geneticky upravit tak, aby nesly mutace 

odpovídající onemocnění u člověka. Díky tomu lze detailně zkoumat mechanismy působení 

léčiva ještě před zahájením klinických studií. Pokud i v těchto testech prokáží potenciál 

inhibovat kinázu mutace FLT3, pokročí jejich výzkum do klinické fáze testování. Obecně 

všechny zmíněné látky, včetně PSU28, preferenčně potlačují růst buněk AML s mutací FLT3-

ITD. Naopak u buněk s FLT3 wt v nízkých koncentracích nevyvolávají prakticky žádný 

výrazný toxický efekt. Xiao et al. takovéto výsledky podpořil ve své studii i z hlediska in vivo 

testování, přičemž šlo o myší modely s transformovanými Ba/F3 buňkami. Po osmidenní léčbě 

došlo k výraznému snížení počtu leukemických buněk v periferní krvi. Zatímco ve skupině s 

kontrolním roztokem (vehikulem) zůstalo 51,9 % leukemických buněk, ve skupině léčené 

gilteritinibem jejich podíl klesl na 26,4 %. Největší efekt byl zaznamenán u GNF-7, kde se 

počet leukemických buněk snížil až na 9,6 %. V současnosti již probíhají i klinické studie 

nových sloučenin s potenciálem inhibovat FLT3 mutaci, a to buďto samostatně, či v kombinaci 

s jinými terapeuticky používanými inhibitory. Látka HYML-122 je momentálně ve druhé fázi 

testování (Anon. 2021a), MAX-40279 v první fázi (Anon. 2019a), TL-895 a KRT-232 rovněž 

ve fázi druhé (Anon. 2021b). Ve fázi in vitro hodnocení však nelze na základě samotných 

parametrů, jako jsou hodnoty IC₅₀ a specificita k FLT3 mutaci, jednoznačně určit superioritu 

testovaných látek. Tyto údaje sice poskytují důležité informace o jejich efektivitě a selektivitě 

na buněčné úrovni, avšak neodrážejí jejich biologickou dostupnost, farmakokinetické vlastnosti 

ani potenciální toxicitu a účinnost v organismu. Skutečná terapeutická hodnota se projeví až v 

rámci klinických hodnocení, kde dochází k posouzení komplexního účinku látky v celém 

organismu. Cílem vývoje léčiva je jeho úspěšné uvedení na trh, přičemž mírně nižší účinnost v 

buněčných modelech nemusí být limitujícím faktorem, pokud látka vykazuje lepší 

farmakodynamický a farmakokinetický profil. 

Látky PSU28 a midostaurin více inhibovaly růst buněčné kultury MOLM-13 než MV4-11, což 

je poměrně nezvyklý trend. Linie MV4-11 totiž nese vysoký alelický poměr FLT3-ITD, 

vykazuje výraznou aktivitu v signálních dráhách RAS/MAPK a PI3K/AKT, což z ní činí 

citlivější model pro testování FLT3 inhibitorů, jako jsou midostaurin a gilteritinib. Naopak 

MOLM-13, která může mít kromě FLT3-ITD i mutaci NPM1, vykazuje vyšší rezistenci vůči 

těmto inhibitorům, pravděpodobně díky aktivaci alternativních signálních drah a mechanismům 

rezistence (Annageldiyev et al. 2020; Seipel et al. 2018; Yang a Friedman 2023). Z pohledu 

charakteristiky těchto studií by tak měly látky jednoznačně více inhibovat linii MV4-11 

(Garitano-Trojaola et al. 2021; Guo et al. 2019). Hlavním důvodem je, že se reálně dle statistiky 

o rozdíl v hodnotách nejedná, což potvrzuje Seipel et al.. Dále tento rozdíl může být způsoben 

kombinací genetických, molekulárních a farmakodynamických faktorů. Obě linie nesou FLT3-

ITD mutaci, avšak MV4-11 vykazuje intenzivnější aktivaci signálních drah, což může v určitém 

bodě snižovat citlivost na inhibitory zaměřené výhradně na FLT3 receptor. MOLM-13 naopak 

spoléhá méně na redundantní dráhy a vykazuje nižší expresi antiapoptotických proteinů, jako 

je MCL-1, což usnadňuje indukci buněčné smrti. Dále se mohou lišit intracelulární koncentrace 

léčiv, což je ovlivněno membránovými transportéry nebo metabolickými procesy v 

jednotlivých liniích. Kasper et al. a Seipel et al. shodně zjistili, že genetické rozdíly mohou také 
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zvyšovat citlivost linie MOLM-13 na testované látky. V nuancích mohou rovněž hrát roli 

experimentální podmínky, například buněčná hustota nebo růstové faktory v médiu. Potvrzení 

těchto hypotéz by však vyžadovalo další analýzu signalizačních drah a proteomických profilů 

obou linií. Tento jev se zcela běžně nevyskytuje, Bregante et al. jej však již zaznamenal při 

výzkumu nových sloučenin s potenciálem inhibovat buněčné kultury AML s FLT3 mutací. 

Výsledky podobné zjištění této práce byly vykazovány látkami WS6, ispinesibem a 

cabozantinibem, který je mimo to již schválen pro léčbu různých typů maligních onemocnění, 

jako je karcinom ledvin, jater či medulární karcinom štítné žlázy, a tak je v současné době 

testován v klinických studiích pro léčbu AML.   

V tuto chvíli se přesuneme ke komparaci zjištěných in vitro údajů mezi již zmiňovanými 

terapeuticky používanými inhibitory. Při srovnání hodnot IC50 inhibitorů midostaurinu a 

quizartinibu bylo zjištěno, že nejnižší údaje byly vykazovány konstantně inhibitorem 

quizartinibem, což se shoduje i s dřívějšími in vitro studiemi provedenými Seipel et al. a 

Weisberg et al., a to i přes určité odlišnosti v metodice. Konkrétně dosahoval quizartinib v naší 

práci hodnot IC50 0,64 nM pro linii MV4-11 wt a 1,04 nM pro MOLM-13. Oproti tomu 

midostaurin vykazoval na shodných liniích tyto hodnoty 12,0 nM a 10,49 nM. Quizartinib se 

tedy vyznačuje vysokou účinností proti FLT3-ITD, a jeho inhibiční schopnosti jsou tak vůči 

buněčných linií s wt FLT3 receptorem často zanedbatelné (Nepomuceno et al. 2014). To tedy 

naznačuje vysokou specifitu quizartinibu k FLT3 mutaci (Aikawa et al. 2020). Oproti tomu 

midostaurin vykazoval výsledky, jež podporují zjištění, které učinili i Galanis & Levis, tedy, že 

je účinný jak vůči wild type FLT3 mutaci, tak vůči FLT3-ITD a FLT3-TKD. Dle očekávání 

byly tedy z hlediska specifity látek vůči FLT3 mutaci absolutně nejvyšší hodnoty i v naší práci 

zaznamenány u inhibitoru quizartinibu, konkrétně 7372,36 vůči buněčné linii MOLM-13 a 

11993,80 vůči modelové linii MV4-11. Tyto číselné údaje jsou ve srovnání s hodnotami, jež 

zjistili Carranza-Aranda et al., markantně vyšší, kde specifita vůči linii MV4-11 činila necelých 

8,2. Tento rozdíl mohl být velmi pravděpodobně způsoben testováním na rozdílné buněčné linii. 

Linie HL60, použitá ve zmíněné studii, sice exprimuje wt FLT3 receptor, avšak určitými 

vlastnosti se odlišuje od linie THP-1, na níž bylo provedeno testování v této práci. Buňky HL60 

jsou diferenciované neutrofily a u THP-1 se jedná o monocyty. V obou případech jde o bílé 

krvinky, které se však liší funkcemi, morfologií či životností. 

Předchozí část pojednává o porovnání midostaurin a quizartinib in vitro, nyní se zaměříme na 

jejich účinnost v klinickém prostředí. Inhibitory první generace, mezi které spadá i midostaurin, 

se vyznačují nižší selektivitou vůči řadě receptorových tyrosinkináz, včetně FLT3, KIT, 

PDGFR a VEGFR2. To může vést k závažným nežádoucím účinkům, které omezují jejich 

klinické využití. Nejčastěji jsou hlášeny nežádoucí účinky hematologické a konstituční povahy. 

U pacientů se může vyskytnout pancytopenie, diferenciační syndrom, srdeční ischemie, břišní 

diskomfort, průjem, periferní neuropatie, bolest hlavy a příznaky podobné chřipce. Tyto 

nežádoucí účinky se mohou vyskytovat u přibližně u 5-6 % pacientů (Kennedy a Smith 2020; 

Swaminathan et al. 2023). FLT3 receptor je primárně exprimován na hematopoetických 

progenitorových buňkách, ale i na těch imunitních, endotelových či v CNS. Jeho exprese je 

omezena převážně na hematopoetický systém, což naznačuje, že nežádoucí účinky spojené s 

inhibicí FLT3 by měly být specifické pro tento systém (Drexler 1996). Nicméně inhibitory 
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první generace, svou nižší selektivitou inhibují i další kinázy, což může vysvětlovat širší 

spektrum nežádoucích účinků. Inhibitory druhé generace, zahrnující quizartinib, se již 

vyznačují vyšší specifitou vůči FLT3 receptoru, což by se hypoteticky mohlo projevovat v 

menší toxicitě a nežádoucích účincích spojených s léčbou (Nitika et al. 2022). Avšak klinické 

použití inhibitorů druhé generace je také spojováno s nežádoucími účinky, což naznačuje, že 

samotná specifita k onemocnění nemusí být dostatečná pro eliminaci těchto komplikací (Erba 

et al. 2021). Kupříkladu i přes to, že se zdá, že quizartinib je lépe tolerován než midostaurin, je 

spojen s prodloužením QT intervalu (Anon. 2024). Quizartinib byl navíc teprve nedávno 

schválen pro klinické použití, prozatím tedy neexistuje mnoho dat o jeho dlouhodobých 

nežádoucích účincích jako u midostaurinu. S dalším klinickým používáním se může ukázat 

odlišný profil toxicity nebo se mohou objevit dosud nehlášené nežádoucí účinky. Obecně lze 

říci, že inhibitory druhé generace mají tendenci mít specifičtější účinky a mohou mít odlišný 

profil nežádoucích účinků ve srovnání s inhibitory první generace. Nicméně závažnost a četnost 

těchto nežádoucích účinků se mohou lišit v závislosti na konkrétním léku a pacientovi (Erba et 

al., 202; Zhao et al., 2022). In vitro data naznačují, že quizartinib vykazuje nižší IC50 pro FLT3-

ITD mutaci oproti midostaurinu, což může znamenat vyšší účinnost při stejných koncentracích. 

Používané dávkování se však mezi těmito léky liší, což může mít vliv jak na terapeutický efekt, 

tak na výskyt nežádoucích účinků. U quizartinibu se například při indukční i konsolidační léčbě 

podává za přesně stanovených okolností dávka 35,4 mg denně (Anon. [b.r.]), zatímco 

midostaurin se užívá v dávce 50 mg dvakrát denně (Anon. [b.r.]). Quizartinib se tedy podává v 

násobně nižší dávce, tudíž je možné pozorovat stejný trend, jako v případě in vitro testování, a 

to vyšší účinnost quizartinibu. Tyto rozdíly mohou ovlivnit nejen přímou účinnost léčby, ale i 

její snášenlivost u jednotlivých pacientů. Tato zjištění tak podtrhují potřebu dalšího výzkumu 

zaměřeného na pochopení mechanismů nežádoucích účinků a vývoj nových terapeutických 

strategií, které by minimalizovaly toxicitu při zachování účinnosti léčby AML s FLT3 mutací. 

M. H. Lee et al. porovnávali účinnost zmíněných inhibitorů u nově diagnostikovaných pacientů 

s akutní myeloidní leukémií. Studie ukazuje, že quizartinib dosahuje vyšší míry kompletní 

remise u pacientů s AML než midostaurin, s nižší potřebou reindukce či úprav dávkování. 

Výskyt nežádoucích účinků obou léčiv byl srovnatelný, i když pacienti v obou skupinách 

zažívali podobné míry febrilní neutropenie a infekcí. Quizartinib se jeví jako efektivnější volba, 

avšak dlouhodobé výsledky vyžadují další sledování. Efekt na pacientech se však skládá z 

daleko více mechanismů, a nižší IC50 tak nemusí znamenat lepší efekt na pacientech. Porovnání 

quizartinibu s jinými inhibitory u pacientů však prozatím existuje jen vzácně, jelikož, jak bylo 

již dříve zmíněno, je quizartinib pro léčbu registrován necelé dva roky, což je důvodem 

nedostatku důkazů přímého porovnání. V současnosti však takovéto studie probíhají a jejich 

výsledky by měly brzy poskytnout relevantnější údaje (Lee et al. 2024; Shaik et al. 2024). 

Při srovnání výsledků hodnot IC50 a specifity vůči FLT3 mutaci mezi dvojicí klinicky 

používaných inhibitorů a dvojicí nových syntetizovaných sloučenin, a to pouze z hlediska dat 

naměřených touto prací, byly zaznamenány výsledky, že se experimentální látky z tohoto 

hlediska nepřibližují naměřenými hodnotami midostaurinu s quizartinibem, a terapeuticky 

využívané inhibitory je tak v testovaných parametrech výrazně předčívají. Je však důležité 

zdůraznit, že hodnoty IC50 a specifita k FLT3 mutaci v rámci in vitro experimentů nejsou 
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jedinými faktory určujícími klinickou úspěšnost léčiva, a proto nelze na základě těchto 

výsledků předjímat jejich skutečný terapeutický potenciál. 

Buněčná linie MV4-11 g45, nesoucí trvalou rezistenci vůči gilteritinibu, byla využita v druhé 

části této práce, za účelem otestování, zda nové zkoumané látky nedisponují schopností tuto 

rezistenci překonat. Výsledky získané testováním na rezistentní linii byly porovnány s 

původní wild type linií MV4-11. Látky PSU28 a LG-2189 prokázaly srovnatelný inhibiční efekt 

na rezistentní i nerezistentní linii. Tyto molekuly se tak jeví nadějně z hlediska schopnosti 

překonání sekundární rezistence. Tohoto efektu bylo podobně dosaženo i midostaurinem. 

Největší rozdíl mezi inhibicemi jednotlivých buněčných kultur byl zaznamenán u quizartinibu, 

jenž větší měrou potlačoval růst wt linie MV4-11. S dosaženou hodnotou RF 1,99 je možné 

pozorovat tuto tendenci i z pohledu statistiky. Z hlediska schopnosti všech testovaných látek 

překonat rezistenci buněčné kultury na giteritinib, tudíž i získaného rezistenčního faktoru, tak 

přináší nově zjištěné skutečnosti opačné výsledky, než tomu bylo v první části práce. 

V současnosti existují i výzkumy zabývající se schopnostmi nově syntetizovaných sloučenin 

z hlediska překonání rezistence buněčných linií. Například již zmiňovaná potenciální 

sloučenina, inhibující mutaci FLT3, GNF-7, kterou testovali Xiao et al., vykazovala rezistenční 

faktor přibližně 2,9. Mezi naší prací a porovnávanou studií existuje několik podobností, ale i 

mnoho rozdílů, jejichž přičiněním nelze naprosto objektivně vzájemně porovnat získaná data. 

Kupříkladu k testování sloučeniny GNF-7 byla využita buněčná linie Ba/F3 FLT3-ITD/F691L, 

jež vykazuje rezistenci vůči quizartinibu i gilteritinibu a pravděpodobně se vyznačuje odlišným 

typem mutace. Shodným výsledkem však je, že v rámci obou prací měly vyšší inhibiční účinek 

experimentální látky ve srovnání s klinicky používanými inhibitory. 

Ne zcela obvyklým zjištěním byla také skutečnost, že nejhorších výsledků rezistenčního 

faktoru, konkrétně 1,99, bylo dosaženo quizartinibem, inhibitorem, jenž z hlediska hodnot IC50, 

tudíž i specifity vůči FLT3 mutaci, v první části práce poměrně dominoval. To potvrzuje a 

objasňuje i Yang et al., kteří se zabývali vznikem rezistence buněčných linií, které jsou podobné 

liniím použitých v této práci. Buňky AML si totiž poměrně rychle vyvíjejí rezistenci právě vůči 

zmíněnému inhibitoru. Tato studie naznačuje, že zatímco quizartinib je účinný FLT3 inhibitor, 

mechanismus, kterým se buňky stávají vůči němu rezistentní, je stejný s mechanismy vzniku 

rezistence ke gilteritinibu, a rezistence je tak tzv. zkřížená. Schopnost quizartinibu překonávat 

rezistenci vůči gilteritinibu může být omezená kupříkladu i kvůli klonální heterogenitě AML, 

což znamená, že nádorové buňky nejsou geneticky identické, ale tvoří různé subklony s 

odlišnými mutacemi. Tyto subklony mohou mít různé biologické vlastnosti, jako je rezistence 

na léčbu nebo odlišná schopnost proliferace. Heterogenita se vyvíjí v čase, což ztěžuje léčbu, 

jelikož některé subklony mohou přežít terapii a způsobit relaps onemocnění (Stiehl et al. 2014). 

I přes to, že přesnou příčinu nejsme schopni znát, poznamenávají Yang et al., že růst buněčné 

kultury mohou ovlivnit i jiné mechanismy než mutace rezistence. Kombinace quizartinibu s 

jinými inhibitory nebo terapeutickými přístupy však může zlepšit jeho účinnost při překonávání 

rezistence, jak naznačují i Patel et al. a Smith et al.. Jak již bylo zmíněno, quizartinib se 

vyznačuje náchylností ke vzniku rezistencí. Oproti tomu midostaurin je méně účinný, avšak 

působí i na mutaci FLT3-D835Y a další kinázy, což může pomoci zpomalit vznik rezistence 

(Voso et al. 2020). Weisberg et al. testovali účinnost vybraných inhibitorů dále na myších 
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modelech s implantovanými buňkami exprimujícími mutované formy FLT3 nebo KIT, kde 

byly potvrzeny in vitro data. 

Další neobvyklá tendence, kterou bylo možné z výsledků zpozorovat, byla zaznamenána 

v rámci testované látky LG-2189. Hodnota IC50 byla ve všech případech experimentálních látek 

a inhibitorů vyšší pro rezistentní linii, než pro buněčnou linii charakteru wild type. V tomto 

případě tomu však bylo právě naopak. Tento neočekávaný jev mohl být způsoben více možnými 

faktory. V první řadě je možné, že reálná hodnota RF není nižší než jedna, protože statistika 

nepotvrdila rozdíl mezi testovanými liniemi. Až větší počet měření by ukázal, zda se jednalo 

pouze o náhodu nebo zda je efekt látky LG-2189 opravdu vyšší u rezistentní linie. Pokud by 

tomu tak skutečně bylo, zde je možné vysvětlení tohoto jevu. Dále mohou mít rezistentní buňky 

zcela jiný profil odpovědi na určité molekuly v důsledku mutací nebo změn ve specifických 

molekulárních drahách. Například rezistence může být způsobena aktivací kompenzačních 

drah, které se mohou stát citlivějšími na novou molekulu LG-2189. Pokud rezistentní linie 

aktivovala alternativní dráhy, které jsou více závislé na mechanismech účinku LG-2189, mohlo 

by to vysvětlit nižší IC50 právě u ní. Rezistentní buňky mohou taktéž mít zvýšenou aktivitu 

efluxních transportérů (např. P-glykoproteinu), které aktivně vylučují léčivo z buňky. Pokud 

LG-2189 neinteraguje nebo je méně ovlivněno těmito transportéry, může být efektivní i v 

rezistentních buňkách, kde jiné látky mohou být rychle vylučovány. Další studie ukazuje, že 

rezistentní buňky, které jsou vůči jedné terapii necitlivé, mohou být citlivější na jiné molekuly, 

zejména pokud dochází k epigenetickým změnám. Pokud LG-2189 cílí na odlišný 

mechanismus než jiné testované inhibitory, může to objasnit, proč rezistentní buňky vykazují 

nižší IC50 pro tuto látku (Larrosa-Garcia a Baer 2017; San José-Enériz et al. 2019). Je však 

důležité zmínit, že všechny tyto studie představují jen podobné, možno říci modelové, situace. 

Výzkum této práce z hlediska látek či použitých buněčných linií se se studiemi prakticky 

neshoduje, tudíž jde jen o hypotézu na základě vyvozených spojitostí. Takovýto fakt by mohl 

do budoucna představovat poutavý předmět navazujícího výzkumu.  

Lepší porozumění a poznatky o schopnostech nových sloučenin PSU28, PSU32 a LG-2189 by 

mohly poskytnout nové terapeutické strategie. Současné studie ukazují, že inhibice FLT3-ITD 

mutací může účinně zastavit proliferaci leukemických buněk a podpořit apoptózu, což otevírá 

prostor pro vývoj nových inhibitorů s vyšší selektivitou a účinností (Chen et al. 2016). 

Experimentální látky, jako je PSU28, se jeví jako slibné, s přihlédnutím k faktu, že je jejich 

výzkum prozatím ve fázi in vitro testování. Takovéto poznatky o sloučeninách, jako znalost 

jejich inhibičních schopností, specifity a schopnosti překonat rezistenci buněčné linie na již 

používané léčivo, by mohly poskytnout základ pro syntézu nových podobných molekul 

s výhodnějšími vlastnostmi.  
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8 Závěr 

Terapie akutní myeloidní leukémie s mutací FLT3 se v posledních letech výrazně zlepšila, 

zejména díky zavedení látek se schopností inhibovat mutovaný FLT3 receptor, které poznatelně 

prodloužily přežití pacientů. Přesto však AML s touto mutací zůstává obtížně léčitelná, jelikož 

se často vyznačuje vysokou agresivitou a sklonem k relapsu, přičemž vznik rezistence vůči 

dostupným FLT3 inhibitorům představuje zásadní komplikaci v terapii. Potřeba vývoje nových, 

účinnějších látek, které by dokázaly překonat rezistentní mechanismy, tak neustále roste. 

V této práci byly charakterizovány 3 nově syntetizované sloučeniny prostřednictvím in vitro 

metody MTT na buněčných liniích odvozených od pacientů s AML. Jejich inhibiční efekt byl 

následně porovnán se dvěma terapeuticky používanými FLT3 inhibitory, midostaurinem a 

quizartinibem. Z testovaných potenciálních FLT3 inhibitorů  prokázala látka PSU28 nejnižší 

hodnoty 50% inhibiční koncentrace a specifity na FLT3-ITD mutovaných buňkách. Ve 

srovnání s klinicky používanými inhibitory projevila však tato sloučenina několikanásobně 

nižší účinek, přesto obě testované sloučeniny vykazují specifitu k FLT3 mutaci. Konkrétně pro 

látku PSU28 byly tyto hodnoty rovny 38,9 pro linii MV4-11 wt a 41,3 pro MOLM-13. IC50 a 

specifita k FLT3 mutaci v rámci in vitro experimentů však nejsou jedinými faktory určujícími 

klinickou úspěšnost léčiva, a proto nelze na základě těchto výsledků předjímat jejich skutečný 

terapeutický potenciál. 

Na linii MV4-11 g45, jež nese trvalou rezistenci vůči jinému klinicky používanému inhibitoru, 

gilteritinibu, byl zanalyzován účinek látky PSU28 a LG-2189, v porovnání s gilteritinib-

senzitivní linií MV4-11 wt. V druhé části experimentů byly zaznamenány opačné výsledky než 

při první komparaci testovaných látek s terapeuticky používanými inhibitory. Nejnižších 

hodnot rezistenčního faktoru dosahovaly nově syntetizované látky, přičemž jejich účinek byl 

takřka srovnatelný na rezistentní i senzitivní linii. Následoval midostaurin a na závěr 

quizartinib. Takovéto zjištění tak představuje poutavý předmět pro budoucí výzkum. 

Tato studie tedy přináší důležité poznatky z hlediska chemické struktury k vlastnosti účinku 

molekul pro vývoj nových léčiv zaměřených na AML s mutací FLT3-ITD, přičemž její hlavní 

přínos spočívá v identifikaci inhibitorů, které mohou být perspektivní v boji proti rezistenci na 

léčbu. Takovéto znalosti o sloučeninách by mohly poskytnout základ pro syntézu nových 

podobných molekul s výhodnějšími vlastnostmi. Kombinace těchto inhibitorů s dalšími 

cílenými terapiemi by pak mohla v budoucnu vést k překonání mechanismů rezistence a k 

poskytnutí nové léčebné možnosti u AML pacientů. 
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